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OZET

Diizenli, O.F. (2022). Sicak Su Epilepsisinde Tiim Ekzom Analizi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Sicak Su Epilepsisi (SSE), genellikle banyo sirasinda viicudun sicak su ile temasi sonucu
ortaya ¢ikan nobetler ile karakterize nadir bir epilepsi tiiriidiir. Giiniimiizde, SSE’nin
etyopatogenezini agiklama adina yapilan genetik ¢alisma sayisi kisithdir. Ayrica, nadir
varyantlarin bu tiir kompleks hastaliklardaki 6nemi yapilan calismalarla giin gegtikge
anlasilmaktadir. Bu nedenle, calismada SSE’nin etyopatogenezini aydinlatmaya katki

saglayacak nadir varyantlarin bulunmasi amaglanmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda, Epi25 konsorsiyumu tarafindan tiim ekzom dizileme (WES)
ve SNP array dizileme islemleri gerceklestirilen bagimsiz 10 SSE bireyinin verileri ile
biyoinformatik analiz yapilmistir. Analiz siirecinde, ham olarak elde edilen WES verisi
kendi is hattimizdan gegirilip gesitli filtreleme iglemlerine tabii tutularak ham veriden
yanlis anlamli novel varyantlar tespit edilmistir. Devaminda, yine WES wverisi
kullanilarak fonksiyonel anotasyon analizi gerceklestirilmistir ve varyantlarin
bulunduklar1 genlerin kiimiilatif bir halde biyolojik sistemdeki etkileri belirlenmistir. Son
olarak, SNP wverisi ile CNV analizi yapilarak, genom {izerindeki kopya sayisi
degisiklikleri incelenmistir. WES analizi neticesinde, SLC142, KCNBI, UBAS,
ADAM?22, PIGP, SCN2A4, SCN94, RELN, ABCA2, CACNAIA ve DIAPHI genlerinde
olmak tizere hastalik ile iliskili olabilecek toplam 12 novel varyant tespit edilmistir.
Fonksiyonel anotasyon analizinde kullanilan gen kiimeleri, hiicresel siiregler, sinyal
iletimi, madde taginimi gibi bulgular ile iligskilendirilmistir. CNV analizi sonuglarinda,

Oonem arz eden kopya sayis1 degisikligi tespit edilememistir.

Anahtar Kelimeler: Ekzom Dizileme, Epilepsi, Sicak Su Epilepsisi, Fonksiyonel
Anotasyon, SNP array.

Bu ¢alisma, TUBA-Ustiin Basarili Geng Bilim Insan1 Odiilleri (GEBIP) ve TUBITAK
2210/A Yurt i¢i Lisansiistii Burs Programi ile desteklenmistir.
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ABSTRACT

Duzenli, O.F. (2022). Whole Exome Analysis in Hot Water Epilepsy. Istanbul University,

Institute of Health Science, Department of Genetics. Master's Thesis. Istanbul.

Hot Water Epilepsy (HWE) is a rare type of epilepsy characterized by seizures resulting
from contact with hot water, usually during the shower. The number of genetic studies to
explain the etiopathogenesis of SSE is limited at the present time. In addition, the
importance of rare variants in such complex diseases is being understood day by day with
several studies. Therefore, this study aims to find rare variants that will contribute to

elucidating the etiopathogenesis of HWE.

Within the scope of the thesis, bioinformatics analysis was performed with the data of 10
independent HWE individuals, whose whole exome sequencing (WES) and SNP array
sequencing were performed by the Epi25 consortium. During the analysis process, the
raw WES data was passed through our in-house pipeline and subjected to various filtering
processes, and novel missense variants were detected from the raw data. After that,
functional annotation analysis was performed using WES data and the cumulative effects
of the genes in which the variants were found in the biological system were determined.
Finally, the copy number variations on the genome were examined by performing CNV
analysis with SNP data. As a result of the WES analysis, 12 novel variants that may be
associated with the disease were identified in the SLCIA2, KCNBI, UBAS5, ADAM?22,
PIGP, SCN24, SCN9A4, RELN, ABCA2, CACNAIA, and DIAPHI genes. Gene clusters
that are used in functional annotation analysis have been associated with cellular
processes, signal transduction, substance transport, etc. No significant copy number

variations were detected in the CNV analysis results.

Keywords: Exome Sequencing, Epilepsy, How Water Epilepsy, Functional Annotation,

SNP array.

This study was supported by the Turkish Academy of Sciences for the 2019 Distinguished
Young Scientist Award and TUBITAK 2210/A Domestic Master Scholarship Program.



1. GIRIS VE AMAC

Epilepsi, milattan 6nce 4000’11 yillardan baslayarak giliniimiize kadar toplumlarda
dikkat ceken ve lizerine ¢aligmalar yapilan bir hastalik grubudur. Epilepsi, beyindeki
anormal ndronal aktiviteye bagli olarak ortaya c¢ikabilen ndbetlerin norobiyolojik,
biligsel, psikolojik ve sosyal sonuglari ile karakterize edilen norolojik bir hastaliktir.
Diinya genelinde, yaklasik %06 prevalans oranina sahip olan epilepsi ¢esitli alt gruplara
ayrilmaktadir (1). Bunlardan biri olan refleks epilepsileri, biitiin epilepsiler igerisinde
%6’lik bir yer kaplamaktadir (2). Spesifik bir dis uyarici tarafindan tetiklenen refleks
epilepsileri cesitli alt gruplar1 biinyesinde barindirir. Bunlardan birisi olan sicak su
epilepsisi (SSE), genellikle banyo sirasinda viicudun sicak su ile temasi sonucu ortaya

¢ikmaktadir.

SSE ilk olarak 1945 yilinda Yeni Zelanda’da tanimlanmistir. SSE ile ilgili yapilan
caligmalardan ¢ogu olgu sunumu olmakla beraber son yillarda SSE’nin genetik arka
planini1 da anlamay1 amaglayan ¢aligmalar kendini géstermeye baglamistir. Ratnapriya ve
ark. (2009) alt1 farkli SSE ailesinden olusan bir gruba baglanti analizi yontemi
uygulamiglardir. Bunun sonucunda, kromozom 10 21 bolgesinin hastalik ile iliskili
olabilecegini 6ne slirmiislerdir. Ayrica bu bolgede yer alan ve hastalik ile iliskili
olabilecek olan KCNMAI, VDAC2, SLC25416 ve SLC29A3 gibi aday genleri Sanger
dizileme ile incelemisler ancak herhangi bir patojenik varyant tespit edememislerdir.
Ayni y1l igerisinde ekip yeni bir ¢calisma yayinlayarak kromozom 4q24-28 bolgesinde de
SSE baglant1 bolgesi oldugunu gostermislerdir. Sirsi ve ark. (2017) tarafindan yapilan bir
caligmada 7 yasinda SSE fenotipi gosteren bir erkek cocuga epilepsi gen panel testi
uygulanmis ve SYN/ geninde nadir bir mutasyon tespit edilmistir. Karan ve ark. (2017),
bir ailenin {i¢ neslini de dahil ettikleri ¢alismalarinda tiim ekzom dizileme ve baglanti
analizleri sonucunda SLC1A41 geninde ii¢ farkli varyant tespit ettiler. Karan ve ark. 2018
yilinda yaymlamis olduklart diger bir caligmada ise baglanti analiz yaptiklart SSE
hastasinda, daha o©nce hastalikla iliskilendirilmemis kromozom 9’un p24.3-p23
lokusunun hastalik ile iligkili olacagin tespit etmislerdir. Tiiray ve Erdz (2021), 2
yasindaki Tiirk SSE hastasi birey ve saglikli aile bireyleri ile ger¢eklestirmis oldugu tiim
ekzom dizileme analizi ve kromozomal mikroarray analizi sonucunda POGZ geninde

patojenik, TBCE geninde belirsiz 6neme sahip birer varyant tespit edilip SSE ile



iligkilendirilmistir. Bu ¢alismalar haricinde, 2019 yilinda Epi25 konsorsiyumu tarafindan
17.606 bireyin tiim ekzom dizilemesi yapilarak epilepsideki en biiylik tim ekzom
dizileme caligmas1 gergeklestirilmistir. Bu konsorsiyuma Tiirkiye’den 203 adet 6rnek ile
katilim saglanmistir ancak varyasyon dagilimi diger Avrupa iilkelerinden farkli oldugu
icin analize dahil edilmemistir. Calismanin sonucunda, GABAerjik yolakta yogunluk

gosteren varyantlarin hastalik etyolojisinde etkili olacagi sonucuna ulasilmistir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda, Tiirkiye popiilasyonundan elde edilen 10 SSE’ye
sahip bireyin genom taramalar1 Epi25 konsorsiyumu tarafindan yeni nesil dizileme
yontemleri ile gerceklestirilmis olup elde edilen ham verilerin analizi ile hastalik ile
iligkili aday genlerin/varyantlarin  belirlenmesi, bdylece hastaligin  genetik
etyopatogenezinin  aydinlatilabilmesi i¢in  Onemli  bulgular elde edilmesi

amagclanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Epilepsi

2.1.1. Tarihce
Epilepsi, ilk olarak Akad medeniyetine ait 4000 yillik bir tablette “boynun sola
dondiigl, ellerin ve ayaklarin kasildigi, gozlerin tam agik oldugu ve bilingsiz haldeyken

agizdan kopiik gelmesi” olarak hasta bir bireyin tasviri ile agiklanmaktadir (3).

MO 1700’lerde, Antik Misir déneminde yazilmis olan papiriislerde epilepsi
vakalarina rastlanmaktadir. Edwin Smith Papiriisii olarak adlandirilan yazili evrakta
toplamda 48 cesitli vaka sunulmaktadir. Bu vakalardan 5 tanesinde hastalar “asir
derecede titreyen” seklinde agiklanip epileptik konviilsiyonlara atif yapilmaktadir. Ayrica
bu vakalar kortikal yaralanmalarin neden oldugu ilk fokal ndbetler olarak bilinmektedir

4,5).

MO 10. yiizyilda, Babil déneminde yasayan Esagil-kin-apli isimli bir bilim insan1
tarafindan yazilmig Sakikku isimli teshis kilavuzunda epilepsinin tanimi yer almaktadir.
Ayrica bu kilavuzda bazi ndbet tipleri tanimlanip siniflandirma yapilmaktadir. Bunlarin
yan1 sira kilavuzda, diisme, nobet gibi bazi tanimlamalarin yapilmasi, bize antik
zamanlarda epilepsiye dair tant koyucu bilgilerin mevcut olduguna dair bilgiler

sunmaktadir (3,4).

Ayrica, Cin yazili kaynaklarinda da MO 770-221 yillarina dayanan epilepsiye dair
belgeler mevcuttur. “The Yellow Emperor’s Classic of Internal Medicine” isimli eski bir

Cin yazitinda jeneralize nobetlere ait bilgi bulunmaktadir (3).

MO 5. yiizyilda, Hipokrat, epilepsiye dair bircok tanimlamalar yaparak beynin bu
hastaligin temel nedeni olduguna dair tezini 6ne slirmektedir. Ayrica kalittmin da
hastalikta rol oynadigini belirtmektedir. Antik Yunanda, bu hastaligin kutsal bir hastalik
olduguna dair Onceki yillarda ortaya cikan fikirlere siddetle karsi ¢ikan Hipokrat,

hastaligin bilimsel yontemlerle tedavi edilmesine dair girisimlerde bulunmaktadir (3).

18. yiizyila kadar birgok bilim insaninin 6ne siirdiikleri ¢esitli savlarin ardindan,
Hipokrat’in tanimlamasi 18. ylizyil itibariyle glinlimiize kadar genel kabul gérmektedir.
18. yiizyildan itibaren Samuel Tissot, William Cullen, J.G.F. Maisonneuve, Robert
Bentley Todd, Hans Berger, William Gordon Lennox gibi bir¢ok hekim tarafindan

yazilan yaymlar ile epilepsi glindemde tutulmaktadir (3).



Gilinlimiizde, International League Against Epilepsy (ILAE) tarafindan en son
2014 yilinda yayinlanan yayn ile epilepsi “Epileptik ndbet gecirmeye kalict yatkinligin
bulundugu ve epileptik ndbetlerin nérobiyolojik, bilissel, psikolojik ve sosyal sonuglari
ile karakterize edilen bir beyin hastalig1” olarak tanimlanmistir (6). Ayrica, 2017 yilinda

yayinlanan yayinlar ile epilepsinin ve nobet tiplerinin siniflandirmasi yapilmistir (7,8).

2.1.2. Simiflandirma ve Nobet Tipleri

ILAE (International League Against Epilepsy) tarafindan ilk 1969 yilinda bir
makalede epilepsi ile ilgili siniflandirma semasi yaymlanmistir. Ardindan, yaymlanmis
olan bu makalenin 1981 yilinda nobetler i¢in (9), 1989 yilinda da epilepsi igin son
revizyonu literatliire kazandirilmistir (10). Bu makalelerde, nobet tipleri, ‘parsiyel
(fokal)’, ‘jeneralize’, ve ‘siniflandirilamayan’ epileptik ndbetler olarak ii¢ ana kategoride;
epilepsi ve sendromlari, ‘lokalizasyona bagl (fokal, lokal, parsiyel)’, ‘jeneralize’, ‘fokal
veya jeneralize olup olmadigi belirlenemeyen’ ve ‘6zel’ epilepsiler ve sendromlar

seklinde dort ana baslik altinda siniflandirilmistir.

Fisher ve ark. tarafindan ndbet tiplerinin siniflandirilmasina dair 2017 yilinda
yaymlanmig olan makalede, ILAE tarafindan 1981°de yayinlanmis makaleyi ve 2010
yilinda diizenlenmis ILAE raporlarini temel alarak hem terminolojik hem de yeni ndbet
tiplerini siniflandirma adina yenilikler sunulmaktadir. Fokal baslangi¢li, jeneralize
baslangicli ve baglangici bilinmeyen olarak 3 ana baslik altinda siniflandirilan nobet

tiplerinin detayli siniflandirma semas1 Sekil 2-1°de gosterilmistir (8).
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Sekil 2-1: Nobet tiplerinin detayh siniflandirilmasi.



2017 yilinda Scheffer ve ark. tarafindan yaymlanmis ve halen glincelligini
koruyan epilepsinin siniflandirilmasina ait makale, 2013 yilina ait uluslararasi epilepsi
topluluklarindan elde edilen geri bildirimleri igceren bir taslak belgeye temellendirilmistir.
Bu makalede epilepsi tipleri ‘fokal’, ‘jeneralize’, ‘kombine jeneralize ve fokal’ ve
bilinmeyen olarak dort ana baglik altinda toplanmistir. Scheffer ve ark. yaymlamis
olduklar1 makalede, elde edilecek klinik bulgularin degerlendirilmesi ile gozlemlenen
epilepsiyi simiflandiracak ve ayrica tam1 koymaya yardimci olacak bir is semast
sunmaktadirlar (Sekil 2-2). Bununla beraber, yayinlanan makalede epilepsi etyolojisine

dair de diizenlemeler mevcuttur (7).
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Sekil 2-2: Epilepsi tiplerinin siniflandirilmasina yardimei is semasi.

Jeneralize epilepsiler, beynin tamaminin etkilenmesi sonucunda ortaya ¢ikan
nobetlere (absans, miyoklonik, atonik, tonik, tonik-klonik) bagli epilepsilerin
siiflandirildig bir epilepsi tipidir. Fokal epilepsiler, beynin bir bolgesi ile sinirli kalarak
ortaya c¢ikan nobetler (focal aware seizures, focal impaired awareness seizures, focal
motor seizures, focal non-motor seizures, and focal to bilateral tonic-clonic seizures)
sonucu gozlemlenmektedir. Kombine jeneralize ve fokal epilepsiler, hem jeneralize
epilepsilerin hem de fokal epilepsilerin elektroensefalografi (EEG) bulgularinda goriilen
farkli dalgalarin ikisinin de goriildiigii Dravet sendromu ve Lennox-Gastaut sendromu

gibi hastaliklar1 i¢eren bir tiptir (7).



2.1.3. Sicak Su Epilepsisi

Sicak su epilepsisi, tiim epilepsiler igerisinde yaklasik %4-7 arasinda prevalansa
sahip refleks epilepsilerinden biridir (11). Refleks epilepsiler, dis uyaricilar tarafindan
tetiklenerek ortaya c¢ikan nobet tiplerini kapsamaktadir (2). Sicak su epilepsisi, sicak su
ile temasta (genellikle banyoda) nobet goriilmesi ile karakterizedir (12). Ancak, uyaranin
kisiden kisiye farklilik gostermesiyle beraber soguk su ile temaslarda veya yagmur

suyunun viicuda degmesiyle de nobetler tetiklenebilmektedir (11).

[lk sicak su epilepsisi vakas1 1945 yilinda Yeni Zelanda’da tespit edilmistir. Bu
vakay1 takiben Avustralya, Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Birlesik Krallik,
Japonya Hindistan ve Tiirkiye’den de olgu sunumlar1 yapilmistir (13). Su ana kadarki en
biliyiik calisma 279 vaka igeren Satishchandra ve ark. tarafindan Giiney Hindistan

bolgesinde yapilmustir (14).

Ulkemizde 1992 yilinda 10 hastalik bir grubun klinik ve EEG bulgularini igeren
ilk olgu sunumu gergeklestirilmistir (15). Ardindan, 2001 yilinda 21 vakaya dair klinik
ve EEG bulgularinin sunuldugu farkli bir calisma gerceklestirilmistir (16). Ulkemizdeki
en yiiksek olgulu vaka sunumunda, 31 erkek ve 19 kadin olmak {izere toplam 50 hastanin
15 yillik takibi yapilmistir ve sonucunda vakalarin dortte {i¢iiniin iyi prognoza geriye

kalanlarin kronik epilepsiye sahip oldugu belirtilmistir (17).

Sicak su epilepsisi ile ilgili ilk genetik ¢alisma 2009 yilinda gerceklestirilmistir.
Bu ¢alismada genom capinda baglant1 analizi yapilarak kromozom 10’un gq21.3-q22.3
bolgesinin hastalik ile iligkili olacagi one siiriilmiistiir (18). 2017 yilinda yapilan bir
calismada ise genom ¢apinda baglant1 analizi ve tiim ekzom dizileme yontemleri birlikte
kullanilmistir ve SLC1A41 geninde ii¢ nadir varyant tespit etmislerdir (19). 2021 yilinda
iilkemizde yapilan bir caligmada ise tlim ekzom dizileme analizi ve kromozomal
mikroarray analizi yapilmistir ve sonucunda POGZ ve TBCE genlerinde varyant tespit

edilmistir (20). Diger yapilan ¢aligmalar Tablo 2-1’de detaylariyla gosterilmistir. (18-26)

Tablo 2-1. SSE ile ilgili yapilan genetik calismalar ve cahismalardaki kohort, yontem ve

bulgu bilgileri.

Makale Kohort Yontem Bulgu
Ratnapriya R. ve ark, 2009 6 bagimsiz aile Genom gapinda baglant: analizi 10q21.3-q22.3 bolgesi hastalik ile iliskili tespit edilmis
Ratnapriya R. ve ark, 2009 @ 10 bireyi etkilenmis dort nesill bir aile Genom gapinda baglant: analizi 4q24-q28 bolgesi hastalik ile iliskili tespit edilmis
Sirsi D. ve ark, 2017 @ 1 hasta birey Gen panel testi SYNI geninde varyatn tespit edilmis
Karan K. ve ark, 2017 Bagimsiz 98 ailenin probandlar: Baglant analizi ve WES SLCIAI geninde iig nadir varyant tespit edilmis
Peron A. ve ark, 2018 *¥ Aym ailedeki 4 birey WES SYNI geninde bir varyant, etkilenmis iki bireyde ve bir tastyic bireyde tespit edilmis
Karan K. ve ark, 2018 @9 7 bireyi etkilenmis i nesilli bir aile Genom ¢apinda baglanti analizi 9p24.3-p23 bolgesi hastalik ile iliskili tespit edilmis
Accogli A. ve ark, 2021 2 10 farkl aileden toplamda 12 hasta birey  Sanger dizileme SYN! geninde sekiz patojenik varyant ve iki VUS varyant tespit edilmis
Tiiray S. ve ark, 2021 @) 5 hasta birey WES ve kromozomal mikroarray analizi  POGZ ve TBCE genlerinde birer varyant tespit edilmis

Krygier M. ve ark, 2022 ®° 5 yasmda bir birey WES CACNAIA geninde varyant tespit edilmis




2.1.4. Epi25 Cahismasi

Epi25 konsorsiyumu tarafindan, 37 arastirma merkezinden 200’den fazla
arastirmacinin  katilimiyla, yaklasik 18.000 hasta Orneginin ekzom dizilemesi
gerceklestirilerek epilepside genis 6lgekli tiim ekzom dizileme ¢aligmasi yapilmistir. Bu
genis kapsamli ¢aligmada, nadir genetik varyasyonlarin hastalik {izerindeki roliiniin
belirlenmesi ve ilgili genlerin hastaligin siddetiyle ilgisinin tespit edilmesi amaglanmistir.
Calismada, ornekler siddetli gelisimsel ve epileptik ensefalopatiler (DEE'ler), genetik
jeneralize epilepsi (GGE) ve edinsel olmayan fokal epilepsi (NAFE) olarak ii¢ fenotipik
grupta incelenmistir. Caligmanin sonucunda her {i¢ grupta GABA reseptor genlerinde
yanlis anlamli varyantlar gozlemlenmistir. Buna karsin, eksitator reseptér genlerinde
herhangi bir varyant kiimelenmesi gozlemlenmemistir. Ayrica, DEE’ler ve GGE
gruplarinin GABAerjik yolakta gérevli biiylik gen kiimelerinde 6nemli mutasyon birikimi
tespit edilmistir. GGE ve NAFE gruplarimin ekzom ¢apinda incelenmesi sonucunda
anlamlilik derecesini agan bir gen bulunmamasina karsin CACNA G, EEF1A42, GABRG2,
LGIl ve TRIM3 genlerinin hastalik ile iligkili olabilecegine deginilmistir (27).
Tiirkiye’den 203 adet 6rnek bu ¢alismaya dahil edilmistir ancak varyasyon dagilimindaki
farkliliklar nedeni ile Avrupali olmayan iilkeler (Amerika, Japonya, Kanada, Hong Kong,
Yeni Zelanda), Isveg, Finlandiya ve Kibris 6rnekleri ile beraber analiz dis1 tutulmustur

27).

2.2. DNA Dizileme

1953 yilinda, biyolojik bilimlerde yeni bir ¢ag baslatacak olan, James Watson,
Francis Crick, Maurice Wilkins ve Rosalind Franklin onciiliigiinde bir kesif gerceklesti.
Artik, DNA’nin yapist bilinmektedir ve Crick’in de ifade ettigi gibi yasamin gizemi
kesfedilmistir. Bu kesfin ardindan birgok yaklasim ve yoOntem {retilmistir. En
onemlilerden biri de DNA zincirlerini okumamizi saglayan, Frederick Sanger ve ark.
tarafindan gelistirilen Sanger dizileme yontemidir (28).

1977 yilinda temelleri atilan ve 1986 yilinda Smith ve ark. tarafindan otomatize
hele getirilerek gelistirilen bu yontem birinci-jenerasyon dizileme yOntemi olarak ifade
edilmektedir (29). Sanger dizilemenin ¢aligma prensibinin temelinde, DNA’nin yapisinda
bulunan deoksiriboz sekerinin farkli formunun kullanilmasi yer alir. Deoksiriboz sekeri,
ticlincii karbonunda bulunan hidroksil grubu sayesinde baska bir niikleotiddeki fosfat

atomuna baglanarak DNA zincirinin uzamasini saglar. Sanger dizilemede, yapisinda



licincii  karbondaki oksijen atomu uzaklastirilmis dideoksiriboz sekeri bulunan
dideoksintikleotit-trifosfatlar (ddNTP) kullanilarak DNA zincirinin uzamasinin oniine
gecilmesi amaglanmis. Deney tasariminda dizilenecek 6rnek, 4 ayr tiip igerisinde, normal
PCR materyallerine ek her bir tiip bir ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP veya ddGTP) tipini
icerecek sekilde, ¢ogaltilmaktadir. Boylece, PCR sonucunda rastgele uzunluklarda
olusacak DNA f{irlinleri yan yana jel elektroforezinde ytiriitiilerek uzunluklarma gore
siralanacaktir. Okuma islemi, jelde en alttan baslanarak bantlar hangi ddNTP iceren tiip
hizasindaysa 1ilgili dizi o olacak sekilde not edilerek DNA dizileme islemi
gerceklestirilmis olacaktir (Sekil 2-3a) (28). Smith ve ark. gelistirdigi yontemle, dort baz
tipi i¢in farkli dalga boylarinda i1sima veren dort farkli florofor bagli ddNTPler
kullanilmaktadir. PCR isleminin ardindan, poliakrilamid jel kolonundan ¢ogaltilan 6rnek
yuriitiilerek lazer sayesinde gergek zamanli olarak okuma islemi gerceklestirilip
bilgisayarlar tarafindan kaydedilmektedir (Sekil 2-3b) (30). Sanger dizilemenin hem
yiiksek maliyeti hem de yiiksek zaman ihtiyac1 bu teknolojinin gelistirilmesi gerektigini

gozler O6niine sermekteydi.
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Sekil 2-3: Sanger dizilemenin prensibi. a) 1977 yilinda Sanger ve ark. tarafindan

yapilan dizileme metodu. b) 1986 yilinda Smith ve ark. tarafindan gelistirilen
yontem.

2005’11 yillarda Shendure ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma ile yeni nesil dizileme

yonteminin temeli olusturulmustur. Yapilan c¢alismada bakteriyal genom milyonlarca

parcalar halinde es zamanli olarak dizilenmistir (31). Sanger dizilemeye gore diisiik
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maliyetli olmasi, ¢ok daha kisa siirede genom Olgekli dizlemenin gerceklestirilmesi
nedeniyle bu yontem ticarilesmis ve kullanimi yayginlagsmaya baslamistir (32).

Yeni nesil dizileme yontemlerinde, kisa-okuma dizilemesi olarak adlandirilan
ikinci nesil dizileme ve uzun-okuma dizilemesi olarak adlandirilan ii¢iincii nesil dizileme
yontemleri olarak iki teknoloji bulunmaktadir. Uzun-okuma ydntemi, minimum 10
kilobaz olacak sekilde megabazlara ¢ikan okuma araligina sahiptir. Boylece genomik
DNA’da tekrarli bolgelerin okunmasini saglamistir (33). Ancak, kisa-okuma yontemi,
kisa diziler halinde okumasina ragmen daha uygun maliyette olmasi, dogruluguna dair
olan giiven ve cesitli analiz araglarinin bulunmasi agisindan giinlimiizde daha avantajl
durumdadir (34). Her iki yaklasimda da 6rneklerin hazirlanmasi, DNA dizilemesi ve veri
analizi olarak ii¢ ana islem vardir.

Kisa-okuma teknolojisinin 6rnek hazirlanmasi isleminde ilk olarak, DNA belirli
boyutlar halinde parcalara ayristirilir. Ardindan, DNA parcalarinin her iki ucuna adaptor
bolgelerinin ligasyonu ve olusturulan DNA pargalarinin kat1 yiizeye baglanmasi saglanir.
Son olarak, amplifikasyon islemi gerceklestirilir. Uzun-okuma teknolojisinde, dizileme
islemi orijinal DNA molekiilii izerinden siirdiiriildiigli i¢in amplifikasyon islemine gerek
duyulmamaktadir (35).

DNA dizileme asamasinda, her ticari marka kendi gelistirmis oldugu farkli dizileme
yontemlerini kullanmaktadir. En yaygin kullanima sahip olan Illumina sistemi, kisa-
okuma dizlemesinde yaklasik 200 baz c¢ifti sablon DNA dizisi olan yaklasik 450 baz
ciftlik bir sablon DNA/adaptér kompleksinin dizilenmesini saglamaktadir (Sekil 2-4a).
DNA parcalari, kendilerine sonradan eklenen adaptoér bolgeler sayesinde iizerinde
milyonlarca adaptoér bolgenin komplementer dizisi bulunan kat1 ylizeye tutturulur.
Ardindan koprii amplifikasyonu adi verilen yontemle sablon DNA ¢ogaltilmaya baglanir
(Sekil 2-4b). Cogaltma asamasinda Illumina tarafindan tasarlanan 6zel niikleotitler
kullanilir. Bu niikleotideler, kendilerinin 3 bolgesindeki blok grubun ve floresan grubun
uzaklastirilmasina olanak saglamaktadir. Boylece her bir dongiide, lizerinde binlerce
DNA pargast bulunan kati yiizeye sirasiyla, niikleotid eklenmesi, eklenen niikleotidin
bilgisayara kaydedilmesi ve yikama yaparak floresan grubun ve blok molekiiliin
uzaklastirilmasi agamalar1 yapilarak dizileme islemi gergeklestirilir (Sekil 2-4¢). Boylece

siral1 bir sekilde ¢oklu paralel dizileme yapilir (35-37).
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Sekil 2-4: Illumina sisteminin kisa-okuma dizileme prensibi. a) [llumina sisteminin
kiitliphane hazirlama siireci. b) Koprii amplifikasyonu ile kiimeler olusturma.
¢) Tersinir boya sonlandirici kullanarak dizileme siireci. Figiir, PMID numarasi
23560931 olan makaleden Tiirkgelestirilmistir.

Veri analizi isleminde, elde edilen ham verinin yorumlanabilir ve analiz edilebilir
hale getirilmesi saglanmaktadir. Bu islem, cesitli boru hatti (pipeline) metotlar
kullanilarak gergeklestirilebilir. Boru hattinda kullanilacak olan yardimer programlar
kullanim amacina gore degistirilebilmektedir. Ancak, veri analizini gergeklestirmek igin
takip edilmesi gereken belli basli islemler mevcuttur. Bunlari sirasiyla, “kalite kontrolii”,
“Oon isleme”, “hizalama”, ‘“hizalama sonrasi islemler”, “varyant cagirma”, “varyant
aciklama” ve “varyant dnceliklendirme” basliklari altinda degerlendirebiliriz (Sekil 2-5)
(38).
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Sekil 2-5: Tiim ekzom verisinin analiz siireci. Figiir, PMID numarasi 19997069 olan
makaleden Tiirkgelestirilmistir.

Kalite kontrolii isleminde, ham okumalar1 iceren FASTQ formatindaki dosya
FastQC, PRINSEQ ve QC3 gibi cesitli yardimc1 programlar ile islenerek dizileme
isleminin kalite ol¢limii gerceklestirilir. Kalite kontroliinii gecen veriler 6n isleme tabi
tutulur. Bu asamada Cutadapt, Trimmomatic, PRINSEQ gibi yardimci programlar ile
gereksiz okumalar veya primerler ve adaptorler gibi istenmeyen dizilerin temizlenmesi
islemi saglanir. Ardindan, okunan dizilerin referans genoma hizalama islemi yapilir. Bu

asamada Burrows-Wheeler Doniisiimii teknigi veya Smith-Waterman algoritmas1 gibi
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yontemleri kullanan BWA, Bowtie2, Novoalign, GMAP gibi farkli yardimci programlar
ile hizalama islemi gerceklestirilir. Bu asamada, ilgili niikleotid ve o niikleotidin baz
kalite skorunu metin halinde iceren FASTQ dosyasi farkli verileri de i¢inde barindiran
BAM (binary alignment map) dosyasina doniisiir. Hizalama sonrasi islemlerde, varyant
cagirma isleminin kalitesini etkileyebilecek kirlilikleri en aza indirebilmek i¢in ii¢
asamali bir prosediir uygulanir. ilk asamada tekrarlanan okumalar1 kaldirmak igin Picard,
SAMtools veya DupRecover gibi yardime1 programlar kullanilir. Ikinci asamada, GTKA-
InDelRealigner veya SRMA yardimci programi kullanilarak insersiyon-delesyon (/nDel)
mutasyonlarin yeniden hizalanmasi saglanir. Son olarak, GATK-BaseRecalibrator veya
ReQON yardimci programu ile baz kalite skorlarinin yeniden kalibrasyonu yapilir. Kalibre
edilmis skorlarla tekrar hizalama yapilir. Sonrasinda, cesitli yardimci programlarla
(GATK, SAMtools, Freebayes, Atlas2, SomaticSniper, vb.) varyant ¢agirma islemi
gerceklestirilir. VCF dosyasi igerisine kaydedilen c¢agirilmig varyantlar, ANNOVAR,
SnpEff ve SeattleSeq gibi yardimci programlar ile anlamlandirilir. Bu anlamlandirma
sirecinde 1000G, CADD, ClinVar ve COSMID gibi ¢esitli veri tabanlar
kullanilabilmektedir. Anlamlandirma asamasinda, bir¢ok veri taban1 Ensembl Variant
Effect Predictor (VEP) araci sayesinde tek bir merkez iizerinden kolayca
kullanilabilmektedir (39). Anlamlandirilan varyantlar TAB format: ile kaydedilir. Son
olarak elde edilen bu dosya iizerinde ¢esitli filtrelemeler ve oOnceliklendirmeler ile
patojenik varyant adaylar elde edilir. Bu varyantlarin, klinik veri ve literatiir bilgisi ile
degerlendirilerek hastalikla iligkili olup olmadiklar1 tespit edilir (38).

Tek niikleotid polimorfizmi (SNP), popiilasyonda en az %1 ’lik bir frekansa sahip
tek baz degisikliginin gézlemlendigi lokuslarin genel adlandirilmasidir (40). SNP array
yontemiyle tiim genom boyunca SNP taramas1 yapilabilmektedir. Bu baglamda, ¢esitli
markalarin uyguladig1 farkli yaklagimlar bulunmaktadir. Yaygin kullanima sahip
olanlardan birisi, Illumina platformunun gelistirmis oldugu yontemdir. Bu yontemin
temel prensibi, onceden tanimli SNP bdlgesi ve bitisigindeki 50 bazlik dizinin
komplementer olarak bagli oldugu boncuklarin belirli lokasyonlara yerlestirilmesiyle
olusturulan ¢ipe dnce orneklerin baglanmasi saglanir. Ardindan, ¢ift renkli (ddATP ve
ddUTP kirmizi, ddCTP ve ddGTP yesil olarak) antikor boyamasi islemi gergeklestirilir.
Boyama sonrasi ¢ipin goriintiisii elde edilir. Gorlintiide kirmizi veya yesil okunan bolgeler
homozigot (AA veya BB), aynm1 boncuktan iki renk sinyalinin de alinmasi sonucu sar1

olarak okunan bdlgeler heterozigot (AB) olarak tespit edilir (41). Verinin analizi i¢in,



14

[Nlumina’nin gelistirmis oldugu GenomeStudio veya ¢esitli analizler icin farkl
programlar kullanilmaktadir. Bu uygulamalarda genel olarak bakilan B alel frekansi
(BAF, B-allele frequency) ve Log R Kesiri (LRR, Log R Ratio) degeri verinin analizi i¢in
kritik 6neme sahiptir. LRR degeri, tek bir SNP i¢in her iki allelde 6l¢iilen toplam sinyalin
normalize edilmis halidir. BAF degeri, allelerin yogun oranlarinin normalize edilmis

halidir (42).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Calisma Kapsaminda Incelenen Bireyler

Calismaya, Istanbul Universitesi (IU) Néroloji Anabilim Dali tarafindan klinik
bulgular1 incelenip Sicak Su Epilepsisi teshisi koyulan ve akraba iligkisi bulunmayan 10
bagimsiz birey dahil edilmistir. Hasta bireylerin &rnekleri, ilk olarak U istanbul Tip
Fakiiltesi (ITF) Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 23.05.2016 tarih ve 2016/606
dosya numarasi ile alinmis ve 08.05.2019 tarihinde giincellenmis ‘Epilepsinin Genetik
Temellerinin Arastirilmasi: NIH destekli EPI25 Calismas1’ baglikli ¢alisma kapsaminda
alinan etik kurul onay1 dogrultusunda toplanmstir. Bu tez kapsaminda, 1U-ITF Klinik
Arastirmalar Etik Kurulundan alinmig 2021/1639 numaral etik kurul onay1 ve Helsinki

Deklarasyonu prensipleri dogrultusunda ¢alisma gergeklestirilmistir.

Calismada kullanilan hasta verileri Epi25 konsorsiyumu tarafindan elde edilmistir
ancak konsorsiyum tarafindan gergeklestirilen calismaya belirli filtrelemelerden 6tiirii bu

veriler dahil edilmemistir (27).

3.1.2. Calismada Kullamilan Cihazlar

Calisma boyunca kullanilan cihazlar Tablo 3-1’de listelenmistir.

Tablo 3-1: Calismada kullanilan cihazlar ve kullanmim amaglar.

Cihaz Ad1 Kullanim

DNA omesnm K . S lotmi. ot
Spektrofotometre/Nanodrop ND-1000 Oriegiin - konsantrasyon okumu &

kullaniimstir.
Vorteks Ornek karistirmak icin kullanimustr.
Masaiistii Santrifiij Ornek c¢oktiirme islemi icin kullandmistir.
. PCR ksiyonl lestirmek  ici
BioRad MyCycler e retallr .51y0 armi  gergelestirme icin

PCR’da cogaltilan DNA 6rnegi baz uzunluguna
gore sralamak i¢in kullaniimistir.

Elektroforezde  yuriitiilen  6rnegin  gorsel
incelemesini saglamak i¢cin kullamlmugtir.

Elektroforez aparatlari (BioRad)

Bilgisayarh jel goriintiileme sistemi

Hasta numunelerinin ve diger kit ekipmanlarmm
muhafazasi igin kullanilmuigtir,

In-silico islemleri  gerceklestirmek  i¢in
kullanilmigtir.

-20°C derin dondurucu

[s Istasyonu
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3.1.3. Calismada Kullanilan Kitler

Calisma kapsamida kullanilan kitler Tablo 3-2’de listelenmistir.

Tablo 3-2: Calismada kullanilan Kitler ve iiretici firmalari.

Kit Adi Uretici Firma
highQu 2X ALLin™ Red Taq Mastermix Attogene
100 bp DNA ladder (The FastGene®) Nippon Genetics

3.1.4. Cahisma Kapsaminda Hizmet Alinan Firmalar
Calisma siiresince ihtiyag duyulmasi dahilinde hizmet alimi1 gerceklestirilen

firmalar Tablo 3-3’de gosterilmistir.

Tablo 3-3: Hizmet alim gerceklestirilen firmalar.

Firma Almman Hizmet
Macrogen Inc. Sanger Dizileme
Sentromer Primer Sentezi

3.1.5. Calismada Kullanilan internet Siteleri ve Veri Tabanlari
Calisma boyunca kullanilmis olan interaktif internet siteleri ve veri tabanlari

Tablo 3-4’de listelenmistir.

Tablo 3-4: Calismada kullanilan internet siteleri.
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Genomik Dizi Veritabanlan

Ensembl veritabant http//www.ensembl.org/

NCBI veritabant http://www.ncbinlm.nih. gov/genome/

UCSC veritabam http://genome.ucsc.edu/

Fenotip Veritabanlan

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

Online Mendelian Inheritance in Man http://www .ncbi.nlm.nih. gov/Omim/

DECIPHER https//www.deciphergenomics.org/

DisGeNET https//www.disgenet.org/

Diger

Mutalyzer https//mutalyzer.nl/

Ensembl/BioMart http//www.ensembl.org/biomart/martview

dbSNP http//www .ncbi.nlm.nih. gov/SNP/

dbVar http//www .ncbi.nlm.nih.gov/dbvar/
Oligonucleotides Properties Calculator http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
Primer3Plus https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi
UCSC/ In-Silico PCR https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr
UCSC/BLAT https://genome.ucsc.edw/cgi-bin/hgBlat
IDT/OligoAnalyzer https://eu.idtdna.com/calc/analyzer

Sequence Manipulation Suite (SMS): PCR Primer

Stats

ThermoFisher Multiple Primer Analyzer

ConsensusPathDB

STRING Protein- Protein Interaction Networks

Epi25 Browser
InterVar
VarSome

https://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html

https//www.thermofisher.com/tr/en/home/brands/thermo-
scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-
center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-
web-tools/multiple-primer-analyzer.html
http://cpdb.molgen.mpg.de

http://string-db.org

https://epi25.broadinstitute.org

https://wintervar.wglab.org

https:/varsome.com

Ensembl/Variant Effect Predictor (VEP) aracinda kullanilan veritabanlan

1000 Genomes Project
gnomAD

Polymorphism Pheotyping (PolyPhen-2)

SIFT
splice Al

http//www.1000genomes.org/
https://gnomad.broadinstitute.org
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http:/sift.jevi.org/
https://github.com/Illumina/Splice Al

3.1.6. Calismada Kullanilan Analiz Programlari

Calismada, in-silico analiz siirecinde kullanilmis olan programlar Tablo 3-5’de

gosterilmistir.

Tablo 3-5: In-silico analiz programlari
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Program Kullamim

FastQC Ekzom dizileme verisinin kalite kontroliinii saglamak i¢in kullanilmustir.
CRAM uzantih dosyalar iizerinde ¢esitli islemler yapmak i¢in kullanitmigtir.

Samtools (CRAM uzantili dosyalar1 BAM uzantili dosyalara doniistiirmek, kapsam

derinligini (Depth of coverage) hesaplamak, vb.)

Beftools Bam uzantih dosyalardan varyant ¢agrima islemini ger¢eklestirmek icin

kullamilmustir.
GV Tespit edilen varyantlarm tiim ekzom verisi iizerinde gorsel olarak
incelemek i¢in kullanimgtir.
Python 3.10 Analize yardimc1 olacak programlar yazmak i¢in kullanilmustir.
. Sanger dizilemesi gerceklestirilen Ornegin sonuglarmi goérsel olarak
LCM kbench
CLC Mam Workbench ;  ctevebitmek ipin kullanibrustr.

GenomeStudio 2.0 SNP array verisinin analizi igin kullanimugtir.
cnvPartition v3-2-0 GenomeStudio eklentisi olan bu program CNV analizi i¢in kullamlmigtir.

3.2. Yontem

3.2.1. Primer Dizaym

In-silico veri analizi sonrasi tespit edilen varyant adaylarinin ikincil bir kontroli
saglanmas1 amaciyla Sanger dizileme iglemi gerceklestirilmektedir. Bu siirec, ilk olarak
ilgili varyant aday1 bdlgenin 6zel tasarlanmis primerlerle ¢ogaltilma islemini gerektirir.
Primer tasarimi i¢in ilk olarak, Ensembl veri tabanindan, ilgili genin ilgili varyanti i¢eren
baz dizisi elde edildi. Elde edilen baz dizisi kullanilarak Primer3Plus websitesinde primer
tasarim iglemi gerceklestirildi. Primer adaylari ¢esitli kalite kontrolii islemine tabi tutuldu.
[k olarak UCSC’nin kullanima sunmus oldugu In-Silico PCR ve BLAT araglar1 ile primer
adaylarimin genomda hangi bolgelere baglanabilecegi, baglandiklari bdlgenin sadece
istedigimiz yer olup olmadigi kontrol edildi. Bu kontrolii gecen primer adaylarinin,
IDT’nin OligoAnalyzer aractyla GC miktarina, erime sicaklifina, self-dimer, hetero-
dimer ve hairpin yapist olusturup olusturmadigina bakildi. Bu asamayi1 da gegen primer
adaylari, son kontroller olarak hem ThermoFisher’in Multiple Primer Analyzer hem de
SMS’nin PCR Primer Stats araci kullanilarak, yapisal etkilesim yapip yapmadiklarina
tekrar bakildi. Biitiin asamalardan olumlu sonuglarla gecger primer adaylar1 kullanim igin

olur aldi (Tablo 3-6).

Tablo 3-6: Calismada kullanilan primerler.

Gen Adi Forward Primer (5’den 3’e) Reverse Primer (5°den 3’e) Uriin Boyutu (bp)
Vaka 6 SCN2A CTAAATATGAGGTTGCTGAG CCTAGAAGACATTTAGTGACAG 420
Vaka7 SCN9A CAATGATCAGGCATTAGTAATTTGA CCATAGATGTGGAAACTCAAGC 740

Vaka 8 SCN9A GTTAGAAGGCACGAAAGATAAGTCC CAATGCCAGAGCCAATTTCAATG 723
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3.2.2. Kademeli Sicaklik Diisiirmeli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (TD-PCR,
Touchdown PCR)

Tiim ekzom analizi sonrasi tespit edilen baz1 varyanlarin dogrulamasini yapmak
amaciyla Sanger dizilemeye gonderilmeden Once, varyanti igeren ilgili bolgenin
cogaltilmas1 saglanmak amaciyla hasta DNA’s1 kullanilarak Kademeli Sicaklik
Diisiirmeli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (TD-PCR) islemi ger¢eklestirildi. Bu yontem
kullanilarak primerlerin daha verimli ¢aligmasi saglandi. DNA &rneklerinin kalitesi ve
konsantrasyonu, NanoDrop ND-1000 (ThermoFisher) cihazinda A260/280 (uygun aralik
1,8 - 2,0) ve A260/230 (uygun aralik 2,0 ve 2,2) absorbanslar1 dlgiilerek degerlendirildi.
Her bir 6rnek i¢in 3 ayri reaksiyon grubu hazirlandi. Bunlar, standart PCR karigimi,
DMSO eklenmis, Betain (5M) ve DMSO eklenmis gruplardir. Standart PCR karigimu,
DNA o6rnegi (50 ng/uL), primerler (her biri 10 mM), highQu 2X ALLin™ Red Taq
Mastermix (Attogene) ve distile su (dH2O) icermektedir. PCR reaksiyonu kosullari,
baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’de 5 dakika; 22 dongii boyunca denatiirasyon 95°C’de 30
saniye, tavlama 65°C’de 30 saniye ve uzama 72°C’de 45 saniye; ardindan 20 dongii
boyunca denatiirasyon 95°C’de 30 saniye, tavlama 52°C’de 30 saniye ve uzama 72°C’de
45 saniye; sonlanma uzamasi 72°C’de 15 dakika ve 15°C’de 5 dakika olacak sekilde
BioRad MyCycler cihazinda TD-PCR islemi gerceklestirildi (Sekil 3-1). Ornekler -
20°C’lik dondurucuda muhafaza edildi.
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/

S

Master mix Master mix Master mix

Primerler Primerler Primerler
dH20 dH20 dH20
DNA DNA DNA

+DMSO +DMSO
+Betain

Denatiirasyon
(95°C'de 30 saniye)

Tavlama
(52°C'de 30 saniye)

Denatiirasyon
(95°C'de 30 saniye)

Tavlama
(65°C'de 30 saniye)

Sonlanma uzamasi
(72°C'de 15 dakika)
(15°C'de 5 dakika)

Baslangi¢ denatiirasyonu
(95°C'de 5 dakika)

Uzama Uzama
(72°C'de 45 saniye) (72°C'de 45 saniye)

Sekil 3-1: Kademeli Sicakhik Diisiirmeli Polimeraz Zincir Reakiyonu (TD-PCR)
gruplar ve kosullari.

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

TD-PCR’1n dogru calistigina ve istedigimiz bolgeyi ¢ogaltip cogaltamadigimiza
karar vermek icin Ornekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildi. %2’lik agaroz jel
igerisinde 25 dakika boyunca 120 Volt uygulanarak yiiriitme islemi gerceklestirildi. 100
bp DNA ladder (The FastGene®) kullanildi. Yiiriitme islemi sonrasi goriintiileme

cihaziyla goriintiileme islemi gercgeklestirildi.

3.2.4. Sanger Dizileme

TD-PCR’dan elde edilen 6rnekler ve ilgili primerler Sanger dizileme i¢in hizmet
alinan firmaya gonderildi. Dizileme sonrasi elde edilen sonuglart CLC Main Workbench

programinda incelendi.

3.2.5. Tiim Ekzom Dizileme Analizi

Caligma kapsaminda kullanilan 6rnekler, Epi25 konsorsiyumu tarafindan tiim
ekzom dizileme ve SNP array islemine tabii tutuldu. Orneklerin dizileme islemi 151bp’lik

cift yonlii okuma ydntemiyle Illumina HiSeq X platformunda Massachusetts Teknoloji
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Enstitiisii’'nde gerceklestirildi. Illumina Nextera Rapid Capture Exomes Kkiti ile ekzom
yakalama islemi gerceklestirildi. Islak laboratuvar sonrasi elde edilen ham veriler Picard
aracit kullanilarak GRCh38 insan referans genomuna hizalanarak BAM/CRAM
dosyalarina doniistiiriildii. Ardindan, elde ettigimiz CRAM dosyalar1 laboratuvarimizda
gelistirdigimiz is hattimizdan gegirilerek islendi. Ham veriler, bu igslenme siirecinde ¢esitli
filtrelemelere tabii tutuldu. Bu filtrelemeler neticesinde yanlis anlamli ve novel olan
varyantlar tespit edildi. Ayrica filtrelemeler sonrasinda elde edilen varyantlari igeren
genler kullanilarak fonksiyonel anotasyon analizi gerceklestirilmistir. Fonksiyonel
anotasyon islemi ConsensusPathDB internet sitesi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Burada, yolak temelli analizde KEGG ve Reactome veri tabanlarinda en az girmis
oldugumuz gen listesinden ikisini igeren ve p degeri 0,01°den kiiciik olan sonuglar secildi.
Gen ontoloji (GO) analizinde, GO seviyesi 2 olan biyolojik islem, molekiiler fonksiyon
ve hiicresel materyal kategorilerinde p degeri 0,01°den diisiik olan degerler secildi (Sekil
3-2).

Epi25 Konsorsiyumu tarafindan Uretilen
WES verisi
(.CRAM dosyasi)

GRCh38|
" Kendiis hattimizda \\\
( veri iglemesi ve )
. varyant gagirma /,//

Ensembl-VEP ile varyantlarin

anlamlandiriimasi ve on-
filtreleme
.VCF dosyasil)

GRCh38 (

+ Alel frekansi %1’den kiglk,

+ Biyotipi protein kodlayan,

+ OMIM’de epilepsi, HPO’da nobet
fenotipleri ile iligkili varyantlar secildi.

Varyantlarin filtrelenmesi
(.TSV dosyasi)

[+ Netice (Consequence) -
* DP 20 ve Uzeri,
* AD %30 ile 70% aralijinda —

GRCh38
" Fonksiyonel 7\*\\‘ :///Vi\llissense ve novei\%\\
[ ___ Anotasyon 7 “~___varyantlarin segimi 7

— olan varyantlar segildi.

inton, upstream,
downstream ve
sinonim neticeye
sahip varyantlar atildi.

Sekil 3-2: Tiim Ekzom Dizileme analizi akis semasi. OMIM: Online Mendelian
Inheritance in Man, HPO: Human Phenotype Ontology, DP: Kapsama
Derinligi, AD: Alel Derinligi.

3.2.6. CNV Analizi

Epi25 konsorsiyumu tarafindan 6rneklerin tiim ekzom verisine ek olarak SNP

array verisi de elde edildi. SNP array verisini elde edebilmek i¢in Illumina Infinium

Global Screening Array-24 kiti kullanildi.

Flde edilen ham veriler Illumina
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GenomeStudio programi ile gorsellestirilebilir ve analiz edilebilir hale getirildi.
GenomeStudio programinin bir eklentisi olan cnvPartition3.2.0 araci ile CNV (Kopya
Sayis1 Degisiklikleri, Copy Number Variation) bolgeleri tespit edildi. Ardindan,
Ensembl/BioMart aract kullanilarak CNV bolgelerindeki genler listelendi. CNV
bolgelerinde bulunan genler ile varyant dosyasindaki genler karsilastirildi (Sekil 3-3). Bu

siirece ek olarak, verilerin LRR ve BAF skorlar1 da incelendi.

Epi25 Konsorsiyumu tarafindan uretilen SNP
Array verisi
(.idat dosyasi)

GenomeStudio
programi kullanilarak
ham veri analizi

CNV bolgelerinin tespiti
(.txt dosyasi)

Oznitelikler
Kromozom adi Belirlenen CNV
Gen adi - bolgelerinde varolan

genlerin Ensembl-
BioMart kullanilarak
tespit edilmesi

\7_/

Genlerin filtrelenmesi
(.xIsx dosyasi)

Gene baglangig¢ pozisyonu
Gene bitis pozisyonu
Fenotip -

‘epileps’ or ‘seizure’ «
terimlerini iceren
fenotipler

|

CNV bolgelerindeki
genlerin WES
varyantlari listesi ile
kargilagtiriimasi

Sekil 3-3: CNV analizi akis semasi. WES: Tiim Ekzom Dizileme.
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3.2.7. Cinsiyet Tahmini
Calismada, Samtools araci kullanilarak WES verisinden X ve Y kromozomlarinin
coverage degerleri elde edilmistir. GenomeStudio programinin cinsiyet tahmin araci ile

SNP verisinden cinsiyet tahmini gerceklestirilmistir.

3.2.8. Varyantlarin Adlandirilmasi
Calismada, analizler ve adlandirmalar GRCh38 (hg38) insan referans genomu baz

aliarak gerceklestirilmigtir.

Secilen varyantlarin HGVS adlandirmalari Mutalyzer’da kontrol edilmistir.
Varyantlarin klinik degerlendirmesi, InterVar ve VarSome internet siteleri kullanilarak
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) standartlar1 ve kilavuzuna

gore yapilmstir.
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4. BULGULAR

Yapilan bu tez calismasinda, Istanbul Universitesi Noroloji Anabilim Dali
tarafindan Sicak Su Epilepsisi (SSE) teshisi koyulan 10 hasta bireye epi25 konsorsiyumu
tarafindan uygulanan tiim ekzom dizilemesi ve SNP array ciktilar1 kullanilmistir. Caligma
kapsaminda tiim ekzom dizileme ¢iktilarinin analizi sonucu novel varyantlar tespit
edilmistir. Ayrica, yine tiim ekzom dizileme verileri kullanilarak fonksiyonel anotasyon
analizi yapilmistir. SNP array verileri ile CNV analizi gergeklestirilmistir. CNV
analizinin ¢iktilar1 ile tiim ekzom dizileme analizinin ¢iktilar1 karsilastirilarak ilgili

bolgelerdeki varyantlar incelenmistir.

4.1. Tiim Ekzom Dizileme Analizi

4.1.1. Kalite Kontrolii Sonuclari

Epi25 konsorsiyumu tarafindan gerceklestirilen tiim ekzom dizileme isleminin
ciktilar1 FastQC araci ile incelenmistir. Sekil 4-1’de her bir hasta verisi i¢in elde edilen
baz basina dizileme kalitesi skorlar1 gosterilmistir. 7 hasta verisinde, 150 bp’lik okuma
isleminin son 15 bazlik okumasinda hata paymnin arttigin1 gérmekteyiz. Bu hastalarin
ortalama dizileme kalitelerine baktigimizda (phred skorlari) FastQC aracindan olur
aldigim1 géormekteyiz. Sekil 4-2’yi inceledigimizde, biitiin hasta verilerinin okuma basina

ortalama kalite skorunun 29 oldugunu gérmekteyiz.
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Sekil 4-1: Tiim Ekzom Dizileme ¢iktilarinin FastQC araciyla elde edilen baz basina
dizileme kalitesi sonuglari.
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Sekil 4-2: Tiim Ekzom Dizileme ¢iktilarinin FastQC araciyla elde edilen okuma
basina ortalama kalite skorlarinin sonuclari.

4.1.2. Filtreleme Sonuc¢lari
Sekil 3-2’de belirtildigi lizere, uygulanan cesitli filtrelemeler sonucunda 10
hastada toplam 93 novel varyant tespit edilmistir. Tablo 4-1’de varyantlarin dagilimlari

gosterilmistir. Bunlarin 12 tanesi yanlis anlamli neticeye sahip varyantlardir.

Yanlig anlamli varyantlarin sekiz tanesi SIFT veri tabanina gore tehlikeli olarak;
10 tanesi Polyphen veri tabanina gore tehlikeli olarak belirtilmistir. Her iki veri tababina

gore tehlikeli olarak igaretlenmeyen, Vaka 4’de KCNBI genindeki ve Vaka 5’de UBAS
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genindeki varyantlardir. Yanlis anlamli novel varyantlarin tamami ACMG
siiflandirmasina gére PM1, PM2 ve PP3 delillerine gore belirsiz 6neme sahip varyantlar
(VUS, variant of uncertain significance) olarak siniflandirilmaktadir (Tablo 4-2). Ayrica
tespit edilen varyantlara ait fenotip bilgileri ¢esitli veri tabanlar1 kullanilarak elde
edilmistir (Tablo 4-3).

Tablo 4-1: Filtrelemeler sonrasi neticelerine (consequences) gore varyantlarin
dagilim.

3 prime 5 prime splice region variant &
UTR UTR splice polypyrimidine tract
variant variant variant & intron variant

missense inframe
variant deletion

Vakal 1 2 - 2 5
Vaka 2 2 1 2 1
Vaka 3 - 1 2 1 3
Vaka 4 1 1 1 2 1
Vaka 5 3 2 - 2 5
Vaka 6 1 1 1 2 3
Vaka 7 1 1 3 2 3
Vaka 8 2 1 2 2 6
Vaka9 2 2 1 3
Vaka 10 1 3 3 2




Tablo 4-2: Filtrelemeler sonrasi elde edilen heterozigot novel varyantlar.
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hg38 Pozisyonu g::lbolﬁ (Tl\r::;':;‘)’t D ¢DNA Ekzon Protein Protein Domaini SIFT PolyPhen ‘;ﬁlﬁfmrmw ACMG Delilleri ;23:) 3:1 £ g PP VAF
Vakal 11-35292428-A-G SLCIA2  ENST00000278379.9 ¢.950T>C 7/11  p.Met317Thr - T PD VUS PMI,PM2, PP3 240 2948 77 62%
Vaka4  20-49373656-C-T KCNBI ~ ENSTO0000371741.6 c.1904G>A 22 p.Gly635Asp - TLC B vUS PMI,PM2,PP3 1610 7874 152 49%
Vaka5  3-132675649-G-T UBAS ENST00000356232.10 ¢.993G>T  10/12 p.Glu331Asp - T B vUS PMI,PM2, PP3 1494 19,15 34 44%
Vaka5 7-88145183-G-T ADAM22 ENST00000413139.2 ¢.1379G>T 16/32 p.Cys460Phe Disintegrin (444-531) D PD vUS PMI,PM2,PP3 274 22,13 35 37%
Vaka 5% 21-37072541-T-G PIGP ENST00000464265.5 c¢.47A>C  1/4  pHisl6Pro - TLC B VUS PMI,PM2,PP3 1808 4725 72 35%
Vaka 5** 21-37072541-T-G PIGP ENST00000360525.9  ¢.-22-4A>C - - - - - - 1808 3320 72 38%
Vaka 6  2-165307924-A-G SCN24A ~ ENSTO0000375437.7 c.463A>G 3727 p.Thrl55Ala I Repeat (111-456) T PD vUS PMI,PM2,PP3 32 2315 53 3%
Vaka7  2-166251846-C-A SCN94  ENST00000642356.2 ¢.3358G>T 1827 p.Aspl120Tyr Polar Residues (1117-1131) D PD vUS PMI,PM2,PP3 281 1222 38 65%
Vaka8  2-166311593-G-A SCN94  ENST00000642356.2 c.164C>T 227 p.Ala55Val  Disordered (26-55) T PD vUS PMI,PM2,PP3 234 7993 34 54%
Vaka8  7-103603341-C-T RELN ENSTO00000428762.6 ¢.32906G>A 24/65 p.Glyl099Asp - D PD vUS PMI,PM2,PP3 256 9791 172 48%
Vaka9  9-137008988-C-G ABCA2 ~ ENST00000341511.11 c.6893G>C 46/49 p.Arg2298Pro - D PsD vUS PMI,PM2,PP3 255 99,108 188 52%
Vaka9  19-13299231-T-C CACNAIA ENST00000360228.11 ¢.2402A>G 19/47 p.Gug01Gly - D PsD vUS PMI,PM2,PP3 248 4335 207 45%
Vaka 10 5-141576869-G-C DIAPHI  ENSTO00000389054.8 c¢.1283C>G 13/28 p.Pro428Arg GBD/FH3 (84-449) D PD vUS PMI,PM2,PP3 278 5243 78 45%

*#* [lgili varyant tablo igerisindeki tek intronik bélgede bulunan varyanttir.

SLCIA2 genine ait varyant ClinVar veri tabaninda belirsiz 6nem sahip olarak goriilmektedir. Ancak bu varyant VarSome iizerinden sisteme girilmis olmasma ragmen gonderen kisi

bilinmemektedir (not provided). Tim varyantlar, SpliceAl algoritmast ile taranmistir ve neticesinde herhangi bir anlamli sonug¢ bulunamamigtir. CADD Skoru 30’un altinda olan degerler

muhtemel zarars1z (likely benign), 30’un iistiindeki degerler muthemel zararh (likely deleterious) olarak yansitilmaktadir. PM1: Iyi huylu varyasyon haricinde, mutasyonel bir bolgede ve/veya

fonksiyonel bir bolgede (enzimin aktif bolgesi gibi) bulunan varyantlar. PM2: Exome Sequencing Project, 1000 Genomes veya ExAC’da kontrollerce yoksun (veya resesif durumda ¢ok diisiik

frekansa sahip) varyantlar. PP3: in silico analizlerde gen veya genin iiriinlerinde zararli bir etki oldugu hesaplanan varyantlar. VUS: variant of uncertain significance, D: Deleterious, DLC:

Deleterious Low Confidence, T: Tolerated, TLC: Tolerated Low Confidence, PD: Probably Damaging, PsD: Possibly Damaging, B: Benign. AD: Allelic Depths. DP: Read Depth. VAF:

Variant Allele Frequency (Varyantin okuma degerinin toplam okuma degerine boliinmesi ile elde edilmistir. Yiizde halinde ifade edilmistir).



29

Tablo 4-3. WES analizi sonucu tespit edilen genlerin ¢esitli veri tabanlarindan ¢ekilen fenotip bilgileri.

Gen Sembolii OMIM Morbid

Gene2Phenotype (G2P)

DisGeNET

SLCI1A2
KCNBI
UBAS5
ADAM?22
PIGP

SCN24

SCN94

RELN

ABCA2

CACNAIA

DIAPHI1

600300 Developmental and epileptic encephalopathy 41 (Autosomal dominant)
600397 Developmental and epileptic encephalopathy 26 (Autosomal dominant)
610552 Developmental and epileptic encephalopathy 44 (Autosomal recessive)
603709 Developmental and epileptic encephalopathy 61 (Autosomal recessive)
605938 Developmental and epileptic encephalopathy 55 (Autosomal recessive)
Developmental and epileptic encephalopathy 11 (Autosomal dominant),
182390 Episodic ataxia, type 9 (Autosomal dominant),
Seizures, benign familial infantile, 3 (Autosomal dominant)
Erythermalgia, primary (Autosomal dominant)

603415 . .
Paroxysmal extreme pain disorder (Autosomal dominant)

Epilepsy, familial temporal lobe, 7 (Autosomal dominant)

600514 Lissencephaly 2 (Norman-Roberts type) (Autosomal recessive)

600047 Intellectual developmental disorder with poor growth and with or without
seizures or ataxia (Autosomal recessive)

Developmental and epileptic encephalopathy 42 (Autosomal dominant)
Episodic ataxia, type 2 (Autosomal dominant)

Migraine, Familial Hemiplegic, 1; FHM1 (Autosomal dominant)
Spinocerebellar ataxia 6 (Autosomal dominant)

Deafness, autosomal dominant 1, with or without thrombocytopenia
(Autosomal dominant)

Seizures, cortical blindness, microcephaly syndrome (Autosomal
recessive)

601011

602121

Monoallelic - Altered gene product structure: Epileptic Encephalopathy

Monoallelic - Altered gene product structure: Epileptic Encephalopathy, Early Infantile 26

Biallelic - Absent gene product: Severe Infantile-Onset Encephalopathy

Monoallelic - Altered gene product structure: Infantile Epileptic Encephalopathy,

Monoallelic - Absent gene product: Nonspecific Severe ID

Monoallelic - Altered gene product structure: Erythromelalgia, Primary

Biallelic - Absent gene product: Lissencephaly 2

Monoallelic - Altered gene product structure: Epileptic Encephalopathy

EPILEPTIC ENCEPHALOPATHY, EARLY INFANTILE, 41
EPILEPTIC ENCEPHALOPATHY, EARLY INFANTILE, 26
EPILEPTIC ENCEPHALOPATHY, EARLY INFANTILE, 44
EPILEPTIC ENCEPHALOPATHY, EARLY INFANTILE, 61
EPILEPTIC ENCEPHALOPATHY, EARLY INFANTILE, 55

EPILEPTIC ENCEPHALOPATHY, EARLY INFANTILE, 11
SEIZURES, BENIGN FAMILIAL INFANTILE, 3

Primary Erythermalgia

Indifference to Pain, Congenital, Autosomal Recessive

Epilepsy

Schizophrenia

LISSENCEPHALY SYNDROME, NORMAN-ROBERTS TYPE
EPILEPSY, FAMILIAL TEMPORAL LOBE, 7

Alzheimer's Disease

Childhood Acute Lymphoblastic Leukemia

Episodic ataxia type 2 (disorder)
EPILEPTIC ENCEPHALOPATHY, EARLY INFANTILE, 42

SEIZURES, CORTICAL BLINDNESS, AND MICROCEPHALY
SYNDROME
DEAFNESS, AUTOSOMAL DOMINANT 1 (disorder)
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Sekil 4-3’de, Vaka 1’in tim ekzom analizinde SLC/A42 geninde tespit edilen
varyantin [IVG gorlintiisii yer almaktadir. Ayrica, seklin sol alt bolgesinde Ensembl veri
tabanindan elde edilen, varyantin bulundugu bolgede daha dnce tespit edilen ayni veya
farkli bir varyantin olup olmadigma dair inceleme sonucunun gorsel ¢iktisi
bulunmaktadir. Kirmizi kutu ile belirtilen bdlge tespit ettigimiz varyantin oldugu bolgeyi
gostermektedir. Bu bolgeye baktigimizda daha onceden tespit edilen herhangi bir
varyantin olmadigin1 gérmekteyiz. Ancak, varyanti ClinVar veri tabaninda kontrol
ettigimizde belirsiz 6neme sahip olarak goriilmektedir. ClinVar, varyant bilgisini
VarSome’dan ¢ekmistir ve Varsome iizerinden varyantin detaylarini inceledigimizde
varyantin tanimina ve gonderen kisiye ait bir bilgiye ulasilamamistir (not provided).
Seklin sag alt bolgesinde, OMIM veri tabanindan elde edilen, ilgili genin iliskili oldugu
hastalik/hastaliklar ve kalitimi ile ilgili bilgi yer almaktadir. SLCIA2 geni, otozomal
dominant kalittm paterni seklinde gelisimsel ve epileptik ensefalopati ile

iligkilendirilmistir.

Sequence =6 6 ¢ ¢ T &K 1 G A& 1 ¢ A& ¢ T G 1 T A ¢ € A T G T &K _C A T ¢ ¢ ¢ € K G T T G ¢ ¢ 1

chr11:2.35292428A>C

Gene-Phenotype Relationships

2= Phenotype Phenotype
222 | Location Phenotype MIM number Inheritance mapping key

11p13 Developmental and epileptic encephalopathy 41 617105 AR

Sekil 4-3: Vaka 1’in ilgili varyantimin IVG goriintiisii, Ensembl’da varyant
durumu ve ilgili bulundugu OMIM sonucu. Varyant pozisyonu hg38’i
referans almaktadir.

Sekil 4-4’de, Vaka 4’iin tiim ekzom analizinde KCNBI geninde tespit edilen
varyantin IVG goriintiisii yer almaktadir. Ayrica, seklin sol alt bolgesinde Ensembl veri
tabanindan elde edilen, varyantin bulundugu bolgede daha 6nce tespit edilen ayn1 veya
farkli bir varyantin olup olmadigma dair inceleme sonucunun gorsel ¢iktisi
bulunmaktadir. Kirmiz1 kutu ile belirtilen bolgeye baktigimizda, varyant tespit ettigimiz

bolgede daha dnceden tespit edilen herhangi bir varyantin olmadigini gérmekteyiz. Seklin
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sag alt bolgesinde, OMIM veri tabanindan elde edilen, ilgili genin iliskili oldugu
hastalik/hastaliklar ve kalitimi ile ilgili bilgi yer almaktadir. KCNBI geni, otozomal
dominant kaliim paterni seklinde gelisimsel ve epileptik ensefalopati ile

iliskilendirilmistir.

ppppp

[T

== chr20:g.49373656C>T

Gene-Phenotype Relationships

100 Phenotype Phenotype
;*_ Location Phenotype MIM number Inheritance mapping key

20q13.13 D and epileptic ene thy 26 518056 AD

Sekil 4-5’de, Vaka 5’in tiim ekzom analizinde {li¢ farkli gende tespit edilen
varyantlar gosterilmistir. Sekil 4-5.A°da, UBAS5 geninde tespit edilen varyanta ait IGV
goriintiisii yer almaktadir. IGV goriintiisiiniin sol alt bolgesinde Ensembl veri tabanindan
elde edilen, varyantin bulundugu bdlgede daha dnce tespit edilen ayni veya farkli bir
varyantin olup olmadigina dair inceleme sonucunun gorsel ¢iktist bulunmaktadir. Kirmizi
kutu ile belirtilen bolgeye baktigimizda, varyant tespit ettigimiz bolgede daha dnceden
tespit edilen herhangi bir varyantin olmadigin1 goérmekteyiz. UBAS5 genine ait IGV
goriintilisliniin sag alt bolgesinde, OMIM veri tabanindan elde edilen, ilgili genin iliskili
oldugu hastalik/hastaliklar ve kalitimu ile ilgili bilgi yer almaktadir. UBAS5 geni, otozomal
resesif kalitim paterni seklinde serebrospinal ataksi ve gelisimsel ve epileptik ensefalopati
ile iliskilendirilmistir. Sekil 4-5.B’de, ADAM?2?2 geninde tespit edilen varyanta ait IGV
goriintilisli yer almaktadir. IGV goriintiisiiniin sol alt bolgesinde Ensembl veri tabanindan
elde edilen, varyantin bulundugu bdlgede daha dnce tespit edilen ayni veya farkli bir

varyantin olup olmadigina dair inceleme sonucunun gorsel ¢iktisi bulunmaktadir. Kirmizi
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kutu ile belirtilen bolgeye baktigimizda, varyant tespit ettigimiz bolgede daha dnceden
tespit edilen sadece COSMID veri tabanina islenen insersiyon bir varyantin oldugunu
gormekteyiz. ADAM?22 genine ait IGV goriintiisliniin sag alt bolgesinde, OMIM veri
tabanindan elde edilen, ilgili genin iliskili oldugu hastalik/hastaliklar ve kalitimi ile ilgili
bilgi yer almaktadir. ADAM?22 geni, otozomal resesif kalitim paterni seklinde gelisimsel
ve epileptik ensefalopati ile iligkilendirilmistir. Sekil 4-5.C’de, PIGP geninde tespit
edilen varyanta ait IGV goriintiisii yer almaktadir. IGV goriintiisiiniin sol alt bélgesinde
Ensembl veri tabanindan elde edilen, varyantin bulundugu boélgede daha 6nce tespit
edilen ayn1 veya farkli bir varyantin olup olmadigina dair inceleme sonucunun gorsel
ciktis1 bulunmaktadir. Kirmizi kutu ile belirtilen bolgeye baktigimizda, varyant tespit
ettigimiz bolgeyi etkileyen daha onceden tespit edilen iki farkli varyantin oldugu
gormekteyiz. Bunlar, rs769435671 ve rs775016265 kodlarin sahip indel varyantlardir.
PIGP genine ait IGV goriintiisiiniin sag alt bolgesinde, OMIM veri tabanindan elde
edilen, ilgili genin iligkili oldugu hastalik/hastaliklar ve kalitimi ile ilgili bilgi yer
almaktadir. PIGP geni, otozomal resesif kalitim paterni seklinde gelisimsel ve epileptik

ensefalopati ile iligkilendirilmistir.
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Developmental and epileptic encephalopathy 61 17933 AR 3
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E chr21:¢.37072541 T>G

"2 Location

219213

Gene-Phenotype Relationships

Phenotype
Developmental and epileptic encephalopathy 53

Phenotype
MIM number

617599

Phenotype
Inheritance  mapping key

AR

Sekil 4-5: Vaka 5’in ilgili varyantlarinin IVG goriintiisii, Ensembl’da varyant
durumu ve bulundugu genin OMIM sonucu. Varyant pozisyonu hg38’i
referans almaktadir.

Sekil 4-6’da, Vaka 6’nin tiim ekzom analizinde SCN24 geninde tespit edilen

varyantin [IVG gorlintiisii yer almaktadir. Ayrica, seklin sol alt bolgesinde Ensembl veri

tabanindan elde edilen, varyantin bulundugu bolgede daha 6nce tespit edilen ayn1 veya

farkli bir varyantin olup olmadigma dair inceleme sonucunun gorsel ¢iktisi

bulunmaktadir. Kirmiz1 kutu ile belirtilen bolgeye baktigimizda, varyant tespit ettigimiz

bolgede daha dnceden tespit edilen herhangi bir varyantin olmadigini gérmekteyiz. Seklin
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sag alt bolgesinde, OMIM veri tabanindan elde edilen, ilgili genin iligkili oldugu
hastalik/hastaliklar ve kalitimu ile ilgili bilgi yer almaktadir. SCN24 geni, otozomal
dominant kalitim paterni seklinde gelisimsel ve epileptik ensefalopati, epizodik ataksi ve

ailesel 1y1 huylu ¢ocukluk nobeti ile iligkilendirilmistir.

- chr2:2.165307924A>G

Gene-Phenotype Relationships

Phenotype Phenotype

c0 | Location Phenotype MIM number Inheritance mapping key

504 503 D and epileptic 1 3
= Episodic ataxia, type 9

Seizures, benign familial infantile, 3

Sekil 4-6: Vaka 6’nin ilgili varyantinin IVG goriintiisii, Ensembl’da varyant
durumu ve bulundugu genin OMIM sonucu. Varyant pozisyonu hg38’i
referans almaktadir.

Sekil 4-7°de, Vaka 7’nin tiim ekzom analizinde SCN94 geninde tespit edilen
varyantin IVG goriintiisii yer almaktadir. Ayrica, seklin sol alt bolgesinde Ensembl veri
tabanindan elde edilen, varyantin bulundugu bolgede daha 6nce tespit edilen ayn1 veya
farkli bir varyantin olup olmadigina dair inceleme sonucunun gorsel ciktis
bulunmaktadir. Kirmiz1 kutu ile belirtilen bolgeye baktigimizda, varyant tespit ettigimiz
bolgede daha 6nceden tespit edilen herhangi bir varyantin olmadigini gérmekteyiz. Seklin
sag alt bolgesinde, OMIM veri tabanindan elde edilen, ilgili genin iliskili oldugu
hastalik/hastaliklar ve kalitimi ile ilgili bilgi yer almaktadir. SCN94 geni, otozomal
dominant kalitim paterni seklinde primer eritromelalji, paroksismal asir1 agr1 bozuklugu
sendromu ve kiiciik lif noropatisi; otozomal resesif kalitim paterni seklinde konjenital

agr1 duyarsizligi ve herediter motor duyusal noropati ile iliskilendirilmistir.
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chr2:2.166251846C>A

Gene-Phenotype Relationships

Phenotype
Location Phenotype Inheritance mapping key

22| 2q243 Erythermalgia, primary

Small fiber neuropathy

Sekil 4-7: Vaka 7’nin ilgili varyantinin IVG goriintiisii, Ensembl’da varyant
durumu ve bulundugu genin OMIM sonucu. Varyant pozisyonu hg38’i
referans almaktadir.

Sekil 4-8’de, Vaka 8’in tiim ekzom analizinde iki farkli gende tespit edilen
varyantlar gosterilmistir. Sekil 4-8.A’da, SCN94 geninde tespit edilen varyanta ait IGV
goriintiisii yer almaktadir. IGV goriintiisiiniin sol alt bolgesinde Ensembl veri tabanindan
elde edilen, varyantin bulundugu bélgede daha once tespit edilen ayni veya farkli bir
varyantin olup olmadigina dair inceleme sonucunun gorsel ¢iktist bulunmaktadir. Kirmizi
kutu ile belirtilen bolgeye baktigimizda, varyant tespit ettigimiz bdlgede daha 6nceden
tespit edilen rs1222851635 (NM_001365536.1:¢.164C>A) kodlu tek nokta varyantini
gormekteyiz. Ancak, Epi25 Web Browser ile diger Epi25 verileri igerisinde bu varyanti
arattigimizda bir 6rnekte de ayn1 varyantin oldugunu gérmekteyiz. SCN94 genine ait IGV
goriintilisliniin sag alt bolgesinde, OMIM veri tabanindan elde edilen, ilgili genin iliskili
oldugu hastalik/hastaliklar ve kalitimi ile ilgili bilgi yer almaktadir. SCN94 geni,
otozomal dominant kalitim paterni seklinde primer eritromelalji, paroksismal asir1 agri
bozuklugu sendromu ve kiigiik lif ndropatisi; otozomal resesif kalitim paterni seklinde
konjenital agr1 duyarsizligi ve herediter motor duyusal noropati ile iligkilendirilmistir.
Sekil 4-8.B’de, RELN geninde tespit edilen varyanta ait IGV goriintiisii yer almaktadir.
IGV goriintiisiiniin sol alt bolgesinde Ensembl veri tabanindan elde edilen, varyantin
bulundugu bolgede daha dnce tespit edilen ayni veya farkli bir varyantin olup olmadigina
dair inceleme sonucunun gorsel ¢iktist bulunmaktadir. Kirmizi kutu ile belirtilen bolgeye
baktigimizda, varyant tespit ettigimiz bolgede daha dnceden tespit edilen rs1368934123
(NM_005045.4:¢.3296G>T) kodlu bir varyantin oldugunu gérmekteyiz. RELN genine ait
IGV goriintiisiiniin sag alt bolgesinde, OMIM veri tabanindan elde edilen, ilgili genin

iligkili oldugu hastalik/hastaliklar ve kalitimu ile ilgili bilgi yer almaktadir. RELN geni,
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otozomal resesif kalitim paterni seklinde Roberts sendromu; otozomal dominant kalitim

paterni seklinde ailesel temporal lob epilepsisi ile iliskilendirilmistir.

A.

e chr2:¢.166311593 G>A

Gene-Phenotype Relationships

Phenotype
Location  Phenotype Inheritance  mapping key

29243 Erythermalgia, primary

TR T2

chr7:2.103603341 C>T

Gene-Phenotype Relationships

Phenotype

Lissencephaly 2 (Norman-Roberts type)
{Epilepsy, familial temporal lobe, 7}

Sekil 4-8: Vaka 8’in ilgili varyantlarinin IVG goriintiisii, Ensembl’da varyant
durumu ve bulundugu genin OMIM sonucu. Varyant pozisyonu hg38’i
referans almaktadir.

Sekil 4-9°da, Vaka 9’un tiim ekzom analizinde iki farkli gende tespit edilen
varyantlar gosterilmistir. Sekil 4-9.A°da, ABCA2 geninde tespit edilen varyanta ait IGV
goriintilisli yer almaktadir. IGV goriintiisiiniin sol alt bolgesinde Ensembl veri tabanindan
elde edilen, varyantin bulundugu bélgede daha once tespit edilen ayni veya farkli bir
varyantin olup olmadigina dair inceleme sonucunun gorsel ¢iktisi bulunmaktadir. Kirmizi
kutu ile belirtilen bolgeye baktigimizda, varyant tespit ettigimiz bolgede daha dnceden
tespit edilen rs374853474 (NM_001606.5:c.6893G>A ve NM 001606.5:c.6893G>C)
kodlu iki farkli tek nokta varyantin1 gérmekteyiz. NM_001606.5:¢.6893G>C varyanti

buldugumuz varyant ile eslesmektedir. Bizim tespit ettigimiz alternatif G aleli sadece
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NCBI ALFA veri tabaninda goziikmektedir, ancak varyantin NCBI ALFA veri
tabanindan ¢ekilen verisinde G alelinin goriilme sikligi ve miktar1 sifir olarak
gozilkmektedir. Bu hata ile ilgili Ensembl ile iletisime gegilmistir ve cevap olarak
problemin NCBI kaynakli oldugu bize iletilmistir. ABCA2 genine ait IGV goriintiisiiniin
sag alt bolgesinde, OMIM veri tabanindan elde edilen, ilgili genin iligkili oldugu
hastalik/hastaliklar ve kalitimu ile ilgili bilgi yer almaktadir. ABCA2 geni, otozomal
resesif kalitim paterni seklinde yetersiz biiylime ve ndbet veya ataksi olan veya olmayan
zihinsel gelisim bozukluk ile iliskilendirilmistir. Sekil 4-9.B’de, CACNAIA geninde
tespit edilen varyanta ait IGV goriintiisii yer almaktadir. IGV goriintiisiiniin sol alt
bolgesinde Ensembl veri tabanindan elde edilen, varyantin bulundugu bolgede daha 6nce
tespit edilen ayni1 veya farkli bir varyantin olup olmadigina dair inceleme sonucunun
gorsel ciktis1 bulunmaktadir. Kirmizi kutu ile belirtilen bolgeye baktigimizda, varyant
tespit ettigimiz bolgede daha Onceden tespit edilen herhangi bir varyantin olmadigini
gormekteyiz. CACNAIA genine ait IGV goriintlisiinlin sag alt bolgesinde, OMIM veri
tabanindan elde edilen, ilgili genin iliskili oldugu hastalik/hastaliklar ve kalitimi ile ilgili
bilgi yer almaktadir. CACNAIA geni, otozomal dominant kalitim paterni seklinde
gelisimsel ve epileptik ensefalopati, epizodik ataksi tip 2, ailesel hemiplejik migren,
ailesel hemiplejik migrene bagl progresif serebellar ataksi ve spinoserebellar ataksi ile

iligkilendirilmistir.
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chr9:2.137008988 C>C

Gene-Phenotype Relationships
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|

chr19:2.13299231 T>C

Gene-Phenotype Relationships

Sekil 4-9: Vaka 9’un ilgili varyantinin IVG goriintiisii, Ensembl’da varyant
durumu ve bulundugu genin OMIM sonucu. Varyant pozisyonu hg38’i
referans almaktadir.

Sekil 4-10°da, Vaka 10’un tiim ekzom analizinde DIAPH1 geninde tespit edilen
varyantin IVG goriintiisii yer almaktadir. Ayrica, seklin sol alt bolgesinde Ensembl veri
tabanindan elde edilen, varyantin bulundugu boélgede daha dnce tespit edilen ayni veya
farkli bir varyantin olup olmadigina dair inceleme sonucunun gorsel ciktis
bulunmaktadir. Kirmizi kutu ile belirtilen bolgeye baktigimizda, varyant tespit ettigimiz
bolgede bizim tespit ettigimiz varyanttan farkli olarak, Onceden tespit edilen
rs1339899658 (NM_005219.5:¢.1283C>A) kodlu tek nokta varyantin1 gormekteyiz.
Seklin sag alt bolgesinde, OMIM veri tabanindan elde edilen, ilgili genin iligkili oldugu



39

hastalik/hastaliklar ve kalitimi ile ilgili bilgi yer almaktadir. DIAPHI geni, otozomal
dominant kalitim paterni seklinde sagirlik trombositopeni ile veya degil; otozomal resesif
kalittm paterni seklinde ndbet, kortikal korliik, mikrosefali sendromu ile

iliskilendirilmistir.

a1bp

= | chr5:2.141576869G>C
—

Gene-Phenotype Relationships

Phenotype Phenotype
Location Phenotype MIM number Inheritance mapping key
Deafness, autosomal dominant 1, with or without thrombocytopenia 124500 AR 3
Seizures, cortical blindness, microcephaly syndrome 616632 AR 3

Sekil 4-10: Vaka 10’un ilgili varyantinin IVG goriintiisii, Ensembl’da varyant
durumu ve bulundugu genin OMIM sonucu. Varyant pozisyonu hg38’i
referans almaktadir.

Calismada, SCN94 geninde tespit edilen varyantlar (Vaka 7 ve Vaka 8) i¢in
Sanger dizileme islemi gergeklestirilmistir. Sanger dizileme sonuglarinda, IGV
sonuclariya ortiisen, tespit ettigimiz varyantlar ile eslesen sonuglar elde edilmistir (Sekil

4-11).

c.3358G>T
Vaka 7 |:?
Consensust 6 A 6 T G C G C CAGTT AT | CCCTTTGCCTGG
Coverage
o
E12233 SCN9A-33F1 6 A G T G C AGCACAGTT TGATAACCCTTTGCCTGES G
A . ‘r‘-‘I I.".‘ . AANANNN A NN
Trace data \ / /\ /\" \/\ f\ [\/ YAVAYA AVAVA
{ \ [\ \ v \ (Y f\ j-’ \ y V V ‘).‘ v V |\ [ V ¥ \
c184C>T
Vaka 8 b

Ret1272gaagaagecccaaagceccecaageagtgacttggaagetggeaaacagetgeccectteatetatgggyga

Consensus GAAGAAGCCCCAAAGCCAAGCAGTGACTTGGAAGCTGGCAAACAGCTGCCCTTCATCTATGGGGA
Coverage
o

E12-72_ SCNSA-T2FGAAGAAGCCCCAAA
A

Trace data
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Sekil 4-11: Vaka 7 ve Vaka 8’de tespit edilen SCN94 genindeki varyantlarin
Sanger dizileme sonuclar1 (hg38’e gore).
4.1.3. Tim Ekzom Dizileme Verisi ile Fonksiyonel Anotasyon Sonuclar:
Calismada, ekzom dizilme verisi kullanilarak her hasta i¢in fonksiyonel anotasyon
caligmas1 gergeklestirilmistir. Bu analiz esnasinda Tablo 4-4’deki gen listesi
kullanilmistir. Bu gen listesi, varyant analizi i¢in gerceklestirilen filtrelemenin

neticesinde elde edilen varyant listesinin diizenlenmesiyle olusturulmustur (Sekil 3-2).

Tablo 4-4: Fonksiyonel Anotasyon icin kullanilan gen listesi.

Vaka 1 Vaka 2 Vaka 3 Vaka 4 Vaka 5 Vaka 6 Vaka 7 Vaka 8 Vaka 9 Vaka 10

ADRA2B  ADRA2B ATNI ADAM22 ADAM?22 ATNI AP3B2 ATNI ABCA2 ADRA2B
ATNI DEPDC5 BRATI  ATNI ADRA2B BCKDK  ATNI CASK AP3B2 ATNI
DIAPHI NPRL3  DEPDC5 CNKSR2 AINI CACNAIH CNINAP2 CDKL5 CACNAIA CASK
GLS PACS2  DIAPHI CINND2 CNKSR2 CNKSR2 DIAPHI CNKSR2  CLN3 CNKSR2
GRIA4 POLG GLS GPAAl  DLLI DIAPHI  EXOC7 DIAPHI  EPM24 DIAPHI
GRIN2A  PPP3CA GPAAI  KCNBI  EXT2 GPAAI KCNQ2 GRM7 GABRB2  EXOC7
GRIN2B  RELN KCNQ2 KCNQ2 GLS KCNQ2 MARCHF6 KCNQ2 GPAAI FLNA
KCNQ2  RUBCN QARSI  PPP3CA GPAAlI  PPP3CA  NPRL3 NHLRC4 JRK GLS
KCNT1 SLCI345 TRAKI GRIN24 RELN P4HTM RELN KCNQ?2 KCNMAI
NTRK2 KCNQ2 SCNIB RELN RUBCN NPRL3 KCNQ2
PTPN23 PIGP SCN24 RHOBTB2 RYR3 P4HTM  PPP3CA
SLCI1A42 PLCBI  SLC3543 SCN94 SCN94 PHACTRI RELN
TBCID24 RELN SETDIB  SLC25422 RELN RYR3
TRAK1 SEC314 SLCI345  SZT2 SCNIB SETDIB

TRAKI SPATAS TRAKI SERGEF

UBAS5 TRAK1

Gergeklestirilen fonksiyonel anotasyon analizinde, yolak etkilesimine gore p
degeri en diisik ilk bes sonu¢ Tablo 4-5’de listelenmistir. En az iki vakada da

gozlemlenen sonuglar sunlardir:
e Glutamaterjik sinaps - Homo sapiens (insan),
e Noronal sistem,
e cGMP-PKG sinyal yolagi - Homo sapiens (insan),
e BRAF ve RAF birlesiminden olusan sinyal,
¢ Onkojenik MAPK sinyali,
e L1 ve Ankirin arasindaki etkilesim,
e Akson rehberligi,

e Sinir sistemi gelisimi,
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e LICAM etkilesimi.

Bu sonuglar inceledigimizde varyant gozlemledigimiz genlerin néronal sistem,

sinyal iletimi gibi yolaklarda gore aldiklar1 gormekteyiz.

Tablo 4-5: Yolak etkilesimlerine gore elde edilen anotasyon sonuclari.

Yolak isimleri Gen Seti # icerdigi Aday Gen # p-degeri g-degeri Yolak Kaynag
Glutamatergic synapse - Homo sapiens (human) 114 5(4.4%) 3.04E-08 1.37E-06 KEGG

= Neuronal System 391 6 (1.5%) 4.66E-07 8.07E-06 Reactome

% Unblocking of NMDA receptors, glutamate binding and activation 20 3 (15.0%) 6.16E-07 8.07E-06 Reactome

> Synaptic adhesion-like molecules 21 3(14.3%) 7.18E-07 8.07E-06 Reactome
Transmission across Chemical Synapses 249 5(2.0%) 1.50E-06 1.35E-05 Reactome

E mTOR signaling pathway - Homo sapiens (human) 155 2(1.3%) 0.00349 0.0123 KEGG

S ¢cGMP-PKG signaling pathway - Homo sapiens (human) 167 2(1.2%) 0.00409 0.0123  KEGG

E Metabolism of amino acids and derivatives 339 2 (0.6%) 0.0123  0.0403  Reactome

; Neuronal System 391 2(0.5%) 0.0161  0.0403  Reactome
Voltage gated Potassium channels 43 2(4.7%) 0.00036 0.00305 Reactome

< Signaling by BRAF and RAF fusions 61 2(3.3%) 0.00072  0.00305 Reactome

% Oncogenic MAPK signaling 69 2(2.9%) 0.00091  0.00305 Reactome

> Potassium Channels 103 2 (1.9%) 0.00202 0.00506 Reactome
Wat signaling pathway - Homo sapiens (human) 166 2 (1.2%) 0.00516  0.0103 ~ KEGG
Glutamatergic synapse - Homo sapiens (human) 114 3(2.6%) 0.00031 0.00777 KEGG

w» Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchor biosynthesis - Homo sapiens (human) 26 2(7.7%) 0.00043  0.00777 KEGG

% Spinocerebellar ataxia - Homo sapiens (human) 143 3(2.1%) 0.0006  0.00777 KEGG

> Neuronal System 391 4 (1.0%) 0.00097 0.0095 Reactome
Signaling by BRAF and RAF fusions 61 2 (3.3%) 0.00234 0.0129  Reactome
Interaction between L1 and Ankyrins 29 3(10.3%) 1.96E-06 2.75E-05 Reactome

e Axon guidance 356 5(1.4%) 8.63E-06 5.46E-05 Reactome

% Nervous system development 379 5(1.3%) 1.17E-05 5.46E-05 Reactome

> LICAM interactions 102 3(2.9%) 8.90E-05 0.00031 Reactome
Phase 0 - rapid depolarisation 22 2(9.1%) 0.00017  0.00044 Reactome

- Interaction between L1 and Ankyrins 29 2 (6.9%) 0.0004  0.00403 Reactome

s L1CAM interactions 102 2(2.0%) 0.00489 0.0161  Reactome

g Axon guidance 356 3(0.8%) 0.0054  0.0161  Reactome
Nervous system development 379 3 (0.8%) 0.00643 0.0161  Reactome
Interaction between L1 and Ankyrins 29 2 (6.9%) 0.00035 0.00553 Reactome

% Signaling by BRAF and RAF fusions 61 2(3.3%) 0.00153 0.0104 Reactome

% Oncogenic MAPK signaling 69 2 (2.9%) 0.00196 0.0104 Reactome

> LICAM interactions 102 2(2.0%) 0.00422 0.0118  Reactome
Axon guidance 356 3 (0.8%) 0.00433 0.0118  Reactome
Lysosome - Homo sapiens (human) 128 3(2.3%) 0.00018 0.00249 KEGG

& Interaction between L1 and Ankyrins 29 2 (6.9%) 0.00029 0.00249 Reactome

% Nicotine addiction - Homo sapiens (human) 40 2 (5.0%) 0.00056 0.00317 KEGG

> GABAergic synapse - Homo sapiens (human) 89 2(2.2%) 0.00274  0.00684 KEGG
Morphine addiction - Homo sapiens (human) 91 2 (2.2%) 0.00287 0.00684 KEGG
Neuronal System 391 4 (1.0%) 0.00056 0.00854 Reactome

2 ¢GMP-PKG signaling pathway - Homo sapiens (human) 167 3 (1.8%) 0.00062 0.00854 KEGG

% Focal adhesion - Homo sapiens (human) 201 3(1.5%) 0.00106 0.00854 KEGG

> Neurotransmitter release cycle 50 2 (4.0%) 0.0012  0.00854 Reactome
Sensory processing of sound by outer hair cells of the cochlea 50 2 (4.0%) 0.0012  0.00854 Reactome

Gergeklestirilen gen ontoloji anotasyonu analizinde p degeri en diisiik ilk bes
sonug¢ Tablo 4-6’de listelenmistir. Bu sonuglara gore, en az iki vakada da gozlemlenen

hiicresel materyal sonuglari;
e Hiicre projeksiyonu,
e Hiicre projeksiyonu kisimlari,
e Noron pargast,

e Glutamaterjik sinaps,



e Membran protein kompleksi,
e Tastyict kompleks,
biyolojik islem sonuglari;
e Hiicre-hiicre sinyal iletimi,
e yer belirlemenin tesis edilmesi,
e cok hiicreli organizmalarin strese tepkisi,

e sistemsel siireg, olarak tespit edilmistir.

Tablo 4-6: Gen Ontoloji anotasyon sonuclari.
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Gen Ontoloji Terimleri :ii:;ge(;?’ g:;::etl g:;dslg;::lday p-degeri q-degeri
GO:0042995 cell projection cC2 2278 10 (0.4%) 2.93E-07 9.08E-06
—  GO:0044463 cell projection part CcC2 1515 8 (0.5%) 2.52E-06 3.90E-05
% GO:0007267 cell-cell signaling BP 2 1646 8(0.5%) 4.75E-06 0.000134
# GO:0051234 establishment of localization BP 2 5250 12 (0.2%) 7.24E-06 0.000134
GO:0097458 neuron part CC2 1748 8 (0.5%) 7.44E-06 7.69E-05
GO:1990130 GATORI complex Ccc2 6 2(33.3%) 2.83E-06 5.66E-05
a0 GO:0035859 Sehl-associated complex CcC2 17 2 (11.8%) 2.56E-05 0.000256
% GO:0061919  process utilizing autophagic mechanism BP 2 542 4 (0.7%) 6.63E-05 0.00239
® GO:0033555 multicellular organismal response to stress BP 2 68 2 (2.9%) 0.00042  0.00763
GO:0065009 regulation of molecular function BP 2 3142 6 (0.2%) 0.00093 0.0111
en GO:0051235 maintenance of location BP2 314 2 (0.6%) 0.00678  0.196
% G0:0044446 intracellular organelle part cC2 10029 7(0.1%) 0.0413  0.452
> GO:0044281 small molecule metabolic process BP 2 2157 3 (0.1%) 0.049 0.402
GO:0097458 neuron part cC2 1748 7 (0.4%) 1.39E-06 3.76E-05
<+ GO:0098794 postsynapse cC2 606 5(0.8%) 3.22E-06 4.35E-05
% GO:0042995  cell projection cc2 2278 7(0.3%) 8.45E-06 7.60E-05
> GO:0044463 cell projection part CC2 1515 5(0.3%) 0.00027 0.0016
GO:0098978  glutamatergic synapse CC2 308 3 (1.0%) 0.00031 0.0016
GO:0099634 postsynaptic specialization membrane CcC2 109 3(2.8%) 9.00E-05 0.00167
. GO:0098978 glutamatergic synapse CC2 308 4 (1.3%) 9.53E-05 0.00167
-E GO:0003008 system process BP 2 2176 8 (0.4%) 0.00013  0.00381
> GO:0007267 cell-cell signaling BP 2 1646 7 (0.4%) 0.00017  0.00381
GO:0098796  membrane protein complex CC2 1336 6 (0.4%) 0.00045  0.00523
GO:0042995 cell projection cc2 2278 8 (0.4%) 1.08E-05 0.000292
e GO:0097458 neuron part CcC2 1748 7 (0.4%) 2.40E-05 0.000325
% GO:1990351  transporter complex cC2 338 4 (1.2%) 3.92E-05 0.000353
> GO:0044463 cell projection part CcC2 1515 6 (0.4%) 0.00013  0.00089
G0O:0035637 multicellular organismal signaling BP 2 201 3 (1.5%) 0.00022  0.00928
GO:0042995 cell projection cC2 2278 8 (0.4%) 0.0001  0.00244
=~ GO:0044463 cell projection part cC2 1515 6(0.4%) 0.00058 0.007
—E‘; GO:0033555  multicellular organismal response to stress  BP 2 68 2 (2.9%) 0.00122  0.0451
> GO:0097458 neuron part cC2 1748 6(0.3%) 0.00125 0.01
GO:1990351 transporter complex CC2 338 3(0.9%) 0.00201 0.012
GO:0042995  cell projection cc2 2278 9 (0.4%) 1.02E-05 0.000228
®© GO:0097458 neuron part CcC2 1748 8 (0.5%) 1.47E-05 0.000228
% GO:0033555 multicellular organismal response to stress  BP 2 68 3 (4.4%) 1.79E-05 0.000661
> GO:0044463 cell projection part cC2 1515 7 (0.5%) 6.12E-05 0.000633
GO:0051234 establishment of localization BP 2 5250 10 (0.2%) 0.00146 0.0188
GO:1990351 transporter complex CcC2 338 5(1.5%) 5.65E-06 0.000135
o GO:0097458 neuron part cC2 1748 8 (0.5%) 2.71E-05 0.000325
% GO:0098796 membrane protein complex cC2 1336 7 (0.5%) 4.58E-05 0.000366
> GO:0007267 cell-cell signaling BP 2 1646 7 (0.4%) 0.00017  0.00693
GO:0042995 cell projection CC2 2278 8 (0.4%) 0.00018 0.0011
GO0:0032940 secretion by cell BP 2 1334 7 (0.5%) 1.51E-05 0.000741
S GO:0044463 cell projection part CcC2 1515 7 (0.5%) 3.50E-05 0.0009
%’ GO:0003008 system process BP2 2176 8 (0.4%) 3.78E-05 0.000926
> GO:0042995 cell projection cC2 2278 8 (0.4%) 5.29E-05 0.0009
GO:0007267 cell-cell signaling BP 2 1646 7 (0.4%) 6.04E-05 0.000987
BP: Biyolojik islem-Biological process, CC: Hiicresel materyal-Cellular component, GO: Gen ontoloji.

4.2. CNV Analizi Sonuc¢lari

Epi25 Konsorsiyumu tarafindan SNP array verisi ¢ikartilan hasta grubumuzun

verileri GenomeStudio programi ile analiz edilmistir. SNP array verisine dair genel

bilgiler Tablo 4-7’da verilmistir. Verilerin ¢agr1 oranlari 0,994 ile 0,997 arasinda

degismektedir.
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Tablo 4-7: SNP array verisine dair genel bilgiler.

Cagr Oram (Call Genome Studio tarafindan

Rate) tahmin edilen cinsiyet
Vaka 1 0,9955705 Erkek
Vaka 2 0,995222 Erkek
Vaka 3 0,9961804 Erkek
Vaka 4 0,9954177 Kadmn
Vaka 5 0,9944078 Erkek
Vaka 6 0,9941721 Kadmn
Vaka 7 0,9963332 Erkek
Vaka 8 0,9950534 Kadmn
Vaka 9 0,9968432 Erkek
Vaka 10 0,9946906 Kadmn

GenomeStudio programinda cnvPartition aracini kullanarak kopya sayisi
degisikligi (CNV) olan bolgeler tespit edildi (Sekil 4-12). Burada tespit edilen bolgelerin
BAF (B Alel Frekansi) ve LOD (logarithm of the odds) degerleri incelendiginde gbze

carpan onemli bir degisiklik tespit edilememistir.
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Sekil 4-12: GenomeStudio’da analiz edilen SNP array verisindeki CNV alanlar.
Lejantta belirtilen degerler katlanma oranlarim gostermektedir.

chry 30—

Analizin devaminda, cnvPartition araci tarafindan tespit edilen CNV bolgeleri
Sekil 3-3’de belirtilen yontemle analiz edilmistir. X ve Y kromozomlarinin dahil

edilmedigi bu analizde herhangi bir anlamli varyant tespit edilememistir.
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4.3. SNP ve WES Verisi ile Cinsiyet Tahmini
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Sekil 4-13: A) Samtools araci kullanilarak elde edilen X ve Y kromozomlarinin coverage
degerlerine ait grafik. B) Normalize edilen coverage degerlerine ait grafik.

Samtool araci kullanilarak WES verisi lizerinden X ve Y kromozomlarina ait
coverage degerleri tespit edilmistir (Sekil 4-13). Bu degerlere bakilarak, Vaka 4, Vaka 6,
Vaka 8 ve Vaka 10’un cinsiyetinin Y kromozomunun coverage degerinin diger vakalara

gore diislik olmasindan 6tiirli kadin olarak tahmin edilmistir.

GenomeStudio programinin cinsiyet tahmin aracini kullanarak SNP verisi
iizerinden cinsiyet tahmini gergeklestirilmistir. Tahmin sonuglar1 Tablo 4-7°da

gosterilmistir.

Hem WES verisi hem de SNP verisi lizerinden tahmin edilen cinsiyetler hastanin
klinik verileri ile kiyaslanmistir (Tablo 4-8). Her iki veri seti lizerinden gercgeklestirilen

tahminler klinik veri ile eslesmistir.

Tablo 4-8: Cinsiyet tahminlerinin klinik verileri ile karsilastirilmasi.
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GenomeStudio Samtools Cinsiyet

Cinsiyet Tahmini Tahmini Klinik Sonug
Vakal Erkek Erkek Erkek
Vaka2 Erkek Erkek Erkek
Vaka 3 Erkek Erkek Erkek
Vaka4 Kadin Kadin Kadin
Vaka5 Erkek Erkek Erkek
Vaka 6 Kadin Kadin Kadin
Vaka7 Erkek Erkek Erkek
Vaka 8 Kadin Kadin Kadin
Vaka9 Erkek Erkek Erkek
Vaka 10 Kadin Kadin Kadin
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5. TARTISMA

Kompleks hastaliklar, etyopatogenezleri baglaminda cesitli faktorlere (genetik,
cevresel ve yasayis bigimi, vb.) bagl olarak ortaya ¢ikan ve gelisen hastaliklardir (43).
Bu hastaliklarin genetik arka planlarin1 aydinlatmak bu nedenlerden 6tiirii zor olmaktadir.
Biiyiikk kohortlarla ¢aligma yapabilme imkan1 arttikga kompleks hastaliklarin
olusumundaki nedenlerin karanlik kalan kisimlarini kesfetmeye yonelik calismalar da
artmaktadir. Bu tiir caligmalarin neticesinde, tespit edilen nadir varyantlarin kompleks
hastaliklarin  olusumundaki Onemi daha da belirginlesmektedir. 2021 yilinda
gerceklestirilen bir ¢alismada, nadir varyantlarin hem kompleks hastaliklarin
mekanizmasini anlamak i¢in hem de devaminda ilag tedavisi i¢in hedef ve hastaligin
belirlenebilmesi i¢in genetik belirte¢ olarak kullanabilme agisindan yiiksek 6neme sahip
oldugu belirtilmistir (44). 2022 yilindaki bir caligmada da hastaligin genetik nedenlerinin
varyantlarin siklig1 ile baglantili oldugu tespit edilmistir (45).

Sicak su epilepsisi (SSE), dis uyaricinin tetiklemesiyle ortaya ¢ikan ndbetler ile
iligkili ve biitiin epilepsiler icerisinde yaklasik %6’lik bir dilimde bulunan refleks
epilepsilerin bir alt tiirtidiir. Bu tiir epilepsiler beynin belirli bir bolgesi ile sinirh
kalmasindan &tiirii fokal epilepsiler olarak da anilmaktadirlar. SSE, hasta bireyin ndbet
gecirmesine sicak su ile temasin (genellikle yikanma esnasinda) neden oldugu nadir bir
epilepsi tlirtidiir. SSE, ilk olarak 1945 yilinda tespit edilmistir. SSE hakkinda ilk genetik
calisma 2009 yilinda baglanti analizi yapilmasiyla gerceklestirilmistir. Devaminda,
baglant1 analizi, tim ekzom dizileme ve kromozomal mikroarray yontemlerini igeren
kisith miktarda caligma gergeklestirilmistir. 2019 yilinda, 17.606 epilepsi hastasi ile
Epi25 konsorsiyumu tarafindan gerceklestirilen WES calismasi, giinlimiize kadar

yapilmis en kapsamli genetik ¢aligsmadir.

Bu tez ¢alismasinda, Epi25 konsorsiyumu tarafindan WES ve SNP array islemi
gerceklestirilen sicak su epilepsisi tanili 10 Tiirk bireyin ¢iktilari ile tiim ekzom dizileme
analizi gercgeklestirilerek hastaligin etyopatogenezini etkileyebilecek aday varyantlarin
tespit edilmesi amaclanmistir. Bu dogrultuda, ilk olarak ham WES verisini
laboratuvarimizda gelistirdigimiz is hattimizdan gegirip ardindan filtrelemeler yaparak
olas1 aday varyantlar belirlenmistir. Devaminda, filtreleme sonrasi elde edilen varyant
listesinde bulunan genler ile fonksiyonel anotasyon islemi gergeklestirilmistir. Son

olarak, SNP array verisi ile CNV analizi gerceklestirilip kopya sayis1 degisikligi olan
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bolgeler belirlenmistir. Varyant listesinde, CNV analizi sonrasi belirlenen bolgelerin

icerdigi genlere ait varyantlarin olup olmadig: karsilastirilmistir.

5.1. WES Analizi ile Tespit Edilen Varyantlar

Calismada kullanilan 10 hasta bireyin WES verilerinin kalite sonuglar1 FastQC
programi ile incelenmistir. Sekil 4-1°de baz basina dizileme kalite skorlarinin sonuglari
gosterilmistir. Bu sonuclart inceledigimizde, FastQC programi sadece {i¢ hasta bireyin
WES verisinin kalite skorunun iyi oldugunu gosterse de Sekil 4-2°deki okuma basina
ortalama kalite skorlar1 sonuglarina baktigimizda verilerin kullanilabilir oldugu

goriilmektedir.

Calismada, WES verisi incelenen 10 hasta bireyin sekizinde gnomAD, ensembl
ve Epi25 Browser veri tabanlarinda novel olan ve yanlis anlamli varyant 6zelligine sahip
12 varyant tespit edildi (Tablo 4-2). Varyantarin bulunduklar1 genlerin fenotipe etkileri
cesitli veri tabanlarinda incelenmistir (Tablo 4-3). Varyantlarin, SIFT ve PolyPhen gibi
tahmin araclariin kullanilmasiyla proteinin homolojisine ve fonksiyonuna olan etkisi

hesaplanmaktadir (46,47).

Vaka 1'de, SLCIA2  geninin  yedinci ekzonunda yer  alan
ENST00000278379.9:¢.950T>C degisikligi tek niikleotid varyantt olup protein
seviyesinde metiyonin amino asidinin treonin amino asidine ddniigmesine sebep
olmaktadir. Bu varyant, SIFT aracina gore tolere edilebilir bulunmaktadir. Ancak,
PolyPhen aracina gore ise muhtemel hasar verici olarak nitelendirilmektedir. SLC (Solute
Carrier) siiper ailesi membran tasiyici proteinlerin bir kismini olusturmaktadir. SLC142
geni bu siiper ailenin aile 1’in liye 2’sini kodlamaktadir (48). Bu gen, bir¢ok makalede
epilepsi ile ciddi sekilde iliskilendirilmistir. Epi4K konsorsiyumu tarafindan 2016 yilinda
yayinlanan bir makalede, epileptik ensefalopati ile iligkili 531 hasta bireyde yapilan tiim
ekzom dizileme neticesinde SLCI142 ve CACNAIA genlerinde tespit edilen de novo
varyantlarin hastaliga neden olabilecek patojenik varyantlar olduguna dair vurgu

yapilmaktadir (49).

Vaka  4’°de, KCNBI geninin ikinci ekzonunda  yer alan
ENSTO00000371741.6:¢.1904G>A degisikligi tek niikleotid varyanti olup protein
seviyesinde glisin amino asidinin aspartik asit amino asidine doniismesine sebep

olmaktadir. Bu varyant, SIFT aracina gore tolere edilebilir, PolyPhen aracina gore iyi
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huylu olarak nitelendirilmektedir. KCNBI, ndrotransmitter salinimi, epitel elektrolit
salinimi, diiz kas kasilmasi gibi islevleri yiiriiten voltaj kapili potasyum kanali proteinini
kodlar (50). Giiniimiize kadar gerceklestirilen birgok makalede, KCNB1 geninde tespit
edilen varyantlarin epilepsi ile ciddi sonuclara neden olacak derecede baglantili

olabilecegi belirtilmistir (51,52).

Vaka 5’de, li¢ ayr1 gende birer varyant tespit edilmistir. UBAS5 geninin onuncu
ekzonunda yer alan ENST00000356232.10:¢.993G>T degisikligi tek niikleotid varyanti
olup protein seviyesinde gliitamik asit amino asidinin aspartik asit amino asidine
doniismesine sebep olmaktadir. UBA5’de gozlenen varyant, SIFT aracina gore tolere
edilebilir ve PolyPhen aracina gore iyi huylu olarak isaretlenmistir. UBAS5, ubikuitin
aktive edici enzim ailesinin bir iiyesini kodlar ve boylece protein yikiminda énemli bir
rol oynar (53). UBAS5, 2016 yilinda Colin ve ark. tarafindan yayinlanan makalede gesitli
in vitro, in vivo ve klinik bulgulara atif yaparak bu gende gerceklesen varyantlarin
nobetlerle karakterize erken baslangicli ensefalopatilerle iliskili oldugu belirtilmistir (54).
Vaka 5’de tespit edilen diger varyant, ADAM?2?2 geninin on altinc1 ekzonunda yer alan
ENST00000265727.11:¢.1379G>T tek niikleotid varyanti olup protein seviyesinde
sistein amino asidinin fenilalanin amino asidine doniismesine sebep olmaktadir. Bu
varyant, SIFT aracina gore zararli ve PolyPhen aracina gére muhtemel hasar verici olarak
nitelendirilmistir. ADAM22, ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease) ailesinin bir
tiyesini kodlar ve kodlanan protein hiicre-hiicre, hiicre-matriks etkilesimlerinde, kas
gelisiminde ve nodrojenezde gorev almaktadir (55). ADAM?22 ve epilepsi iliskili
yaymlanan bircok makalede LGII-ADAM?22 kompleksine dikkat cekilmekte ve bu
komplekste gergeklesecek bir bozuklugun epilepsiye sebep olacagi belirtilmistir (56,57).
Vaka 5°de tespit edilen son varyant, PIGP geninin MANE transkriptine gore
(ENST00000360525.9) intronik bolgede bulunmaktadir. Ancak baska bir transkripti
inceledigimizde, ilgili varyant PIGP geninin birinci ekzonunda yer alan
ENST00000464265.5:¢.47A>C tek niikleotid varyant1 olup protein seviyesinde histidin
amino asidinin prolin amino asidine doniismesine sebep olmaktadir. Bu varyant, SIFT
aracina gore zararl, PolyPhen aracina gore iyi huylu olarak nitelendirilmistir. PIGP,
glikozilfosfatidilinositol biyosentezinde gorev alan enzimi kodlamaktadir (58). Bu gende
gerceklesen varyantlarin epilepsi ile iliskilendirildigi ¢esitli makaleler mevcuttur. Krenn
ve ark. yapmis oldugu calismada, PIGP geni ile gelisimsel epileptik ensefalopati arasinda

iliski kurduklari ikinci bagimsiz ailede tespit edilen homozigot ¢er¢eve kaymasi varyant
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sunulmustur. Klinik bulgularla desteklenen ¢alismada, PIGP geninin tek gen hastaliginda
gorev alan bir gen oldugu ve epilepsi ile iliskili tarama testlerinde bu genin yer almasi

gerektigi one siirtilmiistiir (59).

Vaka 6’da, SCN24  geninin  dordiincii  ekzonunda  yer  alan
ENST00000283256.10:c.463A>G degisikligi tek niikleotid varyanti olup protein
seviyesinde treonin amino asidinin alanin amino asidine donlismesine sebep olmaktadir.
SCN24, voltaj kapil1 sodyum kanal genin alt {initesini kodlar ve kodlanan kanal proteini
noronlarda ve kaslarda aksiyon potansiyelinin olugsmasinda ve yayilmasinda rol alir (60).
Bu varyant, SIFT aracina gore tolere edilebilir ve PolyPhen aracina gore muhtemel hasar
verici olarak nitelendirilmistir. 2022 yilinda yayinlanan bir makalede, bagimsiz 72
epilepsi hastasi ile yapilan tiim ekzom analizinde SCN2A4 geninde elli dordii yanhis
anlamli olmak iizere toplam elli dokuz varyant bulunmustur. Bulunan bu sonuglarin klinik
bulgularla kiyaslanmasi neticesinde de novo varyantlarin bir cogunun kétii prognoz ile

iliskili oldugu belirtilmistir (61).

Vaka 7’de, SCN94 geninin on sekizinci ekzonunda yer alan
ENST00000409672.5:¢.3358G>T degisikligi tek niikleotid varyant1 olup protein
seviyesinde aspartik asit amino asidinin tirozin amino asidine doniligmesine sebep
olmaktadir. Bu varyant, SIFT aracina gore hasar verici ve PolyPhen aracina gore
muhtemel hasar verici olarak nitelendirilmistir. Ayrica ayni gen lizerinde Vaka 8’de bir
varyant tespit edilmistir. Vaka 8’de, SCN94 geninin ikinci ekzonunda yer alan
ENST00000409672.5:¢c.164C>T degisikligi tek niikleotid varyanti olup protein
seviyesinde alanin amino asidinin valin amino asidine doniismesine sebep olmaktadir. Bu
varyant, SIFT aracia gore tolere edilebilir ve PolyPhen aracina gére muhtemel hasar
verici olarak nitelendirilmistir. Bu gen de SCN24’da oldugu gibi voltaj kapili sodyum
kanal genin farkli bir alt iinitesini kodlar. Ancak SCN9A4, agrinin hissedilmesi ile ilgili
yolakta gorev almaktadir (62). Bu gende tespit edilen varyantlar, klinik veya in vitro

calisma iceren bircok makalede epilepsi ile iliskilendirilmistir (63—65).

Vaka 8’deki diger varyant, RELN geninin yirmi dordiincii ekzonunda yer alan
ENST00000428762.6:¢.3296G>A degisikligi tek niikleotid varyanti olup protein
seviyesinde glisin amino asidinin aspartik asit amino asidine doniismesine sebep
olmaktadir. Bu varyant, SIFT aracina gore hasar verici ve PolyPhen aracina gore

muhtemel hasar verici olarak nitelendirilmistir. RELN, beyin gelisimi sirasinda hiicre-
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hiicre etkilesimini kontrol ederek néronal gocii saglayan, ekstraseliiler matrikste goérev
yapan reelin proteinini kodlar (66). RELN geninde ortaya ¢ikan varyantlar, genelde
yaygin bir fokal epilepsi tiirli olan otozomal dominant lateral temporal epilepsi ile

iliskilendirilmektedir (67,68).

Vaka 9’da, ABCA2 geninin kirk altinct ekzonunda yer alan
ENST00000341511.11:¢.6893G>C degisikligi tek niikleotid varyanti olup protein
seviyesinde arjinin amino asidinin prolin amino asidine doniismesine sebep olmaktadir.
Bu varyant, SIFT aracina gore hasar verici ve PolyPhen aracina gére muhtemel hasar
verici olarak nitelendirilmistir. ABCA2, ¢esitli molekiillerin hiicre i¢i ve hiicre disi
taginmasini saglayan membran iliskili transport protein olan ABC ailesinin bir iiyesini
kodlamaktadir (69). Arion ve ark. tarafindan 2006 yilinda temporal lob epilepsi
hastalarinin 6rnekleri ile gergeklestirilen transkriptomik ¢alismada ABCA2 geni farkli
eksprese olan genler arasinda tespit edilmistir (70). Vaka 9’da tespit edilen diger varyant,
CACNAIA geninin on dokuzuncu ekzonunda yer alan
ENST00000360228.11:¢.2402A>G degisikligi tek niikleotid varyanti olup protein
seviyesinde gliitamik asit amino asidinin glisin amino asidine ddniismesine sebep
olmaktadir. Bu varyant, SIFT aracina gore hasar verici ve PolyPhen aracina gore
muhtemel hasar verici olarak nitelendirilmistir. CACNA A, kas kasilmasi, hormon veya
ndrotransmitter salinimi gibi ¢esitli gorevlerde yer alan voltaj kapili kalsiyum kanal
proteinini kodlamaktadir (71). CACNAIA geninin epilepsi ile iliskilendirildigi bir ¢ok
caligma yayinlanmistir. Glincel ¢aligmalardan olan Li ve ark. tarafindan 2022 yilinda
yayinlanan makalede, trio-temelli tim ekzom dizileme yontemiyle 318 parsiyel epilepsi,
150 jeneralize epilepsi vakalar1 ve 296 saglikli birey ile gergeklestirilen calismada
iliskisiz on epilepsi vakasinda on iki varyant tespit edilmistir ve CACNAIA geninin
epilepsi ile iligkili oldugu vurgulanmistir (72). Krygier ve ark. tarafindan yapilan
calismada, 5 yasindaki bir SSE’li bireyde gerceklestirilen tiim ekzom dizileme
neticesinde CACNA 1A geninde patojenik bir varyant tespit edilmistir (26).

Vaka 10°da, DIAPHI geninin on lgiincii ekzonunda yer alan
ENST00000389054.8:¢.1283C>G degisikligi tek niikleotid varyanti olup protein
seviyesinde prolin amino asidinin arjinin amino asidine doniismesine sebep olmaktadir.
Bu varyant, SIFT aracina gore hasar verici ve PolyPhen aracina gore muhtemel hasar

verici olarak nitelendirilmistir. DIAPHI, hiicre morfolojisi ve hiicre iskeleti
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organizasyonunun diizenlenmesinde rol oynayan diaphanous iliskili formin proteinini
kodlar (73). Al-Maawali ve ark. tarafindan yayimnlanan makalede, DIAPHI geninde
gergeklesen fonksiyon kaybina sebep olacak varyantlar, erken baslangicli ndbetler ve

bircok norogelisimsel hastalik ile iligkilendirilmistir (73).

5.2. Fonksiyonel Anotasyon Analizi

Calismada, her vaka ig¢in tespit edilen varyantlarin sistematik halde neden
olacaklar1  sonuglar1  belirleyebilmek adina  fonksiyonel anotasyon analizi
gergeklestirilmistir. Analizde kullanilacak gen listeleri, tiim ekzom dizileme analizinde
filtrelemelerin ardindan elde edilen varyantlarin bulunduklar1 genler tespit edilerek
olusturulmustur (Sekil 3-2). Fonksiyonel anotasyonu gerceklestirmek i¢in Max Planck
Enstitiisii tarafindan gelistirilen ConsensusPathDB araci kullanilmistir. Bu arag,
piyasadaki diger foksiyonel anotasyon araclarina gore daha kapsamli bir aragtir (74).
ConsensusPathDB’nin yiiksek temsil analizi (over-representation analysis) 6zelligi
kullanarak belirlenen gen listelerinde hem yolak analizi hem de gen ontoloji anotasyon

islemi gergeklestirilmistir.

Yolak analizinde, p degeri en diisiik ilk bes sonu¢ Tablo 4-5’de gosterilmistir.
Elde edilen sonuclarda en az iki vakada bulunan yolaklar tespit edilmistir. Bu yolaklarin
bir cogu direkt olarak SSE ile iliskilendirilmese de epilepsi ve nobetler ile iligkilendirilen
calismalar mevcuttur. Glutamaterjik sinaps ile alakali, Alcoreza ve ark. 2021 yilinda
yapmis olduklar1 ¢calismada, sinaptik araliklara salinan asir1 glutamatin norotoksisiteye
neden olmamasi i¢in temizlenmesi gerektigine, bu temizleme islemini astrositlerin
gerceklestirdigine ve bdylece astrositik glutamat homeostazinda gerceklesecek herhangi
bir bozuklugun epilepsinin patolojisi ile iliskilendirilebilecegine deginilmistir (75).
cGMP-PKG sinyal yolagi, merkezi sinir sistemi iizerinde ndronal uyarilabilirligin
diizenlenmesi ve sinaptik iletim gibi bir ¢ok fonksiyonda rol almaktadir. 2021 yilinda
yaymlanan bir makalede, cGMP-PKG sinyal yolaginin aktivitesini diizenlemis oldugu
AI1R (adenozin 1 reseptorii)’nin aktivasyonunun (cGMP-PKG sinyal yolag: tarafindan
baskilanamamasi1 sonucunda artan aktivasyonun), uzun vadeli néromodiilator etkilere
sebep olacagi, bunun da nobet aktivitesini siddetli hale getirebilecegine deginilmistir (76).
Bu makaledeki bilgilerden yola ¢ikarak bu yolag: etkileyen genlerde fonksiyon kaybina
neden olacak bir varyantin aktivasyon baskilanmasini imkansiz kilacagi ve bunun

neticesinde nobet siddetinin artacagi ¢ikarimi yapilabilir. BRAF ve MAPK (RAF-MEK-
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ERK yolag1) yolag: etkilesimi gerceklesen sinyal iletiminde, hiicre proliferasyonu, hiicre
dongiisiinii durdurma, farklilasma ve apoptosis gibi hiicre acisindan hayati 6neme sahip
fonksiyonlar1 tetiklemektedir. Yapilan bir caligmada, bu yolakta gergeklesen fonksiyon
bozuklugu iyi huylu uzun siireli epilepsi ile iligkili timorlerin (Long-term epilepsy-
associated tumors-LEATs) niiksii ve malignitesinin ilerlemesi ile iligkili oldugu
belirtilmistir (77). L1 (veya LICAM) ve ankirin kompleksinin direkt epilepsi ile iligkisini
bildiren bir makele mevcut degil. Ancak, bu kompleks néron yapisinda bulunmaktadir
(78). Bu nedenle burada gerceklesecek herhangi bir fonksiyon kaybi ndrolojik bir

hastalig1 tetikleyebilme potansiyeline sahiptir.

Gen ontoloji anotasyon analizinde, p degeri en diisiik ilk bes sonug¢ Tablo 4-6’de
gosterilmistir. Hiicresel materyallere gore elde edilen bulgular igerisinde en az iki vakada
goriilen sonuglar igerisinde bulunan hiicre projeksiyonu (GO:0042995) ve hiicre
projeksiyonu kisimlari, kame1 (flagellum) veya akson gibi hiicre dallanmasinda rol alan
kisimlar ve dallanma siireci ile iligkilendirilmektedir. Diger sonuclara sirasiyla
baktigimizda; ndéron parcasi (GO:0097458), bir néronu olusturan herhangi bir parga
(2019 yilinda kullanilmayan terim olarak isaretlenmistir); glutamaterjik sinaps
(GO:0098978), norotransmiter olarak glutamat kullanan sinaps; membran protein
kompleksi (GO:0098796), membran ile iligkili herhangi bir protein kompleksi; tasiyici
kompleks (GO:1990351), molekiillerin hiicre igerisinde veya hiicre igerisinden hiicre
disarisina veya hiicreler arasinda taginimda rol alan protein kompleksleri olarak
tanimlamaktadir. Biyolojik islemlerin sonuglarini inceledigimizde; hiicre-hiicre sinyal
iletimi (GO:0007267), hiicreler aras1 ligand-reseptor igbirligi ile bilgi aktariminin
saglanmast; yer belirlemenin tesis edilmesi (GO:0051234), hareket, baglama veya segici
bozulma yoluyla herhangi bir maddenin veya hiicre bilegseninin konumlandirilmasi; ¢ok
hiicreli organizmalarin strese tepkisi (GO:0033555), cok hiicreli organizmanin hareket,
salgilama, enzim tiretimi, gen ekspresyonu gibi siireclerin stres altinda degismesine neden
olan siireg; sistemsel siire¢ (GO:0003008), organ sisteminde organ veya dokular
tarafindan gerceklestirilen ¢ok hiicreli organizma siireci olarak tanimlanmaktadir (79).
Hem hiicresel materyal hem de biyolojik islem sonuglarinda tespit edilen bulgularin
hiicresel stirecler, sinyal iletimi, madde tasmimi gibi basliklar ile ilintili olmasi ve
bunlarin norolojik siireclere temas etmesi, yapilan analizde kullanilan gen listesindeki

genlerin norolojik hastaliklarin patolojisinde rol alabilecekleri ¢ikarimini yaptirmaktadir.
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5.3. WES-CNYV Analizi Karsilastirmasi

Caligmada yaptigimiz bir diger analiz, Epi25 konsorsiyumu tarafindan
gergeklestirilen SNP array dizilemesi sonuglar ile gerceklestirilmistir. Elde edilen ham
veriler GenomeStudio programinda islenebilir hale getirilmistir. Devaminda,
GenomeStudio programu icerisindeki cnvPartition v3.2.0 aract ile kopya say1st degisikligi
(CNV) olan bolgeler tespit edilmistir (Sekil 4-12). CNV bolgelerinin igerdigi genler
Ensembl/BioMart araciyla belirlenmistir. Ardindan belirlenen bu genler fenotiplerine
gore filtrelenip WES analizinde tespit edilen varyantlarin bulunduklari genler ile
karsilastirilmistir (Sekil 3-3). Bu karsilastirma neticesinde herhangi bir varyant tespit
edilememistir. Ayrica B Allel Frekanst (BAF) ve Log R Kesri (LRR) degerleri de

incelendiginde anlamli bir delesyon yahut insersiyon belirlenememistir.

5.4. Sonug¢ ve Oneri

Calismada, WES verilerinin analiziyle, bagimsiz 10 hasta bireyden sekizinde en
az bir tane olmak {iizere toplam on iki novel varyant tespit edilmistir. Tespit edilen
varyantlarin tamaminin neticesi yanlig anlamli varyanttir. Ayrica varyantlarin gogu SIFT
ve PolyPhen'e gore zararli olarak isaretlenmistir. Tiim varyantlarin klinik yorumu,
ACMG kilavuzuna goére VUS olarak belirlenmistir. Bu sonuglara ek olarak, hem
varyantlarin bulunduklar1 genlerin 6zellikleri hem de gerceklestirilmis olan fonksiyonel
anotasyon analizinin sonuglar1 bakimindan kanal genlerinin ve ndronal sistemde gorevli
genlerin, ndrolojik hastaliklarlarin  patolojisi ile 1iligkisi literatiir bilgisiyle de
karsilastirilinca ¢ok fazla anlam kazanmaktadir. Calismada bahsedilen varyantlar ve
bulunduklar1 genler, SSE ile iliskili olabilecek aday varyantlar/genler olarak
sunulmaktadir. Ileride yapilacak ¢aligmalarla bu varyantlarin  fonksiyonel
karakterizasyon ¢alismalar1 gerceklestirilip SSE ile dogrudan iliskisi in vitro olarak
kontrol edilmelidir. Ayrica, ¢alismada sadece hasta bireylere ait veriler iizerinden
ilerlendigi i¢in varyantlarin de novo durumu hakkinda kesin bir bilgi bulunmamaktadir.
Bu nedenle, hastalarin aile bireylerinin de dahil oldugu genis kapsamli bir ¢aligma ile

varyantlarin de novo durumu teyit edilebilir.
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