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Doktora Tezi

Idiyopatik Jeneralize Epilepsi Tanis1 Alan Olgularin Yeni Nesil Dizileme Ydntemi ile
Genetik Etiyolojisinin Arastirilmasi

Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiist

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Epilepsi, en sik gozlenen kronik nérolojik hastaliklardan birisidir ve epileptik
nobetler olusturmak i¢in kalict yatkinlikla karakterize bir grup beyin hastaligidir.
Epilepsinin her bir ¢esidinin altta yatan beyin fonksiyon bozuklugunu yansitan ¢cok sayida
nedeni vardir. Idiyopatik epilepsiler iginde, idiyopatik jeneralize epilepsiler, iyi bilinen
ve yaygin olarak gozlenen bir gruptur. Genomik teknolojilerin uygulanmasi, epilepsinin
genetik temelinin kesfedilmesinde muazzam bir etkiye sahiptir ve epilepsinin tani ve

tedavisinde ¢ok 6nemli rol oynamasi beklenmektedir.

Calismamiza idiyopatik jeneralize epilepsi ile iligkili oldugu diistiniilen toplam 18
gen (CHRNA2, CHRNA4, CHRNB2, CLCN2, GABRAL, GABR2, GABRD, KCNQ?2,
KCNQ3, KCNT1, SCN1A, SCN1B, SCN2A, SCN9A, EFHC1, SLC2A1, SLC4A10,
TBC1D24) dahil edildi. Bu genlere 6zgl tasarlanan primerler ile olusturulan panel
kullanilarak yeni nesil dizi analizi (NGS) teknolojisiyle hastalarin genetik etiyolojisi

arastirildi.

Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi, Noroloji Anabilim
Dal1 Poliklinigi’nden idiyopatik jeneralize epilepsi tanisi ile Tibbi Genetik Anabilim Dali
Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezi’ne gonderilen 32 hasta calismaya dahil edildi.
Calismaya dahil edilen 32 hastadan JENGS-32 numarali hastanin nérolojik
muayenesinde, Marfan Sendromu siiphesi nedeniyle hastanin bu yonde klinik takibine

karar verildi.

Calismamiza dahil edilen 32 hastada ACMG-2015 kriterlerine gére, birinde olasi
patojenik (SCN1A geninde bir varyant) ve 8’inde Klinik énemi belirsiz (2 tane CLCN2



geninde varyasyon, 2 tane TBC1D24 varyasyonu ve GABBR2, SCN1B, SLC2AL,
SLC4A10 genlerinde birer varyasyon) olmak tizere 9 (%28) varyasyon saptandi.

Bir hastamizda SCN1A geninde heterozigot, ¢.560G>A, p.(Argl87GIn)
varyasyonu saptandi. Bu varyasyon ile iligkili yapmis oldugumuz in-siliko analizde
ACMG-2015 kriterlerine gore “Olas1 Patojenik” olarak degerlendirildi. Varyasyona ait
segregasyon analizi sonucunda, ilgili varyasyonun babadan (paternal) aktarilmis oldugu
saptandi. Hastanin klinik ve fenotipik bilgileri tekrar incelendiginde bu varyasyon
acisindan ileri fonksiyonel calismalar ile bulgumuzun desteklenmesi gerektigi sonucuna
varildi. iki hastamizda ise CLCN2 geninde ‘Klinik 6nemi bilinmeyen’ olarak
degerlendirilen ¢.2481T>G, p.(lle827Met) ve c.1603A>G, p.(Met535Val) varyasyonlari
saptandi. Her iki varyasyon igin de sirasiyla paternal ve maternal olmak Uzere ailesel
aktarim s6z konusuydu. Hastalar degerlendirme formlarina gore tekrar incelendiginde

ilgili varyasyonlarin patojenik etkisi olmadig: gorisune varildi.

Idiyopatik epilepsilerde ¢ogunlukla kompleks kalittm rol oynamaktadir.
Kompleks kalitimda genler ile gevresel faktorlerin etkilesimi goriilmektedir. Ayrica
idiyopatik epilepsinin alt gruplarini olusturan epilepsi sendromlarinin hepsinde genetik
heterojenite gorilmektedir. Calismamizin sonuglarina gore, idiyopatik jeneralize epilepsi
hastalarinin genetik etiyolojisini arastirmak amaciyla 6zglin tasarlanmis olan hedefe
yonelik coklu gen panelimizin, panelin gen igeriginin artirilarak ve 6rneklem sayisinin

cogaltilmast ile klinik tantya 6nemli katkilar saglayacagi ongoriisiindeyiz.

Yil : 2021
Sayfa Sayisi 117
Anahtar Kelimeler  : Epilepsi, Idiyopatik Jeneralize Epilepsi, Yeni Nesil Dizi Analizi,



Doctorate Thesis

The Investigation of the Genetic Etiology in Idiopathic Generalized Epileptic Disorders
by Next Generation Sequencing Technique

Trakya University Institute of Natural Sciences

Biotechnology and Genetics

ABSTRACT

Epilepsy is one of the most common chronic neurological diseases and is a group
of brain diseases characterized by a permanent predisposition to cause epileptic seizures.
Each type of epilepsy has multiple causes that reflect underlying brain dysfunction.
Among idiopathic epilepsies, idiopathic generalized epilepsies are a well-known and
widely observed group. The application of genomic technologies has a tremendous
impact in the discovery of the genetic basis of epilepsy and is expected to play a very

important role in the diagnosis and treatment of epilepsy.

A total of 18 genes thought to be related to idiopathic generalized epilepsy
(CHRNA2, CHRNA4, CHRNB2, CLCN2, GABRA1, GABR2, GABRD, KCNQ2, KCNQ3,
KCNT1, SCN1A, SCN1B, SCN2A, SCN9A, EFHC1B, SCN2A, SCN9A, EFHC4A1) were
included in our study. Genetic etiology of the patients was investigated with next
generation sequencing (NGS) technology using a panel created with primers designed
specifically for these genes. Thirty-two patients who were sent from Trakya University
Health Research and Application Center, Department of Neurology Clinic to the Medical
Genetics Department Genetic Diseases Diagnosis Center with the diagnosis of idiopathic
generalized epilepsy were included in the study. In the neurological examination of
patient numbered JENGS-32 among 32 patients included in the study, it was decided to

follow up the patient in this direction due to the suspicion of Marfan Syndrome.

In 32 patients included in our study, according to ACMG-2015 criteria, one was

likely pathogenic in one (a variant in the SCN1A) and the clinical significance was

Vi



uncertain in 8 (2 CLCN2 variation, 2 TBC1D24 variation and one variation in GABBR2,
SCN1B, SLC2A1, SLC4A10 genes) totally 9 (28%) variations were detected.

Heterozygous, ¢.560G>A,p.(Argl87GIn) variation was detected in the SCN1A
gene in one of our patients. In the in silico analysis we performed in relation to this
variation, it was evaluated as "Likely pathogenic" according to ACMG-2015 criteria. As
a result of the segregation analysis of the variation, it was found that the relevant variation
was inherited as paternal. When the clinical and phenotypic information of the patient
were re-examined, it was concluded that this variation should be supported by advanced
functional studies. In two of our patients, variations of ¢.2481T>G,p.(1le827Met) and
¢.1603A>G,p.(Met535Val), evaluated as "uncertain clinical significance", were detected
in the CLCN2 gene. For both variations, there was familial inheritance, paternal and
maternal, respectively. When the patients were re-examined according to the evaluation

forms, it was concluded that the relevant variations had no pathogenic effect.

Complex inheritance often plays a role in idiopathic epilepsies. Interactions
between genes and environmental factors are seen in complex inheritance. In addition,
genetic heterogeneity is observed in all epilepsy syndromes that constitute subgroups of
idiopathic epilepsy. According to the results of our study, we anticipate that our targeted
multi-gene panel, which was designed specifically to investigate the genetic etiology of
patients with idiopathic generalized epilepsy, will make significant contributions to
clinical diagnosis by increasing the gene content of the panel and increasing the sample

size.

Year : 2021

Number of Pages 117

Keywords . Epilepsy, Idiopathic Generalized Epilepsy, Next Generation
Sequencing
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BOLUM 1

GIRIS ve AMAC

Idiyopatik epilepsiler iginde, idiyopatik jeneralize epilepsiler (IJE), iyi bilinen ve
yaygin olarak gozlenen bir gruptur. IJE nobetleri, tipik absans nobetler (TA), miyoklonik
nébetler (MN) ve jeneralize tonik klonik ndbetlerdir (JTKN). IJE’lerde gozlenen
sendromlar, ¢ocukluk ¢agi absans epilepsisi (CCAE), juvenil absans epilepsy (JAE),
juvenil miyoklonik epilepsi (JME, Janz sendromu) ve sadece jeneralize tonik-klonik
nobetler (JTKN) ile seyreden IJE’lerdir.

1995 yilinda epilepsi ile iligkili ilk genin tanimlanmasindan bu yana, genomik
teknolojiler, epilepsinin genetik temelinin kesfedilmesinde muazzam bir etkiye sahiptir
ve ilerleyen sureclerde epilepsinin tanm ve tedavisinde ¢ok Onemli rol oynamasi

beklenmektedir.

Calismamizda IJE tanili 32 hastada, yeni nesil dizi analizi (NGS) yontemi ile
genetik etiyolojinin arastiritlmas1 amaglanmistir. Bu amagla literatiirde IJE ile iligkili veya
aday oldugu diistintilen, CHRNA2 (Cholinergic Receptor, Neuronal Nicotinic, Alpha
Polypeptide 2), CHRNA4 (Cholinergic Receptor, Neuronal Nicotinic, Alpha
Polypeptide), CHRNB2 (Cholinergic Receptor, Neuronal Nicotinic, Beta Polypeptide 2),
CLCNZ2 (Chloride Channel 2), GABRAL (Gamma-Aminobutyric Acid Receptor, Alpha-
1; Gabral), GABRA2 (Gamma-Ammobutyric Acid Receptor, Alpha-2), GABRD
(Gamma-Aminobutyric Acid Receptor, Delta), KCNQ2 (Potassium Channel Voltage-
Gated Kqt-Like Subfamily Member 2), KCNQ3 (Potassium Channel Voltage-Gated Kqt-
Like Subfamily Member 3), KCNT1 (Potassium Channel, Subfamily T, Member 1),
SCN1A (Sodium Channel, Neuronal Type I, Alpha Subunit), SCN1B (Sodium Channel,
Voltage-Gated, Type I, Beta Subunit), SCN2A (Sodium Channel, Voltage-Gated, Type



I1, Alpha Subunit), SCN9A (Sodium Channel, Voltage-Gated, Type IX, Alpha Subunit),
EFHCL1 (Ef-Hand Domain - C Terminal- Containing Protein 1), SLC2A1 (Solute Carrier
Family 2-Facilitated Glucose Transporter Member 1), SLC4A10 (Solute Carrier Family
4-Sodium Bicarbonate Transporter-Like, Member 10), TBC1D24 (Thcl Domain Family,

Member 24) genlerini iceren NGS yontemine 6zgiin hedefli gen paneli tasarland:.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1. Epilepsinin Tanim

Epilepsi, epileptik nébetler olusturmak i¢in kalic1 yatkinlikla karakterize bir grup
beyin hastaligidir. Buna gore ndbetler, epilepsinin birincil semptomunu olusturur
(Perucca, Bahlo & Berkovic, 2020). Nobet, beyindeki néronlarin asiri1, hipersenkronize
desarjinin neden oldugu norolojik fonksiyonun paroksismal bir degisikligidir (Stafstrom
& Carmant, 2015). Epileptik nobetler, kalici yatkinlikla iligkili olmayan izole olaylar
olarak da ortaya ¢ikabilir ve bu nedenle bir ndbetin meydana gelmesi, mutlaka bir epilepsi
teshisi anlamina gelmeyebilir (Perucca vd., 2020). Epileptik ndbet terimi, anormal
ndronal hareketliligin neden oldugu bir nobeti, psikojenik nobet gibi epileptik olmayan
olaydan ayirmak i¢in kullanilir. Epilepsi tekrarlayan, provoke edilmemis ndbetlerin
durumudur. Epilepsinin her bir ¢esidinin altta yatan beyin fonksiyon bozuklugunu
yansitan ¢ok sayida nedeni vardir. (Devinsky vd., 2018). Epilepsi tanisi, kronik bir arka
plan siireci nedeniyle nobet ataklari tekrarlandiginda yapilir (Fisher vd., 2014).

2.2. Epidemiyoloji

Epilepsi en sik gozlenen kronik norolojik hastaliklardan birisidir ve her yastan,
irktan, sosyal siiftan ve cografi konumdan insanlar etkiler. Epilepsi, ndbet olusturmak
icin kalict bir yatkinlik ve ndbet niikslerinin nérobiyolojik, bilissel, psikolojik ve sosyal
sonuglari ile karakterize bir beyin hastaligidir (Fisher vd., 2005). Insidans ¢alismalarinin
sistematik bir derlemesinde ve meta-analizinde, epilepsi insidans1 100.000 kisi/yil i¢in

61.4 oranindadir (Fiest vd., 2017). insidans diisiik/orta gelirli tilkelerde, yiksek gelirli



Ulkelere gore daha yiiksektir ve insidans orani sirasiyla 100,000 kisi/y1l igin 139 ve
48,9°dir (Beghi & Hesdorffer, 2014).

Tiirkiye igin yapilan epilepsi insidans ¢alismalari sinirli sayidadir. Ankara’da
yapilan bir ¢calismada ndbet siniflamasi ¢ok net yapilmamakla birlikte, yayginlik 1000°de
7,39 olarak saptanmustir (Bilgin, 1980). istanbul’un Silivri bélgesinde yapilan ¢alismada
ise yaygimlik 1000°de 10,2 olarak saptanmistir (Karaagag vd., 1999). Trabzonda 0-6 yas
arasi ¢ocuklarda yapilan calismada ise epilepsi prevalanst 1000’de 16,7 olarak tespit
edilmistir (Can, Boliikbas1 & Torun, 1996). Tirkiye'de 0-16 yas arasi ¢ocuklari igeren
baska bir calismada epilepsi prevalanst %0,8 olarak bildirilmistir. Aymi ¢alismada
epilepsisi olan erkek ¢ocuklarda epilepsi yayginlik oran1 1000’ de 9,5 ve kizlarda 1000°de
6,5 olarak tespit edilmistir (Serdaroglu vd., 2004). Tirkiye'de epilepsi prevalansi
Kuzeydogu Anadolu Bolgesinde 1000'de 6,1 olarak bildirilmektedir (Velioglu,
Bakirdemir, Can & Topbas, 2010). I¢ Anadolu Bélgesinde yaygmnlik 7 iken sehir
merkezlerinde 4,5 ve kentsel alanlarda 1000'de 8,7'dir (Guvener, Isik & Ilbars, 1995).
Istanbul'un Avrupa Bélgesinde yasa gore diizeltilmis yaygmlik 1000'de 7 ile daha
diistiktiir (Onal vd., 2002). Sivas kirsal kesiminde prevalans 17,3 (Ozdemir, 1995), Sivas
il merkezinde ise prevalans 1000'de 6,1'e diismektedir (Akyuz vd., 1999). Bursa'da
epilepsi prevalansi 1000'de 12,2 olarak bildirilmistir (Calisir, Bora, Irgil & Boz, 2006).

2.3. Mekanizma/Patofizyoloji

Epilepsi patofizyolojisi ile ilgili cogu ¢alismada, insan epilepsisini veya insan
beyin oOrneklerini ve elektroensefalografi (EEG)’yi taklit eden hayvan modelleri
kullanilmaktadir. Epileptogenez; spontan nobetlerin olusmasina neden olan molekiiler ve
hiicresel degisiklikler kaskadinin tetiklenmesi ile sonuglanan beyin hasari siirecini ifade
etmektedir (Bambal, Cakil & EKkici, 2011). Epileptogenez ¢alismasi, aktif bir epileptik
durumla sonucglanan patogenetik olaylarin neden oldugu hiicresel ve molekiiler
degisikliklere odaklanir. Bu olaylar beyin yaralanmalarini ve genetik degisiklikleri
icerebilir (Devinsky vd., 2018). Epileptogenez yeni terminolojide, sadece epileptik
uyarim ile ilk nobet arasindaki latent dénemi degil, bu latent donem ile birlikte hastalik

teshisinden sonrada devam eden progresyon mekanizmalarini da igerir (Lukawski vd.,



2018). Sitogenez galismasi, nobet tiretiminin ve niiksiin nedenlerini arastirir (Orrin

Devinsky vd., 2018).

Beyindeki eksitasyon (E) ve inhibisyon (I) arasindaki normal dengenin bozulmasi
durumunda bir ndbet meydana gelebilir (Stafstrom, Hagerman & Pessah, 2010). Bu E/I
dengesizligi, genlerden ve hiicre-alt1 sinyal kaskadlarindan genis néronal devrelere kadar
bircok beyin fonksiyon seviyesindeki degisiklikten kaynaklanabilir. E/I dengesini
degistiren faktorler genetik veya edinsel olabilir. Epilepsiye yol agan genetik patolojiler,
devre seviyesinden (6rnegin, kortikal displazide anormal sinaptik baglanti) reseptor
seviyesine (0rnegin, Angelman Sendromunda anormal g-aminobditirik asit [GABA]
reseptdr alt birimleri) anormal iyonik kanal fonksiyonuna kadar herhangi bir yerde
meydana gelebilir. Benzer sekilde, edinilmis serebral hareketler, devre fonksiyonunu
degistirebilir (O6rnegin, uzun siireli atesli ndbetler veya kafa travmasini takiben
hipokampal devrede yapisal degisiklik). Gelismekte olan beyin, ¢esitli fizyolojik
nedenlerden dolay1 6zellikle nobetlere egilimlidir. Normal gelisen beyinde bile, uyarici
sinaptik fonksiyon, inhibe edici sinaptik fonksiyondan 6nce gelisir ve gelismis uyarma

ve nobet olusumunu destekler (Stafstrom & Carmant, 2015).

2.4. Etiyoloji

Etiyoloji; bir hastaligin altinda yatan nedenleri inceleyen alandir. Hastalik
nedenleri hastanin kendisinden kaynakli (intrinsik) veya gevresel etmenlere (ekstrensik)
bagli olabilir. Hastanin ilk epileptik nobet gecirdigi andan itibaren, klinisyen hastanin
epilepsisinin etiyolojisini belirlemeyi amaglamalidir. Tedavi i¢in etkileri olanlara vurgu

yapan bir dizi etiyolojik grup taninmistir (Fisher vd., 2017).

Epilepsi etiyolojisinin arastirtlmasinda genellikle yapilan ilk inceleme olan
ndrogorintileme temel olarak manyetik rezonans gorintilemeyi (MRI) icerir. Bu,
klinisyenin hastanin epilepsisi i¢in yapisal bir etiyoloji olup olmadigina karar vermesini
saglar. Hastaligin etiyolojisinde birden fazla grup etkili olabilmektedir. Cizelge 2.1°de
yer alan bes ek etiyolojik grup, genetik, enfeksiyon, metabolik, immun ve bilinmeyen
gruplari igerir (Fisher vd., 2017).



2.5. Simiflandirma

1969 yilinda Gastaut, epilepside uluslararasi siniflandirma igin ilk Oneriyi
yapmustir (Gastaut, 1969). Epileptik nobetlerin siniflandirilmasi Uluslararast Epilepsi ile
Savas Komisyonu (ILAE) tarafindan 1981 yilinda, epilepsi ve epileptik sendromlari
siiflandirilmasi ise yine ILAE tarafindan 1989 yilinda yapilmistir (Proposal for Revised
Classification of Epilepsies and Epileptic Syndromes Commission on Classification and

Terminology of the International League Against Epilepsy, 1989).

Epilepsi tanisini, saglik uzmanlar1 arasindaki iletisimi ve profesyoneller ile
epilepsi tanili kisiler arasindaki iletisimi kolaylastirmak i¢in siniflandirma semalar1 ¢ok
onemlidir. Epilepsilerde altta yatan hastalik ve klinik fenotip arasinda birebir esleme
olmadigindan, en az iki ayr1 semaya ihtiya¢ vardir. Bunlar ndbetlerin siniflandirmasi
(yani klinik olarak gozlemlenebilir fenotipe dayanan sema) ve epilepsi siniflandirmasidir
(yani baglangi¢ yasi, nérogdriintiileme ve genetik yonler, etyoloji ve prognoz gibi ndbet
semiyolojisinin Otesindeki yonleri dikkate alan sema). ILAE epileptik ndbetler icin
siniflandirma semasin1 2017 yilinda revize ederek https://www.ilae.org/guidelines
adresinde sundu. Buna gore nobetler fokal baslangicli, jeneralize baslangicli ve baslangig
nedeni belli olmayan nobetler olarak 3 gruba ayrilmistir. Bu pratik arag, ndbetlerin
siniflandirilmasi, epilepsi sendromlari ve etiyolojik kategorilerden olusan ti¢ katmanli bir

yap1 saglamaktadir (Wehner, 2017).



Cizelge 2.1. Epilepsilerin etiyolojik siniflandirmasi (Fisher vd., 2017)

Etiyoloji
Yapisal

Genetik

Enfeksiyon

Metabolik

Immun

Bilinmeyen

Aciklama

Yapisal etiyolojiler; hipoksik-iskemik ensefalopati, inme, travima, enfeksiyon gibi akkiz (¢evresel);
kortikal gelisimin birgok malformasyonu gibi genetik veya hem genetik hem akkiz birlikte de
olabilmektedir

Epilepsi genetiginde giderek artan sayida gen tanimlanmaktadur. Etiyolojik mekanizmalar igerisinde
genetik faktorler basta gelimekte ve tiim epilepsilerin yaklasik %40-60"1mmn etiyolojisinde rol oynadig
dugiintilmektedir.

Diinyanin belirli bélgelerinde yaygin drekler arasinda; tiiberkiiloz, HIV, serebral sitma, subakut
sklerozan panensefalit (SSPE), serebral toksoplazmoz ve Zika viriisii, CMV gibi konjenital enfeksiyonlar
bulunmaktadur.

Porfiriya, tiremi, aminoasidopatiler veya piridoksin bagimli ndbetler érnek verilebilir. Birgok durumda
metabolik bozukluk, genetik bir nedene baglidir, ancak bazilar serebral folat eksikligi gibi akkiz de
olabilmektedir.

Immiin epilepsi kavrami, nobetlerin dogrudan hastaligin temel semptomu oldugu bir bagisiklik
hastaligindan kaynaklanmasidir. Otoimmiin ensefalitler icin 19 tan1 orani, 6zellikle antikor testlerine
erigimin artmastyla birlikte hizla yiikselmektedir. Bu gruba anti-NMDA (N-metil-D- aspartat) reseptér
ensefaliti ve anti-L.GI1 ensefaliti 6rnek olarak verilebilir. Diger etiyolojiler hari¢ tutuldugunda; noral
otoantikorlarin tespiti ve/veya beyin omurilik sivisi veya MRG’de enflamatuar degigikliklerin bulunmasi,
epilepsili bir hastada otoimmiin etiyolojiyi diisiindiirmelidir. Bu hastalarda, meveut otoimmiin epilepsi
sendromuna &zgil immiinoterapi oldukga etkili olabilmektedir

Temel elektronik semiyoloji disinda spesifik bir tani koymanin miimkiin olmadigi nedeni bilinmeyen
epilepsi tiiriidiir.

omorbiaiteler
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" mm ]
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Epilepsi Sendromlar

Sekil 2.1. 2017 yil1 ILAE nobet tiplerinin siniflandirmasi (Fisher vd., 2017)
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Sekil 2.2. 2017 yili ILAE nobet tiplerinin genisletilmis siniflandirmasi (Fisher
vd., 2017)

2.6. Idiyopatik Jeneralize Epilepsi

Idiyopatik epilepsiler icinde, IJE, iyi bilinen ve yaygin olarak gozlenen bir
gruptur. “Idiyopatik” teriminin epilepsi siniflandirmasi terminolojisinden ¢ikarilmasi
onerilmistir, ¢linkii tanim “olas1 kalitsal yatkinlik disinda bilinen veya siiphelenilen bir
etiyoloji yok” anlami tagimaktadir. Yunanca “idios” terimi benlik, kendi ve kisisel
anlamina gelir ve bu nedenle genetik etiyolojiyi acikca sdylemeden yansitmak i¢indir. Bu
nedenle, idiyopatik, monojenik (kalitsal veya de novo patojenik varyantlari olan) veya
kompleks (¢evresel faktorlii veya cevresel faktorlii olmayan) kalitim da dahil olmak iizere
birgcok epilepside yer alan genlerin kesfi ve haklarindaki bilgilerin artmasi goz 0niine
alindiginda kesin olmayan bir terim olarak kabul edilebilir. Ayrica, “genetik” kelimesi
bazen yanlis olarak “kalitsal” ile esanlamli olarak yorumlanabilir. Bu nedenle, bu
sendrom grubuna, klinisyenin bu smiflandirma igin yeterli kanit oldugunu diistindiigii
Genetik Jeneralize Epilepsiler (GJE) olarak atif yapmak daha anlamlidir. Bununla

birlikte, 1JE terimini korumak icin 6nemli bir arzu vardir. Bu nedenle, 1JE teriminin



ozellikle iyi bilinen dort epilepsi grubu igin kabul edilebilir olduguna karar verilmistir:
Cocukluk Cagi1 Absans Epilepsi (CCAE), Juvenil Absans Epilepsi (JAE), Juvenil
Miyoklonik Epilepsi (JME) ve Jeneralize Tonik Klonik Epilepsi (JTKN). Bireysel
vakalarda GJE terimi, klinisyenin bir genetik etiyolojiyi ¢agirmaktan rahatsiz oldugu
durumlarda kullanilabilir (Scheffer vd., 2017).

2.6.1. IJE’deki nobetler

IJE nobetleri, tipik absans ndbetler (TA), Miyoklonik nébetler (MN) ve jeneralize
tonik-klonik nébetler (JTKN)’lerdir. Bunlardan TA, neredeyse sadece IJE’ler baglaminda
meydana geldiklerinden merkezi bir konuma sahiptir ve nérofizyolojik ve farmakolojik

olarak benzersizdir, bu da tedavilerini farkl: kilar.

2.6.1.1. Tipik absans nobetler

TA, kisa, jeneralize epileptik ndbetlerdir, klinik olarak uyar1 olmaksizin ortaya
¢ikan ve ayni zamanda aniden ve postiktal semptomlar olmaksizin sona eren biling
bozuklugu (yokluk) ve elektrografik olarak jeneralize 4-3 Hz artis ve daha sonra sonlanan
yavag dalga desarji ile karakterizedir. Biling bozuklugu hafiften siddetliye kadar
degisebilir. Tek bagina veya otomatik hareketler, otonomik belirtiler, bolgesel (agiz veya
gozler) yada yaygin (bas, uzuvlar ve gévde) ritmik ve rastgele miyokloni gibi diger iktal
belirtilerle baglantili olarak ortaya ¢ikabilir. Bu nedenle, TA'nin klinik alt tipleri, yalnizca
klonik, atonik, tonik veya otonomik bilesenlerle ve otomatik hareketlerle biling
bozuklugu olan absans durumu igerir. TA kendiliginden ortaya ¢ikabilir ve tipik olarak
hiperventilasyon ile tetiklenir, fakat ayn1 zamanda diger spesifik tetikleyiciler de etkili
olabilir (6rn. fotik veya kalip uyarimi, video oyunlari, diisiinme ve hatta okuma). CCAE
veya JAE gibi bireysel hastalarda tek veya baskin ndbet tipi olabilirler veya JME’de
oldugu gibi JTKN veya MN gibi diger genel nobetlerle birlikte olabilirler. TA yasla
birlikte gerileyebilir veya surekli tedavi gerektirecek sekilde devam edebilir; epilepsili
yetiskinlerin yaklasik %10-15'inde TA vardir ve bu genellikle diger jeneralize ndbetlerle

birliktedir. Tipik ve atipik absans nobetleri arasinda bir ayrim yapilmalidir. TA'nin



tersine, atipik absans yalnizca, atonik, tonik ve miyoklonik nébetler gibi diger tiirlerin sik
nobetlerinden de muzdarip olan, 68renme gii¢liigli ¢ceken cocuklarin baslica siddetli
semptomatik veya kriptojenik epilepsileri baglaminda ortaya ¢ikar. Klinik olarak onset
ve ofset TA'daki kadar ani olmayabilir ve iktal ton degisiklikleri genellikle daha
belirgindir (Koutroumanidis, 2017).

2.6.1.2. Miyoklonik nobetler

MN’ler sok benzeri, kisa, diizensiz, aritmik ve daha az siklikla ritmik, klonik
segirme hareketleridir. YUz, uzuv, boyun veya govde kaslarin1 degisen kuvvet, genlik ve
birlesimlerle etkileyebilirler. Giigleri etkilenen kas gruplarinin hafif ve goze ¢arpmayan
hareketlerinden, hastanin yere diismesine, bir seyler diislirmesine veya firlatmasina,
havaya tekme atmasina neden olabilecek siddetli uzuv ve viicut hareketlerine kadar
degisebilir. Genellikle, ayn1 hastalar hafif ve siddetli sarsint1 bilesenlerini yasarlar. MN
herhangi bir kasi veya kas grubunu etkileyebilir. Agirlikli olarak g6z kapaklarini, yiiz ve
boyun kaslarini, st ekstremiteleri alt uzuvlardan daha fazla etkiler. 1JE'de MN esas
olarak uyanista ortaya cikar. Ortaya c¢ikan faktorler arasinda uyku yoksunlugu,
yorgunluk, heyecan veya sikinti ve siklikla fotik uyarim yer alir. Saf MN'de biling
bozulmaz ve hasta bunlarin tamamen farkindadir. Bununla birlikte, MN’ler genellikle
absans nobetlerinin tutarli bir iktal semptomudur. MN'in genellikle yorgunluk, alkol
bagimliligr ve uykusuzluk ile ilgili oldugunu gostermek de 6nemlidir (Koutroumanidis,
2017).

2.6.1.3. Jeneralize tonik-klonik nobetler

IJE'deki JTKN, fokal epilepsilerde ikincil JTKN'in aksine, baslangigtan itibaren
genellestirilmeleri acisindan birincildir. Nobet, epilepsi sendromundan bagimsiz olarak
aynidir. Temel fark, onceki ve bazen takip eden klinik ve EEG asamalarindadir. Fokal
epilepsilerdeki JTKN, kortikal odaga ikincildir ve 6ncesinde subjektif semptomlar (aura)
veya fokal baslangici gosteren isaretler olabilir. Dramatik olmasina ragmen, JTKN

herhangi bir tanisal 6nem tasimaz. Teshis, arastirma prosediirleri ve uygun yonetim igin
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ipuglar1 saglayan kiigiik nobetlerdir. Hastalar genellikle bir JTKN nedeniyle ilk kez tibbi
yardim isterler. Bu genellikle hatal1 bir sekilde "ilk nébet" olarak kabul edilir ve tedavi
edilmez veya arastirilmaz. 1JE'deki ilk JTKN genellikle aylarca veya yillarca tani
konulmamis MN ve TA'dan dnce gelir ve uygun tedaviyi harekete gegirmesi gereken bu
JTKN’in taninmasidir. Tersine, hastalar yillardir JTKN'e sahip olmayabilirler, ancak bu
mutlaka 'hi¢ nébet gecirmeyecekleri' anlamina gelmez. Absans veya miyoklonik nobetler
devam edebilir ve tedaviyi birakmak yerine yeniden optimize edilmelidir
(Koutroumanidis, 2017).

2.6.2. 1JE’lerde gozlenen sendromlar
2.6.2.1. Cocukluk ¢ag1 absans epilepsisi

Tipik absans nobetlerinin arketipal sendromudur ve genellikle on yasindan 6nce
baslar ve 5-6 yasinda pik yapar. 16 yasindan kiiciik epilepsisi olan ¢ocuklarda CCAE
prevalanst %10-12'dir. Kural olarak tipik absanslar, basvuru sirasinda ve ilk aktif
devamsizlik donemi i¢in tek ndbet tiiriidiir, ancak ergenlik veya yetiskin yasamda seyrek
jeneralize tonik-klonik ndbetler ortaya cikabilir. Tipik absans nobetleri sik sik meydana
gelir (glinde onlarca veya yuzlerce), 4-30 saniye siirer (genellikle yaklagik 10 saniye) ve
ciddi biling bozuklugu ile iliskilidir (Wehner, 2017).

2.6.2.2. Juvenil absans epilepsi

Esas olarak CCAE'dekilere benzer, ancak ¢ok daha az siklikta ve muhtemelen
siddetli olmayan tipik absans nobetleri ile karakterizedir. CCAE sendromunda goriilen
absans nobetlerinden daha hafif biling degisikligi ile seyreder ve daha seyrektirler ancak
streleri daha uzundur. Tipik absans nobetlerin baslama yas1 7-16 yastir ve tepe noktasi
10-12 yildir. Hastalarin ¢ogunda rastgele ve seyrek miyoklonik sarsintilar ve seyrek
JTKN goriiliir. Hastalarin beste biri de absans status epileptikus ataklarindan muzdariptir

(Panayiotopoulos, 2008; Wehner, 2017).
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2.6.2.3. Juvenil miyoklonik epilepsi (Janz sendromu)

Uyanma asamasindaki jeneralize tonik-klonik nobetler ve TA’lardaki miyoklonik
sarsintilarla karakterizedir ve TA’lar hastalarin {igte birinden fazlasinda goriiliir. Hastalar
siklikla sabah saatlerinde ellerindeki nesneleri diisiirmekten yakinirlar. Miyokloniler ana
nobet tipini olusturur. Bununla birlikte tipik absans ndbetleri, baskin nobet tipi degildir
ve genellikle ¢ok hafif ve basittir (otomatik hareketler veya lokalize uzuv sarsintisi
olmadan). Sik gériilen bu epilepsi sendromu tiim epilepsiler igerisinde %5-10, tiim 1JE’ler
icerisinde de %20-27 oraninda goriilmektedir. Daha 6nceden CCAE sendromu tanisi alan
bazi hastalar ilerleyen yaslarda JME’ye doniisiim gosterebilir. Ergenlik doneminde ortaya
¢ikar (Martinez-Juarez vd., 2006). Nobeti tetikleyen faktorler arasinda uyku yoksunlugu
ve yorgunluk, alkol ve zihinsel ve psikolojik uyarilma yer alir ve hastalarin %40 kadar1
1s518a duyarlidir. TA nobetleri mevcut oldugunda, 5 ila 16 yaslar1 arasinda baslar,
miyoklonik ndbetler genellikle er ya da ge¢ takip eder ve ¢ogu durumda JTKN en son
ortaya ¢ikar. Bu sendromun yetigkin bir formu da tarif edilmistir. TA nobetleri yasla
birlikte daha az siddetli hale gelebilmesine ve miyoklonik nébet ve JTKN genellikle
yasamin dordiincii on yilindan sonra iyilesmesine ragmen, tiim nobet tiirleri muhtemelen
yasam boyu siirmektedir. Tek basmma JME prevalansi, nobetleri olan yetiskinlerin

yaklasik %9'udur ve her iki cinsiyet esit sekilde etkilenir (Wehner, 2017).

2.6.2.4. Sadece jeneralize tonik-klonik nébetler ile seyreden 1JE’ler

Ozellikle uyanma dénemlerinde JTKN gegirme ile seyreden, en yiiksek baslangic
yast 16-17 olan ve erkeklerde gorece daha sik gozlenen bir tablodur. Bu sendromda
gorilen jeneralize tonik-klonik ndbetler her an ortaya ¢ikabilir. Yukarida belirtilen
sendromlarin ¢ogu gibi, uykusuzluk ve alkol de ndbetleri artirir. JTKN’lere diger nobet
tipleri eslik etmedigi belirtilmektedir (Duron, 2005; Nordli, 2005).

2.7. Epilepsi Genetigi

Aragtirmacilar ve klinisyenler epilepsi genetiginde heyecan verici yeni bir

asamanin ortasindadirlar. Genomik teknolojilerin uygulanmasi, epilepsinin genetik
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temelinin kesfedilmesinde muazzam bir etkiye sahiptir ve epilepsinin tan: ve tedavisinde
cok 6nemli rol oynamasi beklenmektedir. 1995 yilinda epilepsi ile iliskili ilk genin
tanimlanmasindan bu yana bu alan, genis aile ¢calismalarinda zahmetli gen kesfinin erken
bir asamasindan gecti ve ardindan genom capinda iliskilendirme ¢aligmalarina (GWAS)
odaklanan hayal kiriklig1 yaratan bir donem ve ardindan genomik siralama ve hizli gen
kesfi donemleri yasandi. 2019 itibariyle 140'tan fazla epilepsi ile iliskili gen veya lokus,
Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) veritabaninda listelenmistir. Epilepsilerin
yarisindan fazlasinin genetik temeli oldugu tahmin edilmektedir. Gen kesfindeki
gelismeler, epilepsinin karmasik ve ¢esitli ndrobiyolojik mekanizmalar1 hakkinda yeni
anlayislara yol agmistir. Bu tiir kesifler, epilepsileri kavramsallagtirmada etiyolojiyi ve
Ozellikle genetik etiyolojileri vurgulayan, ILAE 2017 siniflandirma gergevesine katkida
bulunmustur (Ellis, Petrovski & Berkovic, 2019; Wang vd., 2017). ILAE, toplamda 76
farkl1 epilepsi geninin tanimlandigini ve bunlarin hepsinin farkli yas gruplariyla iliskili
oldugunu bildirmistir (bazilar1 birden fazla yas grubuyla tanimlanmistir) [Bebekler
arasinda tanimlanmis 49 gen (0-12 ay), cocukluk doneminde 31 gen tanimlanmistir ( 13
ay-12 yas), ergen bireylerde tanimlanmis 13 gen (13 yas-28 yas) ve yetiskinler arasinda
tanimlanmis 9 gen (18 yas {stii)] (Bamikole vd., 2019).

2.7.1. Genetik Epilepsilerin Siniflandirilmasi
2.7.1.1. Mendel epilepsileri

Mendel epilepsilerine tek bir genin eksik olmasi veya degismesi neden olur.
Burada tek bir major lokus, bir ailede hastalik 6zelliginin ayrilmasini agiklar ve her biri
nobetlerin basladig: farkli bir yasla, nobet tiirleriyle ve digerleriyle iliskilidir. Iyi huylu
ailesel yenidogan konviilsiyonlar1 ve iyi huylu ailesel infantil konviilsiyonlar, otozomal
dominant noktiirnal frontal lob epilepsisi ve atesli nobetler art1 genellestirilmis epilepsi
gibi az sayida “idiyopatik” mendelyan epilepsi vardir. Mendel epilepsisi olan epilepsiler

nadirdir, ancak akraba riski oldukca ytiksektir (Bamikole vd., 2019).
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2.7.1.2. Mendel dis1 veya "karmasik" epilepsiler

Bu mutasyon, genellikle ailevi kiimelenme paterninin ¢esitli duyarlilik lokuslari
ve cevresel faktorler arasindaki etkilesim ile aciklandigi cocuk miyoklonik epilepsi gibi
cevresel etki ile birlikte bir dizi gende meydana gelir. Ornek olarak ¢ocukluk donemi
yoklugu epilepsisi ve ¢ocuk miyoklonik epilepsisi gibi varliklar verilebilir. Bu, hiicre
¢ekirdegi disinda bulunan deoksiribonukleikasit (DNA) mutasyonlarindan kaynaklanan
mitokondriyal bozukluklar ve epigenetik bozukluklar olarak ayrilir. Bu bozukluklar, cevre
ile ilgili genlerin aktivitesindeki degisikliklerle ilgilidir. Karmasik epilepsilerin yaygin
ornekleri arasinda JME bulunur. Cogu epilepside kalitim paterni genellikle mendelyan

degildir, bu nedenle akraba riskleri oldukga disiiktiir (Bamikole vd., 2019).

2.7.1.3. Kromozomal bozukluklar

Kromozomal bozukluk, dzellikle otozomal kromozom dengesizliklerini icerenler,
kopya sayis1 degisiklikleri ve diger norolojik varyasyonlarla iligkili olan brit sitogenetik
anormalliklerin varligina neden olur. Kromozom 20’deki bir anormallik, ¢ocuklarda
epilepsiye neden olan tipik nadir bir durumdur. Diger 6rnekler arasinda Miller-Dieker

Sendromu, 18q sendromu ve monozomi 1p36 yer alir (Bamikole vd., 2019).
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gosteren metabolik hastaliklar ve entelektiiel yetersizlik baglantili genler dahil

edilmemistir) (Myers, Johnstone & Dyment, 2019).

2.7.2. Kanalopatiler

"Kanalopati" terimi, iyon kanallarinin genetik veya edinilmis islev bozuklugunun
temelini olusturan genis bir bozukluk yelpazesini kapsar. Iyon kanallari, elektrokimyasal
gradyanlarina gore iyonlarin igeri akisini veya cikisint kolaylastirmak igin gozenek
olusturduklari, hiicre zarlarinin lipit ¢ift tabakasi boyunca yer alan proteinlerdir. Her
kanal, belirli iyonlara kars1 segici bir gecirgenlik sergiler, bunlarin trafigi kanal durumu
tarafindan sinirlanir: agik, inaktive edilmis kapali ve dinlenme kapali (Emanuele Bartolini
et al, 2020). Noronun uyarilabilirligi i¢in gerekli goérevleri agisindan, iyon kanallari
epileptogenezde potansiyel olarak kritik bir rol oynar. Iyon kanali genleri ile epilepsi
arasindaki iligki, epilepsinin altinda yatan mekanizmalar: hakkinda fikir verebilir (Feng
vd., 2017). Iyon kanallarmin epilepsiye karistig1 bilinen ii¢ ana yol vardir. ilk olarak,
ailesel idiyopatik epilepsilerde Ozellikli mutasyonlar vardir; ikinci olarak, edinilmis
nobetle iliskili bozukluklarda spesifik antikorlar vardir; ve tglincii olarak da, ndbet
aktivitesinin modifikasyonu ile iligkili iyon kanali ifadesinde ve fonksiyonunda, tiim

epilepsi formlarina katkida bulunabilecek degisiklikler vardir (Lerche vd., 2013).
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Ug ana tip iyon kanali vardir, voltaj kapili, hiicre dis1 ligand kapili ve iki grup
mubhtelif iyon kanaliyla birlikte hiicre i¢i ligand kapili. Bu iyon kanallari, sinapslar ve
bosluk baglantilar1 yoluyla sinir ve diger elektriksel olarak aktif hiicre tiirleri arasindaki

sinyallerin iletilmesinden sorumludur (Lerche vd., 2013).

2.7.2.1. Ligand kapih iyon kanallari

Ligand kapili iyon kanallari, biiyiik glikoprotein alt birimlerinden yapilan
multimerik proteinlerdir. Kanal kompleksi icindeki farkli bir bolgeye veya bolgelere
kimyasal (agonist) olarak baglanarak aktive edilirler. Cogu durumda, presinaptik
noronlardan salinan ndrotransmiterler, hizli (milisaniye zaman Olgeginde) ndronal
iletisim i¢in gerekli olan karmasik entegre bir siirecin pargasi olarak gorev yapan birincil
agonistler olarak hizmet eder. Norotransmiterin proteine baglanmasi, konformasyonel bir
degisiklige neden olur ve bu da integral iyon kanalinin agilmasiyla sonuglanir. Aktive
edilmis kanaldan gegen iyon akisinin yiikii ve yonii, hiicresel islev tizerindeki etkisini

(yani depolarizasyon veya hiperpolarizasyon) belirler (Weir, 2020).
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2.7.2.2. Voltaj kapili iyon kanallari

Adindan da anlasilacagi gibi voltaj kapili iyon kanallari, yerel membran
potansiyelindeki degisikliklerle etkinlestirilir. Potasyum (K*), sodyum (Na*) ve kalsiyum
iyonlarma (Ca®") secici gecirgen olan, klinik acidan onemli {ic kanal asagida

acgiklanmaktadir.

Voltaj kapihi iyon kanah topolojisi: K™ kanallari, temel olarak degisken sayida
transmembran ve gozenek olusturucu bolgeleri igeren tek alt birimlerden olusur. Baz1 K*
kanallar1 muhtemelen dimerler veya tetramerler olarak mevcuttur. Bugiine kadar 70'den
fazla farkli K kanali alt tipi tanimlanmustir. Buna karsilik, voltaj kapili Na* ve Ca*
kanallar1 i¢indeki a-alt birimi, her biri alt1 transmembran alani igeren dort 6zdes bolgeden
olusur (Sekil 3). Voltaj algilama bolgesi, esas olarak pozitif yiiklii amino asitler icerir ve
S4 segmentinde bulunur. Proteinin kuaterner katlanmasi, i¢ kanal gozenegine katkida
bulunan S5 ve S6 segmentleri arasindaki amino asitlerle, halka seklinde bir molekiil
iiretir. Kapali durumda, IIeIV bdlgelerini birlestiren bir mobil hiicre i¢i halka, kanali

kapatmak veya inaktive etmek igin bir elektromekanik blok gorevi gorir (Weir, 2020).
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K* kanallari: dinlenme zar1 potansiyeli ve aksiyon potansiyelinin siklig1 ve siiresi
iizerindeki etkileri nedeniyle hiicresel uyarilabilirligin 6nemli diizenleyicileridir.
Ornegin, belirli voltaj-kapili K* kanali alt tipleri, aksiyon potansiyelinin erken evresinde
aktive edilir ve yavas, ancak siirekli disa dogru K* akimi tiretir. Bu yavas disa dogru akim,
hizli ige dogru Na* akimina kars1 koyar ve membran potansiyelini dinlenme membran
potansiyeline geri getirir. Bu nedenle, K* kanali fonksiyonunun degistirilmesi, aksiyon

potansiyeli kinetigi {izerinde derin bir etkiye sahip olacaktir (Weir, 2020).

Na* kanallari: Normal kosullar altinda, uyarilabilir hiicrelerin dinlenme
membran potansiyeli, K'lik sabit bir disa dogru sizintiyla yaklasik 70 mV'de
tutulur.Membran potansiyelinin yaklagik 55 mV'lik bir esigin 6tesinde kiiclik pozitif
kaymalar1, ayn1 anda Na™'nin agilmasina neden olur kanallar. Kanal agilmasi, Na*'nin
hizli bir i¢e dogru hareketine neden olarak membran depolarizasyonunun yaklasik +40
mV'ye ¢ikmasina neden olur. Na* kanalinin dokuz farkli alt tipi, gdzenek olusturan bir alt
birimin (Navl.l eNavl.9) dogasmna, bunlarin Na® kanali bloke edici tetrodotoksine
duyarliligina ve farkli kanal inaktivasyon oranlarina gore tanimlanmistir. Klinik olarak
ilgili voltajla aktive olan Na* kanali alt tiplerinin ¢ogu, néronlarda ve kalp ve iskelet
kasinda bulunur (Weir, 2020).

Ca®* kanallari: Ca%* iyonlar1 her yerde bulunur, ancak ndrotransmiter salinimi
ve hiicre i¢i sinyallesme dahil olmak ftizere bircok 6nemli hicresel sirecin temel
aracilaridir. Ca®* konsantrasyonlari, serbest hiicre i¢i kalsiyumun hassas kontroliinii
saglamak i¢in bircogu yakindan entegre olan ¢esitli yollarla diizenlenir. Voltaj kapili iyon
kanallar1 en ¢ok uyarilabilir hiicrelerde bulunur. Elektrofizyolojik o6zelliklerine ve
antagonistlere duyarlilik ve segiciliklerine gore bes ana alt tipten (L, N, T, P / Q ve R)
olusurlar. Gozenek olusturan Cavl.leCavl.4 alt birimini iceren L tipi kanallar, diiz ve
kalp kasinda Ca?" ile ilgili olaylara aracilik ettikleri ve alt tipleri dihidropiridin
antagonistleri tarafindan farkli derecelerde de olsa segici olarak bloke edildiginden, belki
de klinik olarak en alakali olanlardir. (6rnegin nifedipin, verapamil ve diltiazem). T tipi
kanallar (Cav3.1eCav3.3), atriyal ve vaskiiler diiz kasta pacemaker aktivitesine katkida
bulunur ve mibefradil tarafindan segici olarak bloke edilebilir (QT araligini uzatan diger
ilaclarla etkilesim nedeniyle geri ¢ekilir). Bugiine kadar, kalan ti¢ alt tip i¢in (N, Cav2.2;
P/ Q, Cav2.1 ve R, Cav2.3) klinik olarak yararli hi¢bir antagonist sunulmamistir (Weir,
2020).
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2.7.2.3. Genetik Epilepsilerde Iyon Kanallari

Onlarca yildir bilim adamlar1 epilepsilerin molekiiler arka planini ¢ézmeye
caligmaktadirlar. 1995'te epilepsi ile iliskili ilk iyon kanali belirlenmistir; asetilkolin
reseptori alfa 4 alt biriminde (CHRNA4) kuvvetli bir sekilde korunmus bir amino asit
kalintisindaki bir mutasyon, otozomal dominant nokturnal frontal lob epilepsisi ile iligkili
olarak kesfedilmistir (Steinlein vd., 1995) Bu ilk kesiften sonra, voltaj kapili sodyum,
potasyum, kalsiyum ve hiperpolarize aktive siklik niikleotid kapili kanallara ait genler de
dahil olmak {iizere diger bircok iyon kanalinin epilepsiye bagli oldugu bildirilmistir.
Voltaj kapili iyon kanallarinin yani sira, birka¢ ligand kapili iyon kanal genleri,
iyonotropik glutamat reseptorleri, GABAA reseptorleri ve nikotinik asetilkolin

reseptorleri dahil olmak Uzere epilepsi ile iliskili genler olarak tanimlanmiglardir.

Mevcut bilgilerimize gore genetik epilepsinin asagidakilerin sonucu olabilecegi
diistintilmektedir: (1) yiiksek penetransa sahip nadir varyantlar (ayn1 zamanda monojenik
veya ‘yaygin hastalik-nadir varyant modeli’ olarak da bilinir) veya (ii) diisiikk penetransa
sahip olan yaygin varyantlarin sonucu olabilir (ayn1 zamanda poligenik veya ‘ortak

hastalik-ortak varyantlar modeli’ olarak da bilinir). Bu tlr nadir varyantlar ginimizde
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yeni nesil sekanslama yaklasimlariyla (6rn., Ekzom sekanslama veya tim genom
sekanslama) tanimlanabilirken, ortak varyantlarin (tek niikleotid polimorfizmleri)
tanimlanmasi1 icin, GWAS, genis hasta ve kontrol kohortlarinda vazgecilmezdir
(International League Against Epilepsy Consortium on Complex Epilepsies, 2018).
Bununla birlikte, yaygin varyantlarin kesin olarak hastalikla iliskilendirilmesi genellikle
zordur, ¢linkii bu varyantlar yalnizca minimum diizeyde katkida bulunur ve ayrica
patolojik bir sonug icin ek bir cevresel faktor gerektirebilir. Epilepside, iyon kanali
genlerinde hem nadir hem de yaygin varyantlar tanimlanmistir. Muhtemelen en ¢ok
calisilan ve en iyi belgelenmis epilepsi geni olan sodyum kanali SCN1A'daki mutasyonlar,

bir dizi epilepsi sendromuna neden olabilir (Van Loo & Becker, 2020).

2.7.3. Idiyopatik Jeneralize Epilepsi Genetigi

IJE yaygin bir epilepsi tiirtidiir. IJE’de genetik rol icin giicli destek, ikiz ve aile
caligmalarindan gelir. IJE’ nin birkag alt tipi bildirilmistir, ancak ailelerin genellikle farkl
alt tiplerden etkilenen tiyeleri vardir. Monogenik kalitsal epilepsilerin genetik temelini
anlamada 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Bununla birlikte, ¢ogu IJE, karmasik genetik
hastaliklardir ve bazi duyarli IJE genleri, spesifik kombinasyonlarda alt tipleri belirler.
DNA mikrodizin analizleri ve sekanslama teknolojileri gibi yiksek verimli teknolojiler,
ailesel olmayan durumlarda nedensel genleri veya lokuslari tanimlama potansiyeline

sahiptir (Prasad, Satyanarayana & Munshi, 2013).

Epilepsilerde genetik rol icin gucli bir destek, dizigotik ikizlere kiyasla
monozigotik ikizlerde uyum oranlariin siirekli olarak daha yiliksek oldugunu gosteren
ikiz c¢alismalarindan gelir. IJE’lerin genetik bozukluklar oldugu varsayilir ve bu
dogrultuda yapilan arastirmalar hastaliktan sorumlu c¢esitli genetik degisikliklerin
tanimlanmasina izin verir. Bugiine kadar, IJE’lerin yaklasik %2-8'inin monogenik oldugu
diistintilmektedir. Monogenik epilepsilerin gogunda, ndronal uyarilabilirlige aracilik eden
ve fonksiyon kayb1 veya fonksiyonu anormal iiretime ve yayilma potansiyeline yol acan
iyon kanali alt birimlerini (6rnegin, voltaj kapili Na* ve K* kanali alt birimleri) kodlayan
genlerin varyantlarinin hastalik ile iliskili oldugu bildirilmistir. Buna ek olarak, iyonik

olmayan kanal proteinlerini kodlayan genlerin de hastaligin gelisiminde rol oynadigi
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gosterilmistir. Bununla birlikte, bu durumlarda, ndbet indiiksiyonundan sorumlu
epileptojenik mekanizmalarin tanimlanmasi net degildir ve iyon kanallar1 ile fonksiyonel
etkilesimin s6z konusu oldugu diisiiniilmektedir. Ne varki ¢cogu IJE sendromlar1 karmagik
genetik hastaliklardir. Etkilenen bireylerin akrabalarinda daha sik goriilmesine ragmen,
tek bir Mendelyan kalitim paternini takip etmezler. Bu, ayn1 anda birden fazla genin
etkilesiminden kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle, duyarli genlerin ¢esitliligi hastalik

riskinin belirlenmesinde 6nemlidir (Myers, Johnstone & Dyment, 2019).

2.7.3.1 SCN1A (Sodium Channel, Neuronal Type I, Alpha Subunit) Geni

Sodyum kanalinin alfa 1 alt birimini kodlayan SCN1A, bir dizi hastalik ile
iliskilidir. 2000 yilinda epilepsi ile ilk kez baglantili olarak saptandigi igin SCN1A en
onemli epilepsi geni olarak kalmistir. Epilepside SCN1A ile iliskili en iyi bilinen fenotip
Dravet sendromudur (DS), ancak ayn1 zamanda bir¢ogu 6nemli komorbiditelerle iligkili
diger birkag epilepsi sendromu da SCN1A geni ile iliskilendirilmistir. SCN1A, hemiplejik
migren ve otizm spektrum bozuklugu (OSB) gibi diger hastaliklarda da rol oynamaktadir
(Scheffer & Nabbout, 2019).

2.7.3.2 KCNT1 (Potassium Channel, Subfamily T, Member 1) Geni

KCNT1, kromozom 9q34.3'te bulunur. insanlarda bir uzun ve bir kisa izoformu
bildirilmis olmasina ragmen, 31 ekzondan olusan uzun izoformun agirlikli olarak
eksprese edilen fonksiyonel proteini kodladig: diisiiniilmektedir ve daha kapsamli olarak
calisilimistir. 1235 amino asit ile simdiye kadar tespit edilmis en biiyiikk potasyum
kanalidir. KCNT1 geni, sinir sisteminde yaygin olarak ifade edilen sodyumla aktive
edilmis bir potasyum kanalin1 kodlar. KCNT1 ekspresyonu, beyin sap1 ¢ekirdeklerinde,
serebellumda ve koku soganciginda santral sinir sistemi boyunca gucludir ve
hipokampus ve frontal kortekste daha az kuvvetlidir (Gertler, Bearden, Bhattacharjee &
Carvill, 2018).

Son birkag yil iginde, West sendromu, Ohtahara sendromu ve siiflandirilmamis

erken baslangicli epileptik ensefalopati gibi diger erken baslangich epileptik
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ensefaolopatileri olan hastalarda ve fokal epilepsilerin yani sira 16koensefalopati ve
Iokodistrofi olan hastalarda KCNT1 varyantlar1 tanimlanmis olup, bu da KCNT1
varyantlarinin ilk arastirmalarda siiphelenilenden daha genis bir fenotip yelpazesine
neden olabilecegini gostermektedir. Ozellikle ilgi ¢ekici olan, ayni aile iginde bile aym
KCNT1 varyanti ile birden fazla fenotipin birlikte ortaya ¢ikmasidir. Bu fenomen, KCNT1
ile iligkili fenotipin belirlenmesinin karmasik oldugunu ve sadece varyantin kendisi
tarafindan belirlenmedigini, ayn1 zamanda c¢evresel etkiler veya diizenleyici genler gibi

degistirici faktorlerden de etkilendigini gostermektedir (Dechene, 2016, parag.2).

2.7.3.3 KCNQ2 (Potassium Channel Voltage-Gated Kqt-Like Subfamily Member 2)
ve KCNQ3 (Potassium Channel, Voltage-Gated, Kqt-Like Subfamily, Member 3)
Genleri

KCNQ2 ve KCNQ3 beyinde agirlikli olarak benign ailesel infantil nobet (BFIS)’in
olustugu zamana denk gelen gec fetal yasamdan erken bebeklik donemine kadar
hipokampus, temporal korteks, serebellar korteks ve medulla oblongata'da ifade edilir.
Dinlenme membran potansiyelinin modiilasyonunda onemli olan, yavas aktive ve
inaktive edici olmayan néronal muskarinik regiile potasyum akimi (M-akimi) iireten
voltaj kapili Kv7.2 ve Kv7.3 kanallarin1 kodlarlar. Bu olay, ndronal ateslemenin

tekrarlanmasini sinirlar (Nicita vd., 2012).

KCNQ2 geni, 20g13.3 kromozomu uzerinde bulunan ve esas olarak beyinde
eksprese edilen bir potasyum kanal genidir. Noéronal ateslemedeki 6nemli rolii nedeniyle,
KCNQ?2 ile iligkili bozukluklar, nispeten iyi bir prognoza sahip iyi huylu ailesel neonatal
epilepsiden (BDE) daha kotii norogelisimsel seyire sebep olan neonatal epileptik fenotipe
kadar genis bir spektruma sahiptir. Miyokimi, iyi huylu ailesel infantil nébetler (BFIS)
ve infantil spazmlar gibi diger nadir fenotipler de rapor edilmistir. Yang ve ark. yaptigi
in vitro fonksiyonel analizler, KCNQ3 kanalinin voltaj kapili, hizla aktive olan K*
KCNQZ1'e benzer bir secici kanal oldugunu gostermistir (Lucarini, Verrotti, Napolioni,
Bosco & Curatolo, 2007).
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2.7.3.4. CLCN2 (Chloride Channel 2) Geni

CLCN2 geni, adrenal glomeriilozada yiiksek ekspresyonu olan voltaj kapili klortr
kanalini kodlar. Kanalin ag¢ilmasi glomerulosa hiicrelerini depolarize eder ve aldosteron
sentazin ekspresyonunu inddkler. Klorlr kanallar1 (CIC), kloriir iyonlar1 veya hiicre
zarindaki diger anyonlar igin bir tiir gegirgen kanal proteinidir ve CIC proteinleri, CIC
ailesinin genleri tarafindan kodlanir (Scholl vd., 2018). CIC'ler ii¢ ayr1 alt aileye
smiflandirilan dokuz aile Uyesine sahiptir. CIC-2, baslangigta si¢an kalbinden, beyninden
ve daha sonra tavsan kalbinden izole edilmistir. CIC-2 iki g6zenekli homodimerik, voltaj
kapili bir Kklorlr kanaldir. CIC-2 hiperpolarizasyon, hiicre genlesmesi, hiicre dist
hipotoniklik ve hiicre dis1 asitlestirme ile aktive edilebilir. CIC-2, Ureter tomurcuk
hiicreleri, bagirsak, mide parietal hiicreleri, karaciger, akciger, sican retinasi, parotis
asiner hiicreleri, kobay kalp kasi, noron hiicreleri, sican ve insan solunum yollar1 dahil

olmak Uzere neredeyse her yerde eksprese edilir (Wang vd., 2017).
2.7.3.5. SCN1B (Sodium Channel, Voltage-Gated, Type I, Beta Subunit) Geni

Voltaj kapili sodyum kanallari, biiyiik bir a alt birim ve iki kii¢iik b alt birimden
(bl ve b2) olusur. SCN1B geni, voltaj kapili sodyum kanallarinin beta-1 alt birimini
kodlar. Voltaj kapili sodyum kanallari, ndronlar da dahil olmak {izere uyarilabilir
hiicrelerde aksiyon potansiyeli Gretimi icin gerekli olan multimerik protein
kompleksleridir ve merkezi gézenek olusturan alfa alt birimi ve 2 beta alt biriminden
olusur. Sodyum kanal beta-1 alt birimleri, kanal voltaj bagimliligin1 ve gegisini, kanalin
hlcre ylzeyi ekspresyonunu ve hicre-hiicre ve hlicre-matriks yapismasini modiile eder
(Patino vd., 2009).

2.7.3.6. SCN2A (Sodium Voltage-Gated Channel, Alpha Subunit 2) Geni

Bircok hiicre tipinde sodyum kanallari, ana olarak sinir ve kasta aksiyon
potansiyellerinin (AP) Uretilmesinden ve yayilmasindan sorumludur. Voltaja duyarh
sodyum kanallari, biiylik bir glikosile alfa alt biriminden (yaklasik 260 kD) ve 2 kiiciik
beta alt biriminden (33-39 kD) olusan heteromerik komplekslerdir. SCN2A geni 29 ekzon
ierir. (Kasai vd., 2001).
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Beyinde AP’lerin baslatilmasindan ve yayilmasindan sorumlu olan dort ana
sodyum kanalindan biri olan voltajli sodyum kanali NaV1.2'yi kodlayan SCN2A geni
cesitli epilepsi sendromlarina neden olan genlerden biridir. Tim genetik epilepsilere
gelince, SCN2A ile iliskili epilepsilerin fenotipik spektrumu, hafif epilepsi
sendromlarindan ciddi gelisimsel ve epileptik ensefalopatilere kadar genistir. SCN2A

geninde 140'tan fazla varyant tanimlanmistir (Hedrich, Lauxmann & Lerche, 2019).
2.7.3.7. SCN9A (Sodium Voltage-Gated Channel, Alpha Subunit 9) Geni

SCNOA, periferik sinir sisteminin nosiseptif ve sempatik noronlart ile
zenginlestirilmis, voltaj kapili bir sodyum kanalidir. Beynin subkortikal yapilarinda da
ifade edilir (McDermott vd., 2019). SCN9A geni, voltaj kapili sodyum kanallarinin
bilinen dokuz iiyesinden biri olan voltaj kapili sodyum kanali NaV1.7'yi kodlar. Esas
olarak dorsal kok gangliyon ndronlarinda ifade edilir, bu nedenle mutasyonlar1 esas
olarak agri bozukluklar: ile iligkilidir. Bununla birlikte, giderek daha fazla ¢alisma,
hastalarda SCN9A mutasyonlarinin son yillarda atesli nobetler, febril ndbet arti jeneralize
epilepsy (GEFS+) ve DS dahil olmak tizere degisken epilepsi fenotipleri ile iliskili
oldugunu goéstermistir (Zhang, Chen, Zhu, Zhang & Fang, 2020).

2.7.3.8. SLC2A1 (Solute Carrier Family 2, Member 1) Geni

Glukoz tastyict 1 (GLUT1) proteini beyin, plasenta ve eritrositlerde ana glikoz
tastyictyr kodlar (Baroni vd., 1992). Glikoz beyin hiicreleri i¢in enerji saglar. GLUTL,
kan-beyin bariyeri zerinde glikoz tasinmasinda 6nemli bir rol oynayan SLC2A1 geni
tarafindan kodlanan bir membran proteinidir (Ustyol vd., 2019). SLC2A1 geninin 10
ekzon igerdigini ve yaklasik 35 kb'yi kapsar (Wang, Kranz-Eble & De Vivo, 2000).
SLC2A1, esas olarak ilaca direngli hastalarda bir tedavi segcenegi olan ketojenik diyet ile
iligkisi nedeniyle ILAE yonergelerine gore en onemli epilepsi genlerinden biri olarak

tanimlanmistir (Altiokka-Uzun vd, 2018).
2.7.3.9. TBC1D24 (Tbcl Domain Family, Member 24) Geni

TBC1D24 geni, hicre i¢i vezikiillerin dogru taginmasi i¢in Rab proteinlerini ve
diger GTPazlar1 koordine eden Tre2-Bub2-Cdc16 (TBC) domeinini i¢ceren Rab'a spesifik
GTPaz aktive edici proteinlerin bir tiyesini kodlar (Campeau vd., 2014). TBC alani beyin
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ve somatik gelisimde vezikil kagaklari ile ilgili iken, TBC/lysin motif domain/catalytic
(TLDc) alaninin islevi biyiik Ol¢lide bilinmemektedir (Zhang vd., 2019). Rab-
GTPazlarin yani sira, ektopik olarak eksprese edilen TBC1D24 ayrica, hiicre ¢evresindeki
vezikiiler trafigin ve aktin organizasyonunun kontrolinde dnemli bir rol oynayan Ras
stper ailesinin kiicuk bir GTPaz olan ADP-ribosylation factor 6 (ARF6)’nin aktivitesini
baglar ve bastirir (Lin vd., 2020). Falace ve arkadaslari ilk olarak ailesel infantil
miyoklonik epilepsi (FIME) lokusu kromozom 16p13.3 iizerinde baglanti analizi ile
haritalanmistir (Falace vd., 2019).

2.7.3.10. GABRA1 (Gamma-Aminobutyric Acid Receptor, Alpha-1), GABRA2
(Gamma-Aminobutyric Acid Receptor, Alpha-2) ve GABRD (Gamma-
Aminobutyric Acid Receptor, Delta) Genleri

Gama-aminobiitirik asit (GABA), zara bagli y-aminobditirik asit tip A (GABAA)
reseptorlerine  baglanarak  sinyalleri  hlicreden  hicreye aktaran  sekresyon
transmitterleridir. GABA’nin GABAA reseptorlerine baglanmasi bir iyon kanali agarak
klorlr veya hidrojenkarbonat iyonlarinin gegmesine izin verir ve bdylece membran
potansiyelini degistirir. Cok ¢esitli dokularda bir¢ok rol oynarken, GABAA reseptorleri
ailesi en ¢ok hizli GABAergik nérotransmisyonun merkezi sinir sistemi aracisi olarak
calismaktadir (Steudle vd., 2020).

Ligand kapili bir kloriir iyon kanali olan GABAA reseptori, merkezi sinir
sisteminde GABAerjik inhibe edici bilesen olarak islev goriir. GABAA reseptorleri
heteropentamerlerdir ve her biri, 19 potansiyel alt birimden 5'i kullanilarak birlestirilir.
Bu alt birimlerin pentamerik birlesimi, hiicre zarinda merkezi bir iyon gézenegi olusturur.
Beyinde bircok alt birim tiirii ifade edilmesine ragmen, en bol bulunan GABAAa
reseptorlerinin iki ol, iki B2 ve bir y2 alt birimi icerdigi diistiniilmektedir (Hirofumi
Kodera vd., 2016).

Son 15 yilda, GABAA reseptorlerinin al, 2, B3, y2 veya & alt birimlerini
(sirastyla GABRA1, GABRB2, GABRB3, GABRG2 ve GABRD tarafindan kodlanan)
kodlayan genlerdeki mutasyonlar, hafif seyirli IJE’ler ve atesli nobetlerden (GABRA1 ve
GABRGZ2) DS, infantil spazmlar ve Lennox Gastaut sendromuna (GABRA1, GABRB2 ve
GABRB3) kadar bir¢ok farkli epilepsi formu ile baglantilidir. GABRA1 genindeki
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mutasyonlar ilk olarak JME genis bir ailede ve daha sonra de novo ¢ergeve kaymasi
mutasyonu olan ¢ocuklukta absans epilepsili sporadik bir hastada tanimlanmistir. Daha
yeni c¢aligmalar, GABRAl'deki mutasyonlarin DS'ye ve diger siddetli epileptik
ensefalopatilere de neden olabilecegini gostermistir. Fonksiyonel ¢alismalar,
mutasyonlarin haplo yetmezlik yoluyla ve/veya yabanil tip alt birimler Gizerinde dominant
negatif etki yoluyla hastaliga neden oldugunu gostermektedir. Mutant alt birimleri igeren
GABAA reseptoriiniin azaltilmig protein stabilitesi ve ylizey ekspresyonuna bagl olarak
gozlemlenen fonksiyon kaybi, ayrica GABA'ya karsi azalmig duyarlilik, noronlarda
inhibe edici girdilerin daha sonra azalmasina ve dolayisiyla artan uyarilabilirlige yol

acabilir (Katrine Johannesen vd., 2016).

GABAA reseptor alt birimlerini kodlayan genlerdeki genetik varyantlar yaygindir.
Bircogu, herhangi bir spesifik fenotipe neden olmayan dogal olarak olusan
polimorfizmler gibi goriinmektedir. Diger varyantlar ise hastalik yapici olarak
bildirilmistir ve beyinle iliskili bozukluklarda yaygin olarak incelenir. Bu IJE veya daha
siddetli epilepsiyle iliskili norogelisimsel sendromlara (6rn. Erken infantil epileptik
ensefalopati, EIEE19; OMIM 615744) duyarliliga neden olan patojenik GABRA1
varyantlarini igerir. GABRAL genindeki bir varyant ile epilepsi arasindaki ilk baglanti
2002 yilinda bildirilmistir (Steudle vd., 2020).

A2 alt birimini (GABRA2) iceren GABA tip A (GABA-A) reseptdrleri cogu beyin
bolgesinde eksprese edilir ve inhibitor sinaptik fonksiyonun module edilmesinde kritik
oneme sahiptir. GABRA2 lokusundaki genetik varyasyon epilepsi, afektif ve psikiyatrik
bozukluklar, alkolizm ve ilaglarin kétitye kullanimi ile iliskilendirilmistir (Mulligan vd.,
2019). GABRG2 mutasyonlari, GEFS+ ile jeneralize epilepsi, absans epilepsi ve epileptik
ensefalopati hastalarinda bildirilmistir (Butler vd., 2018).

GABRA1 ve GABRD alt birimleri olgun ndronlar tarafindan ifade edilen GABAAa
reseptor alt birimlerinin 6zellikleri Gzerinde derin bir etkiye sahiptir ve bu nedenle
GABA'ya yanit olarak noronal uyarilabilirligi etkilerler. Ayrica beyinde sinyal devresi
olusumu igin 6nemli bazi siireglere katkida bulunabilirler (Carlson & Yeh, 2011).

GABAA reseptorunin (GABRD) delta alt birimini kodlayan gen baglangicta hem
JME hem de GEFS+ ile genetik epilepsi i¢in duyarlilik aleli olarak tanimlandi. Biri
GEFS+ ailesinde (p.E177A) ve digeri (p.R220H) olmak tizere iki farkli kayip mutasyonu
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rapor edilmistir (Dibbensvd., 2004). JME'de GABRD mutasyonlarinin baska
replikasyonu rapor edilmemistir (Gilsoul, Grisar, Delgado-Escueta, de Nijs & Lakaye,
2019).

2.7.3.11. SLC4A10 (Solute Carrier Family 4, Member 10) Geni

SLC4A10 geni, SLC4 gen ailesinin Na-bagli HCO3 tastyicilarinin alt grubuna ait
bir Na-bagimli CI-HCO3 degistirici olan SLC4A10'u kodlar. SLC4A10, ¢esitli hiicrelerde
hiicre ici pH regulasyonunda 6nemli rol oynar. Koroid pleksusta SLC4A10, epitel
hiicrelerinin bazolateral membraninda kuvvetle eksprese edilir, bu da transepitelyal
elektrolit tasinmasinda ve beyin omurilik sivisimin dretiminde rol oynar (Jacobs vd.,
2008).

SLC4A10, beynin koroid pleksus epitel hiicrelerinin yani sira temel ve inhibitor
noronlarda eksprese edilen bir Na* ¢iftli Clp/HCO3— esanjoriidiir. Sasirtici bir sekilde,
idiyopatik epilepsi dahil olmak tizere farkli norolojik bozukluklar, SLC4A10 genini
kapsayan blyuk genomik bolgelerin heterozigot delesyonlart ile iligkilendirilmistir (Anne
Sinning, Liebmann & Hibne, 2015).

2.7.3.12. Noronal Nikotinik Reseptér (nAChR) Genleri (CHRNA2, CHRNA4 ve
CHRNB?2)

Kolinerjik reseptorler, somatik ve otonom sinir sisteminin sinyal iletiminde islev
gorar. Reseptorler, ligand asetilkolin tarafindan etkinlestirildikleri i¢in adlandirilir. Bu
reseptorler, caligmalarina katkida bulunan ayri aktive edici ligandlara ikincil olarak
adlandirilan nikotinik ve muskarinik reseptorlere boliinmiistiir. Nikotinik reseptorler
agonist nikotine yanit verirken, muskarinik reseptorler muskarine yanit verir. Iki reseptor,
sirastyla iyonotropik ligand kapili ve G-protein bagli reseptorler olarak islev bakimindan
farklilik gosterir (Carlson & Kraus, 2018). Kolinerjik sistem, hafiza, sindirim, kalp
atisinin kontrolii, kan basinci, hareket ve diger bir¢ok islevde 6nemli rol oynayan otonom
sinir sisteminin onemli bir sistemi ve bir dalidir (Tiwari, Dwivedi, Singh, Mishra &
Chandy, 2013).

NAChR'ler, asetilkolin tarafindan aktive edilen, post-sinaptik uyarim ve

norotransmiter salinimi iireten bir pentamerik katyon kanallari ailesidir. insanlarda
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nAChR'leri kodlayan on alt1 gen tanimlanmistir. Dort nAChR geni, CHRNAZ2, CHRNA4,
CHRNAY ve CHRNB2 epilepsi ile iligkilendirilmistir (Wei vd., 2017).

CHRNAA4, tanimlanan ilk epilepsi genidir ve nAChR'lerin a4 alt birimini kodlar.
a4 alt birimi, insan beynindeki en yaygin iki nAChR'den biri olan yiiksek afiniteli ve
yavasca duyarsizlasan heteropentamer o4P2* 'nin bir bilesenidir. Bugiline kadar,
noktlrnal frontal lob epilepsisinde alti CHRNA4 mutasyonu, besi ailesel vakalarda ve biri
sporadik vakalarda tanimlanmistir. Fonksiyonel ¢aligmalardaki mutasyonlar genellikle
fonksiyon kazanimi gosterir. Otozomal dominant nokturnal front lob epilepsi ve diger
epilepsi fenotipleri vakalarinda, tanimlanmamis patojeniteye sahip birkag ek varyasyon
bildirilmistir.

CHRNAZ2, hem B2 hem de B4 alt birimleriyle heteromerik bir nAChR olusturan
a2 alt birimini kodlar. Bagimsiz iki otozomal dominant nokturnal front lob epilepsi
ailesinde iki CHRNA2 mutasyonu (p.1279N ve p.I1297F) bildirilmistir. Fonksiyonel
calismalarda, p.I1279N mutasyonunun fonksiyon kazanimina sebep oldugu ve p.1297F
mutasyonunun fonksiyon kaybedici etki gosterdigi bildirilmistir. Son zamanlarda, BFIS
olan bir ailede bir mutasyon (p.R376W) tanimlanmistir (Aridon, P vd., 2006; Conti vd.,
2015; Trivisano vd., 2015).

CHRNB?2, a4p2* ve 02p2p34 heteropentamerlerinin olusturulmasina katilan 2 alt
birimini kodlar. 2 alt biriminin kesin islevi belirsizdir. Farelerde f2 alt biriminin genetik
olarak delesyonu, prelimbik ve infralimbik alanlarda piramidal néronlarda dendritik
omurga yogunlugunda bir azalmaya yol agar. Otozomal dominant nokturnal front lob
epilepsi hastalarinda bes mutasyon ve bir IJE kohortunda farkli iki mutasyon
tanimlanmistir. Fonksiyon kazanimi, otozomal dominant nokturnal front lob epilepsi ile
iliskili ti¢ mutasyonda (p.V287L, p.V287M ve p.L301V) saptanmistir (Wei vd., 2017).

NAChR'ler sinapslarda hizli sinyal iletimine aracilik eden ligand kapili iyon
kanallarinin bir stiper ailesinin tyeleridir. nAChR'lerin homolog alt birimlerden olusan

heteropentamerler oldugu diistiniilmektedir (Kormelink & Luyten, 1997).
2.7.3.13. EFHCL1 (Ef-Hand Domain-Containing Protein 1) Geni

EFHCL1 sentrozom ve N-terminalindeki mitotik ig iplikciklerinde lokalize olan

mikrotibdl ile iligkili bir proteindir (MAP). Fonksiyon kaybi mitotik ig organizasyonunu
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bozdugu i¢in EFHC1'in hiicre bélinmesinde rol oynadig: bildirilmistir. Dahasi, gelisen
neokortekste, akut EFHC1 eksikligi projeksiyon ndronlarinin radyal gég¢iinii bozar (de
Nijs vd., 2012). Bu protein, hareketli silyalari olan hiicrelerde yiiksek oranda eksprese
edilir ve aksoneme boyunca ve bazal vicutta bulunur (Ikeda vd., 2003). Toplam 11
ekzondan olusan ve 6p12.2 lokusunda bulunan EFHC1 gen mutasyonlar1 daha 6nceki
bir¢ok ¢alismada JME ile iliskilendirilmistir (Suzuki vd., 2004).

2.8. Yeni Nesil Dizileme Ydntemi

Ik kez 1977 yilinda Sanger tarafindan tamimlanan dideoksi niikleotid ile zincir
sonlanmas1 yontemi ile dizileme tanimlandigindan bu yana, DNA dizi analizi tibbi
arastirmalar ve genetik tanida kullanilan en 6nemli teknik olmustur (Sanger, Nicklen &
Coulson, 1977). Glinlimiizde hala DNA dizi analizi i¢in altin standart metod olarak kabul
edilse de, okuma uzunlugunun kisaligi, sonu¢ verme siiresi ve baz basi maliyeti gibi

onemli sinirliliklart mevceuttur (Van Dijk, Auger, Jaszczyszyn & Thermes, 2014).

Masif paralel dizileme veya yiiksek verimli dizileme olarak da bilinen yeni nesil
dizileme (NGS), milyonlarca DNA veya RNA dizisinin eszamanli dizilisine izin veren
bir teknolojidir. NGS teknolojileri birinci nesil dizileme teknolojisi olarak kabul edilen
geleneksel Sanger dizileme yontemiyle karsilastirildiginda, daha diisiik maliyetle daha
yliksek verim saglar ve popiilasyon Ol¢eginde genom arastirmalarina olanak tanir.
Geleneksel dizileme yontemlerine kiyasla NGS'nin avantajlari arasinda g¢oklu 6rnek
caligabilme, diisiik frekansli varyantlarin tespitinde daha ytiksek hassasiyet, yliksek 6rnek
hacimleri i¢in daha hizli geri doniis siiresi ve daha diisiik maliyet yer alir (Park & Kim,
2016).

NGS, Sanger dizileme kullanilarak ilk insan genomunun dizilenmesi uzun yillar ve
milyarlarca dolar gerektirmisti. Bununla birlikte, NGS'nin ortaya ¢ikmasiyla, tam bir
insan genomu artik birkag¢ giin i¢inde 1.000 dolardan daha az bir fiyata dizilenebilir hale
gelmistir. NGS, laboratuvar tibbinda genis bir uygulama yelpazesine sahiptir ve hassas
tibbin biitiinlesmis bir parcast haline gelmistir. Son yillarda, NGS ile ilgili yaymlarin
sayis1 onemli Olglide artmis, bircok alanda ve bir¢ok uygulamada yeteneklerini ortaya

koymustur. Onemli uygulamalar sunlar1 igerir: tiim genom dizileme, hedeflenmis gen
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panelleri yeni nesil dizilenmesi, de novo dizileme, tam transkriptom analizi ile gen
ekspresyon analizi, kiicik RNA dizileme, metilasyon analizi, protecom arastirmalarinda
DNA baglayic1 proteinleri hedefleyen antikorlar tarafindan ekstrakte edilen DNA
dizilemesi (ChIP-Seq) ve niikleaz fragmantasyonu ve dizilenmesi. Bu uygulamalar su
anda ¢ok sayida alanda ¢alismalar yiiriitmek i¢in kullanilmaktadir: 1) yaygin ve nadir
hastaliklarin genetik teshisi ve hedeflenen yeninesil dizileme ile nedensel genlerin kesfi;
2) kanser arastirmasi; 3) mikrobiyolojik ¢aligmalar; 4) atasal DNA'nin kullanim1 da dahil
olmak Uzere evrimsel ve popllasyon galismalari; 5) dogum Oncesi genetik tani; 6)
transkriptom calismalari; 7) kisisel kimlik / adli tip; 8) metagenomik calismalar; 9)

mitokondriyal genom c¢alismalari; 10) immiinoloji ¢alismalar1 ve 11) bitki biyolojisi.

Teknoloji, yapisal bozukluklar, onkoloji ve bulasici1 hastaliklar gibi durumlar icin
teshis, prognoz ve tedavi seciminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Insan hastaliklarmin
genetik temelinin belirlenmesi, altta yatan patolojiyi anlamak, erken tani yapabilmek,
onleme ve daha iyi tedavi segeneklerini gelistirmek ve kapsamli bir genetik danisma

verebilmek i¢in ¢ok 6nemlidir. (Morey vd., 2013).
Sekanslama ile Saptanan Varyantlarin Stmflandirilmasi

Genomik varyasyonun smiflandirilmasi ve yorumlanmasi olduk¢a karmagsik bir
disiplindir ve klinik ortamda hasta yararini en st diizeye ¢gikarmak ve zarari en aza
indirmek i¢in dogruluk ve tutarlilik ihtiyaci ¢ok onemlidir. Genomik teknolojideki
devrim, hizla artan sayida yeni hastalik geninde yeni varyantlarin rutin tespitinin
artmasina yol a¢ti. ACMG, 2016 yilinda, su anda ABD'de ve bircok Avrupa merkezinde
yaygin olarak benimsenmis olan varyant yorumu ig¢in ayritili bir sistematik cerceve
tasarlayarak karsilasilan zorluklari ele almaya c¢alisti. Bu uluslararast kriterler bir
varyantin klinik olarak énemi hakkinda siniflandirma yapmaktadir. Bu kilavuz, uzman
goriisii ve ampirik verilerle bilgilendirilen kriterler kullanilarak sekans varyantlarinin
siiflandirilmast  i¢in  gilincellenmis standartlar1 ve yonergeleri agiklamaktadir.
Simiflandirma genel olarak patojenik-muhtemelen patojenik, klinik 6nemi bilinmeyen ve
benign-muhtemelen benign olarak sunulur. Her patojenik kriter, cok guicli (PVS1), gugli
(PS1-4), orta (PM1-6) ve destekleyici (PP1-5) olarak ayrilirken her benign kriter, tek
basina (BA1), giiclii (BS1-4) veya destekleyici (BP1-6) olarak tanimlandirilir (Richards
vd., 2015).
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Cizelge 2.2. Varyantlarin degerlendir
2015)

ilmesinde kullanilan veritabanlar1 (Richards S.

Populasyon veri tabanlari

Ekzom Agregasyon konsorsiyumu-Gnomad
https://gnomad.broadinstitute.org

Bu web sitesinde saglanan v2 veri seti (GRCh37 / hgl9),
cesitli hastaliga Ozgii ve popilasyon genetik
caligmalarinin bir pargasi olarak siralanan bagimsiz
bireylerden 125.748 ekzom dizisini ve 15.708 tam genom
dizisini kapsar.

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

Avrupa ve Afrika kokenli Amerikalilarin birkag¢ biiyiik
kohortunun  ekzom  dizilimi sirasinda  bulunan
varyantlarin veritabani.

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

26 popiilasyondan diisiik kapsaml1 ve yiiksek kapsamli
genomik ve hedefli dizileme sirasinda bulunan
varyantlarin veritabant.

dbSNP Bir¢ok kaynaktan sunulan kisa genetik varyasyonlarin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp (tipik olarak <50bp) veri tabani.
dbVar Bircok kaynaktan sunulan yapisal varyasyon veri taban

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

(genellikle >50 bg)

Hastaliklar icin veri tabanlari

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

Insan varyasyonlarmin klinik 6nemi ve fenotip iligkisi ile

ilgili veri tabani.

OMIM
http://www.omim.org

Hastalikla iligkili genetik varyantlarin temsili bir
orneklemesini de iceren insan genleri ve genetik kosullar

veritabani.

Human genome mutation database
http://www.hgmd.org

Literatiirde yayimnlanan varyant anotasyonlar1 veritabani.

Lokus / Etnik / Hastalik / Diger o6zel veri ta

banlan

Human Genome Variation Society
http://www.hgvs.org/dblist/dblist.html

Insan Genomu Varyasyon Toplulugu sitesi, insan
varyasyonunun belirli alt kiimeleri hakkinda varyanta ek

Leiden Open Variation Database

http://www.lovd.nl

aciklamalar saglayan binlerce veritabanindan olusan bir
liste gelistirdi. Leiden Agik Varyasyon Veritabani
sisteminde biiyiik bir veri tabani yilizdesi olusturulmustur.

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

Ensembl genom tarayicisimi  kullanarak genomik
mikrodizin verilerini fenotipe bagdastiran klinisyen ve
aragtirmacilar i¢in molekiiler bir sitogenetik veritabani.

Sekans veri tabanlari

NCBI Genome Tam insan genom referans dizilerinin kaynagi
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genome
RefSeqGene Medikal olarak ilgili gen referans dizisi kaynagi

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/refseq/rsg

Locus Reference Genomic (LRG)
http://www.Irg-sequence.org

MitoMap
http://www.mitomap.org/MITOMAP/Huma

nMitoSeq

Insan mitokondriyal DNA's1 igin revize edilmis

Cambridge referans dizisi.
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Cizelge 2.3. Varyasyonlar i¢in in siliko tahminleme araglar1 (Richards S. 2015)

http://consurftest.tau.ac.il

http://fathmm.biocompute.org.uk

http://mutationassessor.org

http://www.pantherdb.org/tools/csnpScoreForm.jsp

http://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html

http://sift.jcvi.org

Evrimsel korunum

http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go Protein yapist ve
fonksiyonu
http://agvgd.iarc.fr/agvgd_input.php
http://mendel.stanford.edu/SidowLab/downloads/ Protein yapisi ve
MAPP/index.html fonksiyonu, evrimsel
Yanhg http://www.mutationtaster.org korunum
xiar;rﬁlar http://mutpred.mutdb.org
iginy http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2
http://provean.jcvi.org/index.php Varyant dizisi arasindaki
benzerlik ve protein dizilimi
benzerligi
http://snpanalyzer.uthsc.edu Coklu dizi hizalamas: ve
protein yapi analizi
Condell http://bg.upf.edu/fannsdb/ SIFT, Polyphen2 ve
MutationAssesor’i
birlestirir
CADD http://cadd.gs.washington.edu Simule  varyantlar1 ile
insanlarda sabit/ neredeyse
sabit tiiretilmis aleller
http://mendel.stanford.edu/sidowlab/downloads/gerp/in | Markov modelleri
dex.html
http://www.cbch.umd.edu/software/GeneSplicer/gene_ | Pozisyona bagli sonug
Kesim spl.shtml
noktasinda http://www.umd.be/HSF/ Maksimum entropi prensibi
bulunan http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_sc | Noral aglar
varyantlar oreseq.html
icin http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2 Noral aglar
http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html Agirlik matriks modeline
dayanan ek terleri igin
turlere 6zgl 6ngori
http://lwww.softberry.com/berry.phtmi?topic=fsplice&g | Genomik evrimsel oran
Nukleotid roup=programs&subgroup=gfind profili
korunmusluk | http://compgen.bsch.cornell.edu/phast/ Koruma puanlamasi ve
tahmini http://compgen.bsch.cornell.edu/phast/ korunan unsurlarin
http://compgen.bsch.cornell.edu/phast/help- belirlenmesi

pages/phyloP.txt
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ACMG Siniflandirmasinda kullanilan skorlama Kriterleri
Patojenik kriterler;
1) Cok Giclu Patojenite Kaniti

PVSI1: Fonksiyon kaybinin bilinen bir hastalik sebebi oldugu durumlarda anlamsiz,

cergeve kaymasi mutasyonlari, baglama kodonu ya da bir¢cok ekzonun delesyonudur.
2) Patojenik Etkinin Gii¢lii Kanitlari

PS1: Daha 6nce patojenik oldugu belirlenen varyantla niikleotid degisiminden bagimsiz

olarak ayni amino asit degisimi

PS2: Hastada bulunup aile hikayesi olmadan de novo gorilmesi.

PS3: Varyantin zararl etkisi in vivo ve in vitro ¢alismalarla desteklenmekte
PS4: Varyantin etkilenen bireylerde prevelansinin anlamli derecede artmasi.
3) Patojenik Etkinin Orta Dereceli Kanitlar1

PM1: Benign varyasyonlarin goriilmedigi hot-spot (Mutasyonlarin fazla gerceklestigi
sicak bolgeler) noktalar ve kritik fonksiyonel alanlarda bulunmasi

PM2: Ekzon Sekans Projesi, 1000 Genom veya ExAC gibi konsorsiyumlarda diisiik alel

frekansi.

PM3: Cekinik hastaliklar i¢in bagka bir patojenik varyantla trans halinde tespit edilen

varyant.
PM4: Protein uzunlugunun ¢ergeve ici delesyon ya da insersiyonla kisalmasi.

PM5: Daha dnce patojenik oldugu belirlenen bir missense varyasyonun oldugu amino

asitte olan novel bir missense varyant
PMG6: Aile bilgisi 6grenilmeden de novo olarak gorulen varyasyonlar.
4) Patojeniteyi Destekleyen Kanitlar

PP1: Hastaliga neden oldugu kesin olarak bilinen bir gende birden fazla etkilenen aile

uyesinde hastalikla birlikte kiimelenme
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PP2: Benign yanlis anlamli varyasyon gorilme sikliginin diisiik oldugu bir gende

saptanan yanlis anlamli varyant.

PP3: Birden fazla biyoenformatik algoritma tarafindan gen veya gen Urund zerinde

bulunan varyantin patojenitesini destekleyen

PP4: Hastanin fenotipi veya aile ykiisii, tek bir genetik etiyolojiye sahip bir hastalik i¢in
oldukca spesifiktir.

PP5: Giivenilir kaynaklar tarafindan yakin zamanda patojenik olarak bildirilen fakat

ancak laboratuvarin bagimsiz bir degerlendirme yapabilmesi i¢in kanit yoktur.
Benign kriterleri;
1) Benign Etkinin Bagimsiz Kaniti

BA1: Ekzom Dizileme Projesi, 1000 Genom projesi veya EXAC projelerinde mindr alel

frekans1 %35’in lizerindedir.
2) Benign Etkinin Gliglii Kanit
BS1: Hastalik i¢in dngoriilenden yiiksek alel frekansi

BS2: Erken yasta tam penetrasyon beklenen ve saglikli bir erigkin bireyde resesif
(homozigot), dominant (heterozigot) veya X’e bagli (hemizigot) olarak gozlenebilen

hastalik durumu

BS3: In vivo ve in vitro calismalarla protein fonksiyonu ve splaysta zararli etkisinin

g6zlemlenememesi.
BS4: Bir ailenin etkilenen Uyelerinde segregasyon eksikligi
3) Benign Etkiyi Destekleyen Kanitlar

BP1: Kirpma (Truncating) varyasyonlarin sebep oldugu bilinen bir hastalikta missense

varyant

BP2: Tamamen penetran, dominant bir gen/hastalik i¢in Patojenik bagka bir varyantla
trans halinde ya da herhangi bir kalitm modelinde Patojenik baska bir varyantla cis

halinde gézlemlenmesi

BP3: Bilinen bir islevi olmayan, genomda bulunan tekrar bolgelerindeki cergeve igi

delesyon/insersiyonlar
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BP4: Cok sayida biyoenformatik algoritma tarafindan, gen veya gen uriini tizerinde bir

etkisi olmadigin1 géstermesi benign varyant
BP5: Varyantin, hastalik i¢in alternatif bir molekiiler temele sahip bir vakada bulunmasi.

BP6: Giivenilir kaynaklar tarafindan son zamanlarda benign olarak bildirilen, ancak
bulgularin bir laboratuvar tarafindan bagimsiz bir degerlendirme yapmak i¢in uygun

olmamasidir.

BP7: Splays islemi Uzerine higbir etki gostermeyen ve nukleotidi ¢ok fazla korunmayan
es anlamli(sessiz) variant (Richards vd., 2015).
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hastalar

Calismaya Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali
polikliniginde Aralik 2018- Ekim 2019 tarihleri arasinda idiyopatik jeneralize epilepsi
tanist alan 32 hasta (22 kadin, 10 erkek) dahil edilmistir. Hastalarin yaslar1 17-57 arasinda
degismektedir. Ortalama yas ise ~28,9 olarak saptanmistir.

Hasta veya ebeveynlerine ¢alisma ile ilgili bilgi verilerek goniillii onam formlari
imzali olarak alindi. Calisma icin Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar

Etik Kurulu’ndan gerekli izin belgesi 2018/25 kayit numarasi ile alindu.
3.1.1 Hasta Segimi

Olgularin detayli anamnezleri alinmis olup, fizik muayene bulgulari, laboratuvar
bulgulari, 6zge¢mis bilgileri, soyge¢mis bilgileri ve aile agaglar1 standard bir forma
kaydedilmistir. Idiopatik jeneralize epilepsi hasta degerlendirme formu olusturularak

bltln hastalar i¢in form doldurulmustur (EK-1).
Olgularin ¢alismaya dahil edilme kriterleri;

i.  IJE tams: almis olmak

ii. Herhangi bir ek nérolojik bulgusu bulunmamasi

iii. Calismaya katilmak i¢in goniillii olmak ve goniillii olur formunu doldurup imzalamis
olmak.

Iv. 16-60 eriskin yas araliginda bulunmasi

Olgularin ¢alismaya dahil edilmeme kriterleri;
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1. Hastalarda akrabalik iliskileri bulunmasi
ii. Epilepsi oykiilerinde travmatik bulgularin olmasi
ii1. Klinik olarak bilinen bir sendrom veya hastaliga uymayan bulgular1 olmasi

iv. Hastalarda entelektiel yetersizlik ve major konjenital anomali bulunmasi

3.2. YONTEM

Calismanin laboratuvar basamag Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Merkezi Tibbi Genetik Anabilim Dali Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezi’nde
gerceklestirilmistir. Calisma esnasinda kullanilan  yontemler sirasiyla asagida

belirtilmistir.

3.1.1. Periferik kandan DNA eldesi ve konsantrasyon dl¢iimu

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, Noroloji Anabilim Dal1 polikliniginde idiyopatik
jeneralize epilepsi tanisi konulan hastalardan alinan 2 ml. periferik kan érneklerinden
genomik DNA eldesi, EZ1 DNA Blood izolasyon kiti ile ¢alisan EZ1 Advanced XL
otomatik niikleik asit izolasyon cihazinda Ureticinin protokolliine gore gerceklestirildi.
Elde edilen genomik DNA (gDNA)'nin final hacmi 100 ul olacak sekilde ayarlandi. DNA
materyallerinin kalite 6l¢iimleri agisindan konsantrasyonlari ve saflik degerleri NanoDrop
cihaz1 kullanilarak gerceklestirildi. DNA’larin saflik dereceleri acisindan 260/280 orant
2’den biiyiik olanlar ve konsantrasyonlari 20 ul/ng'in altinda olanlar igin izolasyon iglemi
tekrar edildi. izolasyon sonrasi diger asamalarda kullanilmak iizere her bir DNA’ya hasta
haklar ve etik degerler goz onunde bulundurularak 6zel laboratuvar kodlari verildi ve

DNA’lar -20 °C'lik derin dondurucuda uygun sartlar muhafaza edildi.

3.1.2. Hedeflenmis Gen Panelinin Hazirlanmasi

Idiyopatik jeneralize epilepsi ve genetik etiyolojisi hakkinda bilgi igeren ilgili veri
tabanlarinin ve literatiir taramasinin sonucunda, 1JE ile iliskili oldugu diisiiniilen toplam
18 gen calismaya dahil edildi. Calismada ilgili genlerin kodlama yapan tiim ekzon

bolgeleri ile tim ekzon/intron splays bolgelerini kapsayacak sekilde primerlerin
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tasarlanmis olmasina dikkat edildi. Calismaya dahil edilen genler: iyon kanallari alt
unitelerini kodlayan CHRNA2, CHRNA4, CHRNB2, CLCN2, GABRA1, GABR2, GABRD,
KCNQ2, KCNQ3, KCNT1, SCN1A, SCN1B, SCN2A, SCN9A ve 1JE ile iliskili/aday
olabilecegi belirlenen EFHC1, SLC2A1, SLC4A10, TBC1D24 genleriydi. Bu genlere 6zgu
tasarlanan Qiaseq Targeted DNA Custom Paneli kullanilarak g¢alismamizi yaptik.
Calisilan 18 gene ait kanonik transkriptleri, transkript ID ve ekzon sayilar1 Cizelge 3.1°de

verilmistir.
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Cizelge 3. 1. Calisilan genler ve transkript bilgileri

. Exon
Gen Gen Tammi Transkript ID
Sayisi
Cholinergic Receptor, Neuronal Nicotinic, Alpha Polypeptide
CHRNA2 . ENST00000407991.3 7 Exon
CHRNA4 | Cholinergic Receptor, Neuronal Nicotinic, Alpha Polypeptide | ENST00000370263.9 6 Exon
Cholinergic Receptor, Neuronal Nicotinic, Beta Polypeptide
CHRNB2 5 ENST00000368476.4 6 Exon
CLCN2 Chloride Channel 2 ENST00000265593.9 24 Exon
GABRA1 | Gamma-Amimobutyric Acid Receptor, Alpha-1; Gabral ENST00000393943.10 10 Exon
GABRA2 | Gamma-Aminobutyric Acid Receptor, Alpha-2 ENST00000381620.9 10 Exon
GABRD Gamma-Amimobutyric Acid Receptor, Delta ENST00000378585.7 9 Exon
Potassium Channel Voltage-Gated Kqt-Like Subfamily
KCNQ2 ENST00000359125.6 17 Exon
Member 2
Potassium Channel Voltage-Gated Kqt-Like Subfamily
KCNQ3 ENST00000388996.10 15 Exon
Member 3
KCNT1 Potasstum Channel, Subfamily T, Member 1 ENST00000371757.7 31 Exon
SCN1A Sodium Channel, Neuronal Type I, Alpha Subunit ENST00000674923.1 29 Exon
SCN1B Sodium Channel, Voltage-Gated, Type I, Beta Subunit ENST00000262631.11 6 Exon
SCN2A Sodium Channel, Voltage-Gated, Type I1, Alpha Subunit ENSTO00000375437.7 27 Exon
SCNO9A Sodmum Channel, Voltage-Gated, Type Ix, Alpha Subunit ENST00000642356.2 27 Exon
EFHC1 Ef-Hand Domain (C-Terminal)-Containing Protein 1 ENST00000371068.11 11 Exon
Solute Carrier Family 2 (Facilitated Glucose Transporter
SLC2A1 ENST00000426263.10 10 Exon
Member 1)
Solute Carrier Family 4 (Sodum Bicarbonate Transporter-
SLC4A10 ENST00000446997.6 27 Exon
Like), Member 10
TBC1D24 | Tbcl Domain Family, Member 24 ENST00000646147.1 8 Exon

3.1.3. Hedef genlere ait kiitiiphanelerin olusturulmasi

Calismamizda sekanslanmasini hedefledigimiz genlerin kutUphanelerinin elde
edilmesi igin izole edilen genomik DNA’lar kullanilarak ‘Qiaseq Targeted DNA Custom
Panel’ yontemi kullanildi. YOntemin is akis semalar1 Sekil 3.1°de verilmistir. Hastalara
ait periferik kan orneklerinden elde edilen genomik DNA’larin konsantrasyonlari,
kiitiiphaneler olusturulmadan ©6nce Qubit dSDNA HS Assay kiti (Thermo Fisher
Scientific, Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak Qubit 4 florometre (Thermo Fisher

Scientific, Amerika Birlesik Devletleri) cihazinda tekrar 6l¢uldu.
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3.1.3.2. Qiaseq Yontemi ile Kiitiiphane Olusturulmasi

Qiaseq yontemi ile kiitiiphane olusturulmasinin bes ana basamagi ve sonrasinda

gergeklestirilen kiitiiphane kantitasyonu Sekil 3.1°de 6zetlenmistir.

* DNA kalite l¢imleri ‘
* 10-40 ng konsantrasyon aras1 optimize etme J 0 ><><
* Fragmentasyon ONA
Fragmentasyon
A
* Fragmente DNA'lara UMI ve indekslerin eklenmesi : + §
+ Magnetik boneuklar il pirifikasyon s *
: ‘ UMI ve index eklenmesi
5 "
+ Olgouieotd prmerer e hedef bl 2engilesticmesi I— I .
i - Mgtk boneklr e plcogren Tek orimer uzantisi le
v hedef zenginlegtirme
) +
+ Zenglgime ilemi sonras kin idekoern klenmest. ™
* Amplifikasyon Ornek indekslenmesi
» Magnetik boncuklar ile piirifikasyon v ve amplfikasyon
5 - %* :\ |
' Sekanslamaya hazr
ik
+ Quant Assay Kit l kantitatfslgim ‘ ‘*“"‘_ ~
UM: Unique molecular index  UP: Universal primer
: Gene specific primer ~ SIP: Sample index primer
D * NextSeq§50 YND sistemi ile okuma FP: Forword primer
platformu

Sekil 3.1. Qiaseq hedefli DNA panellerinin is akig1 semasi

40



Genomik DNA ve Fragmentasyon:

1. DNA Kkalite olgiimleri Qubit ile yapildi. Orneklerin konsatrasyonu 10-40 ng
aralifinda ayarlandi. 16.75 pl DNA PCR tiipiine eklendi

2. DNA fragmentasyonu ic¢in 2,5 pl 10X Fragmentasyon Buffer, 0,75 ul FERA
sollisyonu ve 5 ul Fragmentasyon Enzimi ile hazirlanan reaksiyon karigimi DNA
uzerine eklendi.

3. Thermal cycler’in 1s1s1 +4 °C’ye getirildi ve tiipler cihaza yerlestirildi. PCR
baslatildi. Fragmentasyon PCR kosullar1 Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. DNA Fragmentasyon PCR Protokoli

4°C 32°C 72°C 4°C

1 Dakika 24 Dakika 30 Dakika 1 Dakika

UMI ve Index Eklenmesi:

1.  PCR bitiminde 6rnekler +4 °C soguk blok iizerine alindi.

2. Bu asamada fragmente DNA’ya UMI (Unique Molecular Index) ve IL-N7## Index
isaretlenmesi gergeklestirilmektedir. Orneklerin izerine Cizelge 3.3’te belirtilen
miktarlarda ilgili komponentler ilave edildi. Ardindan 6rnekler kisa sureli vorteks-spin
yapildi ve PCR cihazimna yerlestirildi. PCR cihazinda 20 °C’de 15 dakika isleme tabi
tutuldu.
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Cizelge 3.3. UMI ve indeksleme PCR karisimi hazirlanmasi

Komponent Hacim
Fragmente DINA miks 25 pl
5= Ligaswvon Buffer 10 pl
LN 7#% adaptori 22l
DMNA Iigaz 5l
Ligasyon solisyonn 7.2 ul
Toplam 50 pl

UMI ve indekslerle baglanmis DNA'nin temizlenmesi

3. Indexlenmis DNA pargalarinin temizlenmesi amaciyla QIAseq Bead’ler (Magnetik
boncuk) ile kullanildi.

4. PCR cihazindan alman 50 pl hacimdeki ¢rnekler 1.5 ml’lik DNA Lobind tiiplere
aktarildi. Uzerlerine hacmi kadar (50 pl) nukleaz icermeyen su ve 100 ul QlAseq Bead
eklendi. Pipetaj yapilarak homojen sekilde karistirildi. Oda 1sisinda 5 dakika inkibe
edildikten sonra 10 dakika magnetik stand (zerine bekletildi.

5. Magnetik boncuklara baglanan 6rneklere dokunmadan dipte toplanan slipernatant
atidi.

6. Magnetik stand Uzerinde bulunan aym tlplere 200 pl %80°lik ethanol eklendi.
Lobind tiip magnetik stand Uzerinde hafifce dondirilerek boncuklarin yikanmasi

saglandi. Ardindan siipernatant atild1.

7. 9. asama bir kez daha tekrarlandi ve magnetik stand iizerinde iken oda 1sisinda

alkolden arindirmak igin tamamen kurumaya birakildi.

8.  Magnetik boncuklar alkolden uzaklastiktan sonra tiplere 52 pl niikleaz icermeyen
su eklendi ve pipetajla karistirildi. Ornek tiipleri magnetik stand (izerine yerlestirildi ve
stpernatant tamamen berraklasana kadar bekletildi.
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9. Tipte toplanan 50 pl siipernatant yeni bir lobind tiip igerisine alindi. Uzerine 50 ul
QIAseq Bead eklendi ve pipetaj yapildi. Once oda 1si1sinda 5 dakika ardindan magnetik
stand Uzerinde 5 dakika inkiibasyona birakildi.

10. Magnetik boncuklara baglanan 6rneklere dokunmadan berrak olan siipernatant atildi.

11. Magnetik stand tzerinde bulunan bu ttiplere 200 ul %80 ‘lik ethanol eklendi. Lobind
tip magnetik stand Uzerinde 90 C®lik agilarla saga-sola dondurilerek boncuklarin

yikand1 ve ardindan siipernatant atildu.
12. 11. asama tekrarlandi.
13. Lobind tiipteki alkolii tamamen uzaklastirmak igin 10 dakika oda 1sisinda bekletildi.

14. Magnetik standta bulunan tuplere 12 ul nukleaz icermeyen su eklendi ve magnetik
boncuklarla birlikte pipetaj yaparak karistirildi. Siipernatant berraklasana kadar magnetik

stand tzerinde bekletildi. Daha sonra 9,4 pl slipernatant temiz bir PCR tiipiine aktarildu.

Hedef Zenginlestirme:

1. Ugiincii asama olan ilgili genleri iceren sentetik oligonikletidler ile hedef

zenginlestirme asamasina gegildi.

2. Hedef zenginlestirme reaksiyon miks hazirlanmasi ve PCR kosullar1 sirasiyla

Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.4. Hedef zenginlestirme reaksiyon karigimi hazirlanmasi

Hedef Zenginlestirme

Komponent Hacim
Hedef kiitiphane 9.4 pl
5x TEPCR Buffer 4 pl
QIASEQ Targeted DNA Panel (Sentetik oligoniikleotid miks) Sl

IL Forward Primer 0,8 pl
HotStar Tag DNA Polymerase 0,8 pl
Toplam 20 pul
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Cizelge 3.5. Hedef zenginlestirme PCR kosullari

e R R R N
“ 98°C 98°C 8°C 72°C 4°C 4°C

b
2 Dakika 15 Saniye 10 Dakika 5 Dakika 5 Dakika =

3. PCR bitiminden sonra tiim PCR iiriinii, 1.5 ml’lik Lobind tiipe alind1. Uzerine 80 pl
nukleaz icermeyen su ve 100 pl QlAseq Bead eklendi ve pipetajla karistirildi.

4. Oda sisinda 5 dakika inkubasyon sonrasi, magnetik standta 5 dakika magnetik

beadlerin ayristirildi. Berraklasan siipernatant atildi.

5. Magnetik stand tzerindeki lobind tlplere %80 ‘lik ethanolden 200 pl eklendi. Tipler
stand Uzerinde 2-3 kez dondirilerek magnetik boncuklar yikandi ve siipernatant

uzaklastirildi. Bu islem 1 kez daha tekrarlandi.
6. Magnetik stand lizerindeyken 10 dakika tiim alkoliin uzaklastiritlmasi saglandi.

7. Tuplere 16 pl nukleaz icermeyen su eklendi. Hafifce pipetajla karistirildi. Tlpler
tekrar magnetik standa konuldu.

Amplifikasyon asamasi:

1.  Universal PCR amplifikasyon asamasi, i¢erisinde liyofilize halde, birbirinden farkl

IL-S5## Index’ler iceren strip tiiplerde gerceklestirildi.

2. Toplam 13,4 ul berraklagsan siipernatant tiiplerden alinarak her bir hastaya ait
siipernatant farkli bir strip kuyuya konuldu. Universal PCR amplifikasyon reaksiyon

miksi hazirlanmasi ve PCR kosullari sirasiyla Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7°de verilmistir.
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Cizelge 3.6. Universal PCR Amplifikasyon Reaksiyon karisimi hazirlanmasi

Amplifikasyon [Universal PCR}) |

Komponent Hacim
Temizlenen hedef zenginlestirilmis DMNA 13,4 pl
5x UPCR Buffer 4 ul
HotStar Tag DNA Polymerase 1l
Mukleaz icermeyen su 1,6 pl
Toplam 20 pl

Cizelge 3.7. Universal PCR Amplifikasyon Kosullari

et
| e [T 98 50°C N 4 4
2 Dakika 15 Saniye 2 Dakika 5 Dakika 5 Dakika .
- 20 Dongii 1. Dangl

3. PCR Urunt 1.5 ml’lik Lobind tiipe aktarildi. 80 ul nukleaz igermeyen su ve 100 pl
QIAseq Bead eklendi. Pipetaj ile homojenize edildi.

4. 5 dakika oda 1s1sinda ve ardindan 5 dakika magnetik standta inkubasyona birakildi.
Magnetik beadler ayrigtiktan sonra berraklasan siipernatant atildi.

5. Magnetik boncuklarin tizerine 200 pl %80 ‘lik ethanol koyuldu. Tipler stand
uzerinde 2-3 kez donduriilerek magnetik boncuklar yikand1 ve siipernatant uzaklastirildi.

Bu islem 1 kez daha tekrarlandi.
6. Magnetik stand Uzerindeyken 10 dakika tiim alkoliin uzaklastirilmas1 saglandi.

7. Tuplere 32 ul nukleaz icermeyen su konularak magnetik boncuklar hafifce pipetajla
homojenize edildi. Tupler tekrar magnetik standa alindi. Amplifikasyon drinlerini iceren

ve berraklasan siipernatanttan 28 pl alinarak yeni PCR tiipiine aktarild.
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8. Hazirlanan kiitiiphaneler 0,2 pl’lik PCR tiipii igerisinde -20 °C buzdolabinda

saklandi.
Kitiphane Kantitasyonu:

1. Hazirlanan kiitliphanenin kantitasyonu QIAseq Library Quant Assay Kiti
kullanilarak Rotor Gene Real Time PCR cihazinda gergeklestirildi.

2. Kiitiiphane 6rnekleri, 1/50’lik, 1/5000°1ik ve 1/50.000’lik diliisyon serileri seklinde
seyreltildi.

3. Kitigerisinde bulunan ILM DNA standarti i¢in de 5 adet seri diliisyon hazirlandi.

4. PCR mixi SYBR Green boya kullanilarak hazirlandi. SYBR Green PCR mix
hazirhig1 Cizelge 3.8’de gosterilmistir.

Cizelge 3.8. SYBR Green PCR Mix Bilesenleri

SYBR Green PCR Karigimi

Komponent Hacim
Primer mix (10 pnM) 0,8 pul
SYBR Green ROX Fast Mastermix 10 pl
Mlukleaz icermeyen su 6,7 ul
Toplam 17,5 pul

5. Tiplere 17,5 ul SYBR Green PCR mix dagitildi ve her bir tiipe 2,5 pl dilue
standartlardan sirasiyla 3’er tekrar olarak koyuldu. Ardindan 3 tekrar da NTC (Non

Template kontrol- Su kontrol) eklendi.

6. 1/5000 ve 1/50.000 seklinde dilue edilen kiitiiphaneler sirasiyla eklendi ve
RotorGene RealTime PCR cihazina yiiklendi. Real-Time PCR Protokoli Cizelge 3.9°da

verilmistir.
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Cizelge 3.9. Real-Time PCR Protokoli

I T T T T
10 Dakika 15 Saniye 5 Saniye 5 Saniye 60 Saniye*
e g

* 30. Déngil sonunda floresans 15ima icin veri toplanmaktadir.

7.  PCR sonrast cihazin ‘Green’ kanalindan analiz gergeklestirildi ve dilue edilen
orneklere ait CT (threshold cycle, reaksiyona girdigi dongii) degerleri kaydedildi. Elde
edilen CT Nanomolar (nM) cinsine doniistiiriilerek kiitiiphanelerin kantitasyonu

tamamlandi.

3.1.4. Yeni Nesil Dizi Analizi Cihazina Kiitiiphanelerin Yiiklenmesi
3.1.4.1. Qiaseq Panel ile Hazirlanan Orneklerin Dizilenmesi

e  Dizilenmeye hazir 6rnek kitliphaneleri, kartusa niikleaz icermeyen su kullanilarak
yiikleme konsantrasyonu olan 4 nM’e indirildi.

e 4 nM konsantrasyona indirilen her bir 6rnekten 5’er ul alinarak tek bir tlipte ortak
kiitiiphane hazirlandi.

e  Kituphanenin denatlirasyonu amaciyla NaOH kullanildi. 0,2 N NaOH’e hazirlandi.
e 4 nM ornekten 5 ul ve 0,2 N NaOH’den 5 pl pipetaj ile karistirildi, 5 dakika oda
1sisinda inkiibe edildi.

e  Kituphanenin denattirasyonunu sonlandirmak igin tizerine pH 7’1 olan 200 mM Tris
HCL (Hidroklorik Asit)’den 5 pl eklendi.

e  Eppendorf tipe 985 pl Hibridizasyon Buffer (HT1) eklendi ve icerisine 15 pl 6rnek
(5 ul 4nM kitiuphane + 5 pl 0,2 N NaOH + 5 pl 200mM TrisHCL) eklendi ve pipetaj
yapilarak 20 pM Kkiitiiphane hazirlandi.

e Yeni bir ependorf tlip Uzerine 1203 ul Hibridizasyon Buffer (HT1) eklendi ve 20 pM
kituphaneden 97 ul eklendi ve pipetajla karigtirildi.

e  Kutlphane ylklenmesi asamasinda, temiz bir 1,5ml’lik eppendorf tiipe 1994 pl HT1
ve 6 ul 100 uM Read 1 Primer eklendi ve homojen bir sekilde karistirildi. NextSeq
kartusunda 7. pozisyondaki kuyucuga tamami aktarildi.
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e 1,5 pM olarak hazirlanan 6rnegin tiim hacmi NextSeq kartusunda 10. pozisyondaki
kuyucuga yuklendi.

e NextSeq Flowcell, NextSeq kartusu, NextSeq Buffer kartusu ve atik kutusu
NextSeq500 cihazina yerlestirilerek (Sekil 3.2) dizileme islemi baglatildi.

W/

NextSeq 500
Yiikleme Kartusu

Flowceell
Buffer Haznesi

© Atk Sisesi

Sekil 3.2. NextSeq 550 sistemi (Al- Ornek yiikleme A2- Flowcell ve cihaz lzerindeki
flowcell yuvasi goriintiisit A3- Buffer kartusunun cihaza yerlestirilmesi A4- Reaktif
kartusunun cihaza yerlestirilmesi B- NextSeq 500 kartus format1 goriintiisii C- NextSeq
500 Cihaz1 ve reaktifler)

3.1.5. Biyoinformatik Analiz (Verilerin Degerlendirilmesi)

Yeni nesil dizileme sonrasinda ilgili genlerin hedeflenmis dizilerini ve kalite
skorlarini igeren bir metin formatinda olan FastQ ham veri dosyalar1 elde edildi. FastQ
dosyalarindan doniistiiriilen analize hazir human genome (hgl9) referans dizisine
hizalanmis olan bam dosyalari, biyoinformatik analizi i¢in Qiagen Ingenuity Variant
Analysis (IVA) ve Qiagen Clinical Insight (QCI) yazilimlari kullanildi. Ayrica hedeflenen
genlerin nukleotid dizilimlerinin goérsel olarak incelenmesi amaciyla IGV (Integrative
Genomics Viewer- Broad Institute) programi kullanildi. Qiagen Ingenuity Variant
Analysis (IVA) ve Qiagen Clinical Insight (QCI) yazilimlari kalite skorlamalari ve belirli
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filtrelemelerden basariyla gegen genetik varyasyonlarin tespit edilmesi, patojenitesinin
belirlenmesi amaciyla kullanildi. Varyantlarin filtrelenmesinde, sinonim varyantlarin
filtrelenmesi ve ExAC, GenomAD, dbSNP gibi agik erigsimli veri tabanlari ve populasyon
bilgi bankalarinda IJE insidans1 da dikkate alinarak minor alel sikligt (MAF) %1’in
ustiinde olan varyantlar filtrelendi. Saptanan genetik varyasyonlarin ve patojenitesinin IJE
ile iliskili olup olmadigini degerlendirmek amaciyla faydalanilan acik erisimli ¢evrimigi
veri tabanlar;; HGMD (Human Genom Mutation Database), NCBI (National Center for
Biotechnology Information) , dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism Database),
VarSome (The Human Genomics Community) ve Franklin by Genoox araglaridir. In
siliko tahminleme algoritmalar1 olarak; Mutation Taster, PolyPhen (Polymorphism
Phenotyping v2), SHIFT (Sorting Intolerant From Tolerant), DANN skorlamasi
(Patojenite skorlama methodolojisi), GERP (genomic evolutionary rate profiling score)
ve CADD Skorlamasi (Combined Annotation Dependent Depletion) verileri dikkate

alinmustir.

3.1.6. Saptanan varyantlarin Sanger Sekans Yontemi Dogrulanmasi ve Segregasyon

Analizleri

Dogrulama ve segregasyon analizi i¢in hastanin her iki ebeveyninden ve varsa
saglikli kardesten alinan periferik kan orneklerinden gDNA’lar elde edildi. Uygun
oligoniikleotid primerlerin tasarimi Ensemble veri tabani, FastPCR (PrimerDigital Ltd,
Finland) ve PerlPrimer (owenjm) programlarindan faydalanilarak gergeklestirildi.
Varyasyon bolgeleri uygun primerler kullanilarak PCR yontemi ile ¢ogaltild1 ve %2’lik
Agaroz jelde PCR amplifikasyonlarina ait bantlar gorintilendi. PCR amplikonlarinin
purifikasyon islemi ExoSap-I1T (ThermoFischer Scientific, ABD) ile ger¢eklestirildikten
sonra Big Dye Terminator Cycle Sequencing kit v3.1 (ThermoFischer Scientific, ABD)
ile Forward ve Reverse sekans spesifik PCR’lar1 yapildi. Sefadex ve spin kolon ile
pirifikasyonlar1 gergeklestirildi (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Saflagtirilmis
ornekler Applied Biosystems ABI 3130XL (ThermoFischer Scientific, ABD) sekans
cihazinda dizilendi. Cihazdan elde edilen niikleotid dizi verileri, Chromas ve BioEdit

yazilim programinda goriintiilenerek analiz islemleri yapildi.
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3.2. CALISMADA KULLANILAN MATERYALLER
3.2.1. Sarf Malzemeler ve Cihazlar Listesi

Calismada kullanilan sarf malzemeler Cizelge 3.10°da, NGS’da kullanilan hedefli
yeni nesil dizi analizi gen panellerinin igerigi Cizelge 3.11 ve laboratuvarda kullanilan

cihazlar Cizelge 3.12’de verilmistir.

Cizelge 3.10. Sarf Malzeme Listesi

EZ1 DNA Blood izolasyon kiti (Qiagen, Hilden, Almanya)
0.2 ml PCR Tiipii (Axygen Biosciences, Union City, Amerika Birlesik Devletleri)
1.5 ml LoBind Tupl (Eppendorf, Hamburg, Almanya)

Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Amerika Birlesik
Deviletleri)

Qubit Assay Tup (Thermo Fisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)

9099.9 Ethanol (Isolab)

15 ml'lik Falkon Tup (Isolab)

50 ml'lik Falkon Tp (Isolab)

NextSeq 500/550 Mid Output Kit v2.5 (300 Cycles) (Flowcell, Buffer, Kartus)
(Illumina, Cambridge, Ingiltere)

Distile Su (Qiagen, Hilden, Almanya)

Qiaseq (Targeted DNA Sequencing) Paneli (Qiagen, Hilden, Almanya)

Cizelge 3.11. Qiaseq (Hedefli Gen Paneli Yeni Nesil DNA Dizileme) Panel
Komponentleri (Qiagen, Hilden, Almanya)

Fragmantasyon Buffer, 10X
Fragmantasyon Enzim Mix
FERA Solusyonu

Ligation Buffer, 5X

DNA Ligaz

Ligasyon Solusyonu

TEPCR Buffer, 5X

UPCR Buffer, 5X

HotStar Tag DNA Polimeraz
QIAseq Purifikasyon Bead
Nuklease Free Su

Tlgili Genlere Ozel Primerleri igeren Custom Probe
IL-N7## Index Adaptor
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IL-S5## Index Adaptor
IL-Forward Primer
QIAseq A Read 1 Primer
1.5 ml LoBind Tup

0.2 ml PCR tip

Qubit Assay Tup

15 ml'lik Falkon Tup

50 ml'lik Falkon Tup

2099.9 Ethanol

Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kit

QIAseq™ Library Quant Assay Kit (Catalog no. 333314)

Cizelge 3.12. Calismada Kullanilan Cihaz Listesi

EZ1 Advanced XL Otomatik Niikleik Asit Izolasyon Cihaz1 (Qiagen, Hilden,
Almanya)

NanoDrop (Nanodrop 2000C, Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)

Vorteks (LMS, Tokyo, Japan)

Santrifuj (Thermo Fisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)

Single-Channel Pipetler (0,2-10ul / 2-20 ul / 20-100 ul/ 100-1000ul) (Eppendorf,
Hamburg, Almanya)

Multi-Channel Pipet (2-20 ul) (Eppendorf, Hamburg, Almanya)

DynaMag -2 Magnet (Thermo Fisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)

DynaMag-96 Side (Thermo Fisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)

+4°C Soguk Blok (Qiagen, Hilden, Almanya)

Sensquest Thermal Cycler (PCR Cihazi) (Labcycler, Hilden, Almanya)

Applied Thermal Cycler (PCR Cihazi) (Thermo Fisher Scientific, Amerika Birlesik
Devletleri)

Qubit 4 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)

QIAgility (Qiagen, Hilden, Almanya)

Real-Time PCR (Qiagen, Rotor-Gene Q, Almanya)

NextSeq™ 550 Sequencing System (Illumina, Cambridge, Ingiltere)

Applied Biosystem 3130 XL Sanger Sekans dizileme Cihazi (Thermo Fisher Scientific,
Amerika Birlesik Devletleri)
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Calismaya toplam 32 IJE klinik 6n tanis1 konulan hasta dahil edildi. Hastalar
cinsiyet dagilimlar agisindan, 22 (% 68.75) kadin ve 10 (% 31.25) erkekten olusmaktadir.
Hastalarin yaslari ise 17 ile 57 arasinda degismekteydi. Calismaya dahil edilen hastalarin
yas ortalamasi 28,9 olarak saptandi. IJE ve genetik etiyolojisi hakkinda bilgi igeren ilgili
veri tabanlarinin ve literatiir taramasinin sonucunda, IJE ile iliskili oldugu diisiiniilen
toplam 18 gen calismaya dahil edildi. Bu genler iyon kanallar: alt tinitelerini kodlayan
CHRNA2, CHRNA4, CHRNB2, CLCN2, GABRAL, GABR2, GABRD, KCNQ2, KCNQ3,
KCNT1, SCN1A, SCN1B, SCN2A, SCNOYA ile JE’yle iliskili veya aday olabilecegi
ongorilen EFHC1, SLC2A1, SLC4A10, TBC1D24 genleriydi. Calismada ilgili genlerin
ekzon bolgelerinin ve ekzon/intron splays bolgelerinin kapsanacak sekilde dizilenmesine
dikkat edildi. Bu genlere 0zgu tasarlanan ‘Qiaseq Targeted DNA Custom Panel’

kullanilarak 6rneklere ait NGS kiitiiphaneleri hazirlandi ve ¢alisildi.

Caligmaya dahil edilen 32 hastadan JENGS-32 numarali hastanin nérolojik
muayenesinde, Marfan Sendromu siiphesi nedeniyle hastanin bu yonde klinik takibine
karar verildi. Bu sebeple hastaya ait NGS ¢alisma sonuglar1 ¢alismada sunulan NGS

verilerinden ¢ikarilmistir.

Hastalik baslangic yaslarina bakildiginda, hastalik baglama yas1 en erken 8 yas, en
gec ise 34 yast1. Ug hastaya ait hastalik baslangic yas1 ise saptanamadi. Hasta grubundaki
kisilere iliskin yas, hastalik baslangic yasi ve cinsiyet dagilimi Cizelge 4.1°de yer

almaktadir.
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Cizelge 4. 1. Hasta grubundaki kisilere iliskin yas, hastalik baslangi¢ yasi ve cinsiyet
dagilimi

No Proje No Dogum Yihi Baslangic vas1 Cinsivet
1 JENGS-1 2003 14 yasg K
2 JENGS-2 1963 8 vasg E
3 JENGS-3 1995 15 vasg K
4 JENGS-4 1992 21 was K
5 JENGS-5 1998 16 yasg E
(1] JENGS-6 1986 17 vasg K
7 JENGS-7 2000 10 vag E
] JENGS-8 1995 15 yas E
9 JENGS-9 1998 15 vas K
10 | JENGS-10 1963 16 vyas E
11 | JENGS-11 1979 17 vyas K
12 | JENGS-12 1998 15 vasg E
13 | JENGS-13 1996 13 vasg K
14 | JENGS-14 1997 17 vasg K
15 | JENGS-15 1989 14 vas K
16 | JENGS-16 1991 15 vyas K
17 | JENGS-17 1973 34 wag K
18 | JENGS-18 1990 10 vag K
19 | JENGS5-19 1997 16 vas E
20 | JENGS-20 1998 8 vas K
21 | JENGS-21 1989 18 yas K
22 | JENGS-22 2003 16 vyas E
23 | JENGS-23 1970 —-— K
24 | JEINGS-24 1974 12 vas K
25 | JENGS-25 1984 —-— K
26 | JENGS-26 1983 18 vasg K
27 | JENGS-27 2001 —-— K
28 | JENGS-28 1999 14 vyas K
20 | JENGS-29 2001 13 yas K
30 | JENGS-30 2001 15 vas E
31 | JENGS-31 2000 13 vas K
32 | JENGS-32 1996 18 vag E

( K: Kadm, E: Erkek)

JENGS23, JENGS25 ve JENGS27 numarali hastalarin hastalik baglangi¢ yaslarina

hasta kayitlarindan ulagilamadi.

Hastalarin 19’unda elektroensefalografi (EEG) sonuglarina goére anomali
saptanmistir  (%59,3). Hastalardan sadece JENGS7°’de manyetik rezonans (MR)

sonucunda sag serebellar hemisferde ven0z malformasyon saptanmis, diger hastalarin MR
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sonuglart normal olarak degerlendirilmistir. Hastalarin 17’sinde ailede ve yakin
akrabalarinda nobet Oykiisii bulunmazken, 15 hastanin ailesinde nobet oykiisii vardi

(%53). 4 hastada IJE agisindan risk olusturan bir faktér mevcuttu (%12,5).

Hastalardan 16’sinda IJE sendrom tipi JME (%50), 5’inde JTKN (%16,6) olarak
saptandi. Diger 11 hastanin sendrom tipi bilgileri Cizelge 4.3’te verildi. 14 hastada ndbet
tipi TK, MK (%43,75) olarak degerlendirildi. 18 hastaya ait nobet tipi bilgileri Cizelge
4.3’te verildi. Hastalardan 17’si son bir yil igerisinde nobet gecirmemisti (%53), 10’u ayda
birden az ndbet gecirmisti (%31) ve 5’1 ayda birden fazla nobet dykiisiine sahipti (%15,6).

Calismaya alinan hastalarin klinik verileri; epileptik ndbet tipi, sendrom tipi, son 1
yildaki nébet sikligi, EEG bulgulari, tibbi kayit, akrabalik dykiisii ve diger risk faktorleri
ile ilgili bilgiler Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji Anabilim Dal1 polikliniginde
degerlendirildi (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3).
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Cizelge 4. 2. Calismaya dahil edilen hastalara iliskin EEG bulgulari, tibbi kayit bilgileri, akrabalik bilgileri, risk faktorleri

loulary, tibbi kay Risk Faktorleri
_ JENGS-1 Yok Abla ve kuzende ndbet ovkisi Dogumda kordon dolanmas: dvkiisi
m JENGS-2 EEG’de ITE anomalisi Yok Yok
3| JENGS-3 Yok Var Yok
- JENGS-4 EEG de IJE anomalisi Dedesinin kardeginde ndbet &ykisi Yok
5| JENGS-5 Yok Bilgi yok Yok
_ JENGS-6 EEG de IJE anomalisi Annesinin tevzesinde nébet ovkist Yok
- JENGS-7 MR 'da -sag serebral hem Vendz malformasyon siiphesi Kuzeninde nébet dykiisii Yok
m JENGS-8 EEG de IJE anomalisi Teyzesinde nibet aykiisi Yok
m JENGS-9 Yok Babasinda nébet oykiisi Yok
m JENGS-10 Yok Kizinda nébet oykiisii Yok
m JENGS-11 Yok Ablasinda ndbet oykiisi Yok
m JENGS-12 EEG’de IJE anomalisi Yok 3 kez febril konvillziyon dvkiisii
m JENGS-13 Yok Yok Yok
m JENGS-14 Tok Yok Yok
m JENGS-15 EEG’de ITE anomalisi Yok Yok
m JENGS-16 EEG’de ITE anomalisi Yok Yok
JENGS-17 Yok Dedesinde ndbet oykiisi Yok
m JENGS-18 Yok Kardesinde ndbet ykisi Yok
m JENGS-19 EEG’de IJE anomalisi Yok Yok
m JENGS-20 EEG’de ITE anomalisi Yok Yok
m JENGS-21 EEG de IJE anomalisi Baba tarafinda nébet oykiisi Yok
m JENGS-22 EEG’de ITE anomalisi Yok Yok
m JENGS-23 Yok Yok Ikiz dogum, asfiksi dvkiisi
m JENGS-24 EEG’de IJE anomalisi Yok Yok
m JENGS-25 EEG’de ITE anomalisi Babasinda nébet oykiisi Yok
m JENGS-26 Yok Yok Yok
JENGS-27 EEG de IJE anomalisi Annesinde nabet ovkiisi Prematiire dogum, afebril konviilzivon, geligme geriligi
m JENGS-28 EEG de ITE anomalisi Kuzeninde nébet dykiisi Yok
m JENGS-29 EEG de ITE anomalisi Yok Yok
m JENGS-30 EEG de ITE anomalisi Yok Yok
m JENGS-31 EEG’de ITE anomalisi Kuzeninde ndbet oykisi Yok
m JEMGS-32 EEG de IJE anomalisi, yizde vapisal bozukluk Yok Yok

(EEG: Elektroensefalografi, 1JE: idiyopatik jeneralize epilepsi, MR: Manyetik rezonans gériintiileme)

55



Cizelge 4. 3. Hastalara ait epileptik nobet tipi, IJE sendrom tipi ve son 1 yildaki nobet siklig1 bilgileri

____No | ____Projeno | Epileptik nobet tipi Son 1 yildaki nobet sikiigs

JEMGS-1 TEK, MK JME Ayda 1'den fazla
JENGS-2 TE, MK IME Ayda 1'den az
— JEMGS-3 TEK, MK JME Ayda 1'den fazla
m JENGS-4 TE, MK IMIE Ayda 1'den az
— JEMG5-5 TK, MK JIME Yok
— JENGS-6 TK, MK IME Yok
JENGS-7 TK yok Ayda 1'den az
— JENGS-8 TK Uyamirken gelen JK Yok
— JEMNGS-9 Tonik yok Yok
m JENGS-10 Tonik yok Ayda 1'den az
m JEMGS-11 TK JTKMN Yok
JENGS-12 TK JTKN Yok
m JENGS-13 TK, MK IME Yok
m JENGS-14 TK, MK IME Yok
m JEMGS-15 TK, MK JIME Ayda 1'den az
m JENGS-16 TK, MK IME Ayda 1'den az
JENGS-17 TK Grandmal epilepsi Yok

. 18 | JENGS-18 TK Grandmal epilepsi Yok
m JENGS-19 TK, MK IME Yok
m JENGS-20 Absans CCAE Yok
m JENGS-21 TK JTKN Yok
m JENGS-22 TK UGIK Ayda 1'den fazla
m JENGS-23 TK UGIK Yok
m JENGS5-24 Absans CCAE Ayda 1'den az
m JENGS-25 TK UGIK Ayda 1'den az
m JEMGS-26 TK, MK JME Ayda 1'den az
JENGS-27 TK JTKN Yok
m JENGS-28 TK, MK IME Yok
m JENGS-29 Sekonder jeneralize miyoklonik IME Ayda 1'den fazla
m JENGS-30 MK IME Ayda 1'den fazla
m JENGS-31 TK JTKMN Ayda 1'den az
m JEMGS-32 TK, MK IMIE vok

(TK: Tonik-klonik, MK: Miyoklonik, JME: Juvenil miyoklonik epilepsi, JTKN: Jeneralize tonik-klonik nobetleri, UGJK: Uyanirken gelen JK nobetleri, MR: Manyetik
rezonans gorintileme, CCAE: Cocukluk ¢agi absans epilepsi)
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4.2. NGS Bulgular

Calismada 32 hastaya ait gDNA orneklerinden hedeflenmis yeni nesil dizileme
yontemi ile toplam 18 gene ait kodlama yapan ve ekzon/intron splays bolgelerine 6zg
sekanslama islemi gerceklestirildi. NGS islemi sonucu elde edilen veriler dogrultusunda
hedeflenen toplam 18 gen acisindan 280 ekzon ve ekzon/intron splicing bolgeleri
degerlendirildiginde >96 oraninda kaplam yiizdesine ulasilmis oldugu goriildii. Hedef
genlerin UMI indeks kaplami >10x ve >30x’te ortalama >%99 olarak gozlendi. Saptanan
niikleotid degisimleri agisindan NGS verileri degerlendirilirken okuma derinligi en az 20
olarak kabul edildi.

Calisilan biitiin 6rneklere ait verilerin kalite 0l¢iit parametreleri acisindan yeterli ve
analize uygun oldugu belirlendikten sonra elde edilen verilerin biyoinformatik analiz
akis1 temel basamaklar1 Sekil 4,1°de belirtilmistir. Calismada elde edilen ham (raw)
veriler QCI Analyze Universal 1.7.0 programu ile fastq formatindan Sequence Alignment
Map (SAM) / Binary Alignment Map (BAM) ve Variant Call Format (.vcf) formatina
doniistiirtildii. Ardindan Qiagen Clinical Insight (QCI) ve Qiagen ingenuity variant
analysis (IVA) programi ile saptanan varyasyonlarin patojenite agisindan analizleri
gergeklestirildi.

Varyasyonlarin ¢ok yonlii degerlendirmesi icin klinik veri bankalari, in siliko
fonksiyonel analizleri, popiilasyon veri tabanlar1 gibi faydalanilan baglica uygulamalar;
insan genom mutasyon veritabani (HGMD), Online Mendelian Inheritance in Man
(OMIM), ClinvVar, HGNC, dbSNP, Exome Sequencing Project (ESP), 1000 Genomes
Project (1000G), Exome Aggregation Consortium (ExACg), MutationTaster, SIFT,
PolyPhen-2 HDIV, PROVEAN, Human Splicing Finder, GeneSplicer, GERP,
PhyloP’dir. Ayrica ‘VarSome The Human Genomics Community’ ve ‘Franklin by
Genoox’ agik erisimli varyasyon anotasyon arama motorlarindan da yararlanildi. Benign
ve muhtemelen benign olarak saptanan varyasyonlar degerlendirmeye alinmadi. Bu
kapsamda hastalarda klinik dnemi bilinmeyen (VUS), muhtemelen patojenik ve patojenik
olarak degerlendirilen varyasyonlar, saptandiklar1 hastalarin ¢alisma protokoliine gore
genotip ve segregasyon bilgileri Cizelge 4.4 te belirtilmistir. Cizelge 4.5’te varyasyonlara
ait dbSNP kayitlari, ACMG-2015 skorlari, ClinVar verileri ve patojenitesi bilgileri

verilmistir.
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Baz cagirma

Varyant
gagirma

Anatosyon-
Filtreleme

Nedensel
varyasyonlar

e Floresan sinyallerin kromatogram piklerine
donistirdlmesi

e Kisa okumalarin bulundugu *fastq verileri

e insan referans genomu tizerine verilerin hizalama
islemi
e SAM/BAM dosyalari

e Referans genomdan farklilik iceren érnek verilerinin
bulunmasi

e .vcf dosyalar

e \Veritabani aramasi ve filtreleme
e VVaryasyonlara ait kiiclik anotasyon listesi

* Nedensel varyasyonlarin kesfi
e Patojenik varyasyonlar

N N 2 U/ U

Sekil 4. 1. NGS verileri biyoinformatik analizi is akist
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Cizelge 4. 4. Calismaya dahil edilen hastalarin genotip ve aile segregasyon analizi sonuglart

NM_006516.3(SLC2A1):c.814A>G, p.lle272Val Heterozigot Ebeveynler hayatta degil

NM_001165963.2(SCN1A): c.560G>A, p.R187Q Heterozigot Paternal kahtim

NM_004366.6(CLCN2):¢.2481T>G, p.lle827Met Heterozigot Paternal kalitim

NM_001199107.2(TBC1D24):c.*1C>T Heterozigot ]

NM_005458.8(GABBR2):¢.2575G>A, p.Asp859Asn Heterozigot Maternal kalitim

NM_001178015.2(SLC4A10):c.2852G>A, p.Arg951GIn | Heterozigot -

NM_001037.5(SCN1B):c.632G>A, p.C211Y Heterozigot _

NM_004366.6(CLCN2):¢.1603A>G, p.Met535Val Heterozigot Maternal kalitim

NM_001199107.2(TBC1D24):c.641G>A, p.Arg214His | Heterozigot -
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Cizelge 4. 5. Calismaya dahil edilen hastalarin dbSNP kayitlari, ACMG skorlari, ClinVar verileri ve patojenite bilgileri

No Gen Sonug dbSNP ClinvVar ACMG Patojenitesi
JENGS-2 | srco41 | NM_006516.3:¢.814A>G 1773478979 - PM1, PM2, PP3 VUS
. PM1, PM2, PP2,
JENGS-7 SCNi4 | NM_001165963.2:c.560G=A | (5777631884 VUS Olasi Patojenik
PP3
PM1, PM2, PP2,
JENGS-11 | czenn | NM_004366.6:¢2481T>G ] ] VUS
PP3
JENGS-12 | 1pcip24 | NM_001159107 2:c*1C=T rs370047688 VUS PM2, BP4 VS
JENGS-15 | G4ppr2 | NM_005458.8:¢.2575G>A rs79773606 Benign PP2, PP3, BPG VUS
JENGS-16 | srcqq70 | NM_001178015.2:¢.2852G>A | 15748518515 . PM1, PM2, PP2 VS
, ] a7 g2n Celiskili
JENGS-26 | scnjp | NM_001037.5:¢.632G=A rs150721582 PM2, PP3, BP6, VUS
patojenite
JENGS-29 | crcne | NM_004366.6:c.1603A>G r51313875037 - PM2, PP2, PP3 VUs
liskili PM1, PM2, PP2,
JENGS-30 | 7Bcip24 | NM_0011991072:c.641G>A | 10200324356 Gelisill VUS
patojenite PP3, BPG
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Cizelge 4. 6. Calismaya dahil edilen hastalarda saptanan varyasyonlarin genotip ve in siliko tahminleme skorlari

Hasta Gen Kalitim Transkript HGVSc HGVSsp SIFT PolyPhen CADD DANN | GERP
. Muhtemelen
JENGS-2 SLC2A1 | OD NM _006516.3 c.814A>G | p-(Ile227Val) Tolere Benign Zararh(19.9) 0.995 | 513
Muhtemelen
JENGS7 |SCNIA |OD NM 0011659632 | c560G>A | p-(Argl87Gl) | Zarark | " Zararth (31) | 0.999 | 5.3
ararlt
Muhtemelen
JENGS-11 | CLCN2 oD NM 004366.6 ¢.2481T>G | p-(I1le827Met) | Zararh Zararl Zararh (22.9) | 0.996 | 5.36
ararli
Muhtemelen
JENGS-12 | TBC1D24 | OR NM 001199107.2 - NP NP 0.7 4.15
- c.*1C>T Zarars1z(<10)
JENGS-15 | GABBR2 | OD NM_005458.8 ¢2575G>A | p-(Asp859Asn) | Zararh | Benign Zararli (23.7) | 0.998 | 5.11
Muhtemelen
JENGS-16 | SLC4A10 | UN NM 0011780152 | ¢.2852G>A | p-(Arg9S1GIn) | Tolere | " Zararh (27.5) | 0.999 | 5.42
ararli
Muhtemelen
JENGS-26 | SCN1B OD NM _001037.5 c.632G=A | p(Cys211Tyr) | Zararl Zararl Zararh (27.6) | 0.997 | 4.94
ararlt
JENGS-29 | CLCN2 OD NM _004366.6 c.1603A>G | p-(Met535Val) | Zararli | Benign Zararh (23.2) | 0.994 | 5.13
: Muhtemelen
JENGS-30 | TBC1D24 | OR NM 001199107.2 | cg41G=A | p-(Arg214His) | Tolere Zararl Zararh (25) 0.994 | 5.42
ararlt

(OD: Otozomal dominant, OR: Otozomal resesif, HGVSc: insan Genom Varyasyon Toplulugu veri tabaninda bir varyantin kodon pozisyonu, [3] HGVSp: Insan

Genom Varyasyon Toplulugu veri tabaninda bir varyantin protein pozisyonu)
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Calismamizda VUS ve muhtemelen patojenik olarak saptanan ve segregasyon
analizleri yapilan varyasyonlarin ilgili hastalardaki IGV ve Sanger sekans gorintuleri
Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de gosterildi.

43,395,310 bp 43,395,320 bp

chri1:43,395,317F

Total count: 225
L ]
149 (A6%%G, 66+, 83—

: MF (59, O=, 17- 12
D159 (A49%6, Fo+, 83—

u_‘mun}

SLC2Z21
chr1: 4329104694342 539
id = MNMW_OO0se516.3

Exon mnumber: &
Aamino acid codina mnurmberr:
272

Sekil 4.2. JENGS-2 numarali hastada SLC2A1 geninde saptanan varyasyona ait IGV
gorantusu

- | [ ] I B B o 1 [ 1 Baba
31 piiz  qit a1z aiz  q21a2 212 q21.32  q22.1 q22.32 -
€. .A € 6@ c
65bp

101,056,140 bp 101,086,150 bp 101,066,160 bp A N AN AN \ ,
1 1 ] 1 JE= AV VAVAWAYA BVAWAY,
VY VY VY Yin/ vy
AA XAAN ANN

chr9:101,056,152

@ Total count: 670
A:0 Anne

C:327 (49%, 160+, 167-

proren ——
chr9:101050391-101471217
id = NM_005458.8

A0 AT O

Exon number: 18 (I’:” A AAT CACCTCRATCAAA
Amino acid coding number: T:343 (51%, 165+, 178~ N - A
859 — y WVAVAVAY.W ! AWiWA v N A
— AVAVATRVATAVAVAVAVAR FAY YA'A
AYAY YV Y N XY A
GCTGGGGATTTTGATCGAGGT'SATTTTTT
o o L H t K Hasta
130 1
A A T k A C C T (: R A T C A A
NM_005458.8(GABBR2):¢.2575G>A, (p.Asp859Asn) Heterozigot AADNA AN AN 0 A
RVAVAVAWAYAR ViAVAT.Y
IAVRTRTRIAYAVA [ 1 | /
\ VIR VR Y I8 - /

Sekil 4.3. JENGS-15 numarali hastada GABBR2 geninde saptanan varyasyona ait IGV
goruntisl ve aile sanger sekans segregasyon sonucu
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chr3:184,064,744

Total count: 877
A 452 (52%, 233+, 219-

)
C: 422 (48%, 208+, 214-

-0~
wo

JNAR O MR A o

Hasta
— (0%, 0+, 3-)
250 290
G G C ARG A AT C 68
— / f \ 0 p
="\ /\/ \ p/\ VYY)
— \ - f -
W X B RN A b O
— — —_— = Anne
CLCN2 = —
chr3:184063973-184079393 = —
id = NM_004366.6 =
-------------- i > 300
Exon number: 23 — — ‘?0 C I X G G A OC c d
—— 1 Amino acid coding number: e
827 = 2 0
= chr3:184064723-184064809 - ! V' \ /\/\
TTAGAGTAACGATTCCAATGAGTCTGCC \ /XA V /\ b, G \\ \
L T v 1 G 1 L R G Baba =

Sekil 4.4. JENGS-11 numarali hastada CLCN2 geninde saptanan varyasyona ait IGV

goruntisl ve aile sanger sekans segregasyon sonucu

20 100

ATCCIGCCIGTICRIGATCGCCGTC.

chr3:184,072,007

CLCN2
chr3:184063973-184079393
id = NM_004366 .6

120 130 140
CATCCTGCCIGTCYTGATCGCCGT C2
Exon number: 15

Total count: 446

A:0

C: 246 (55%, 137+,109-)
G:0

T+ 200 (45%, 118+,82-)

0

Baba

Amine acid coding number: 535 N:0
chr3:184071889-184072102 | |
-
120 130 140 —
CATCCTGCCTGT CATGATCGCCGTCA
G G A T C A T G A C A G G
A 1 M P

MMW\/WMW NM_004366.6(CLCN2):c.1603A=G, (p.Met535Val)

Sekil 4.5. JENGS-29 numarali hastada CLCN2 geninde saptanan varyasyona ait IGV

goruntisl ve aile sanger sekans segregasyon sonucu
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heo bp 166,911,190 bp
| 130 140
TTCCTTCAGGATCCATGAQ(

¢

chr2:166,911,190 Hasta

130 140
TTTCCITCGGGATCCATG

Total count: 855
Azl (0% 1+,0-)

C: 414 (48%, 274+ ,140-)
G:0

T: 440 (51%, 305+, 135-)
N:0

SCN1A

chr2:166841151 -166984530

id = NM_001165963.3

Exon numben: T

Amino acid coding number: 187
chr2:106911148-166911276

— Anne

130 140
"TTCCTTICAGGATCCATG(

v

Baha

C A T G G A T €C C[C|G A A G G A A A

Sekil 4.6. JENGS-7 numarali hastada SCN1A geninde saptanan varyasyona ait IGV
goruntdsl ve aile sanger sekans segregasyon sonucu

462,820 720 bp 462 820,730 bp
130 140 1 | |
[ TTCCTTCAGGATCCATGG 4
chr2:162,820,724
Total count: 466
Hasta A 233 (50%,112+,121-)
130 140 SEC
TTTCCTTCGGGATCCATGG, SLCAALD G 232 (50%, 109+, 123-)
chr2:162480926-162841780 T:1(0%, 0+, 1-)
0 id = MMI_022058 .4 MN:0
Exon number: 21 -
Amine acid coding number: 951
chr2:162820645-162820818
Anne —
130 140 _
"TTCCTTCAGGATCCATGG = -

Baba SLC4&10

Sekil 4.7. JENGS-16 numarali hastada SLC4A10 geninde saptanan varyasyona ait IGV
goruntisu ve aile sanger sekans segregasyon sonucu
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BOLUM 5

TARTISMA

Epilepsi, epileptik nobetler olusturmak i¢in kalici bir yatkinlikla karakterize bir grup
beyin hastaligidir. Buna goére nébetler, epilepsinin en sik gozlenen belirtilerindendir.
Epileptik nobetler, kalict yatkinlikla iligkili olmayan izole olaylar olarak da ortaya
¢ikabilir ve bu nedenle, bir ndbetin meydana gelmesi, mutlaka bir epilepsi teshisi

anlamina gelmeyebilir (Perucca vd., 2020).

Epilepsi en yaygin norolojik hastaliklardan birisidir ve her yas, cinsiyet ve etnik
kdkene sahip bireyleri etkileyebilir (Devinsky vd., 2018). Sanayilesmis iilkelerde,
insanlarin yaklagik %10'u yasamlar1 boyunca bir nobet gecirebilir ve %3-4'U epilepsi
gelistirme riskine sahiptir (Hesdorffer vd., 2011). Yasam boyu epilepsi gelisme riski,
diistik ve orta gelirli tilkelerde daha da yiiksektir (Espinosa-Jovel, Toledano, Aledo-
Serrano, Garcia-Morales & Gil-Nagel, 2018). Epilepsinin sosyal, mesleki, fiziksel ve
psikolojik islev tizerinde olumsuz etkileri vardir (Perucca vd., 2020). Global Burden of
Disease 2010 ¢alismasinda, epilepsi, engellilige gore, yasam yillari agisindan en fazla yiik

getiren ikinci norolojik hastalik olarak sunulmustur. (Murray vd., 2012).

ILAE, 2017 yilinda epilepsilerin siniflandirmasini revize etmistir. Siniflandirmada
temel olarak 3 farkli kategori diizeni uygulanmistir. Bunlar ndbet tiirlerinin tanimlanmast,
epilepsi tipinin tanimlanmasi ve spesifik bir sendromik tan1 konulabilmesine bagli olan
epilepsi sendromunun tanimlanmasindan olusur. Bu gozden gecirilen revize
siiflandirmada, klinik yonetim {izerindeki etkileri nedeniyle ii¢ seviyenin her birinde
etiyolojinin belirlenmesinin énemi vurgulanmaktadir; etiyolojik kategoriler ise yapisal,
genetik, bulasici, metabolik, immun ve bilinmeyen olarak siniflandirilmistir (Scheffer vd.,
2017).
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IJE, tipik olarak yasamin ilk yirmi yilinda ortaya ¢ikan yaygin epilepsi tipleridir.
IJE, ILAE'ye gore dort farkli klinik sendromu igerir: CCAE; JAE (gbéz kapagi
miyoklonisi/Jeavons sendromu ile birlikte absanslar dahil); JIME ve JTKN ile seyreden
1JE'ler.

2005 yilindan bu yana, yiiksek verimli genetik testlerin gelistirilmesi ve
uygulanmasi, epilepsi ile iligkili yiizlerce genin kesfedilmesini kolaylastirmistir. 2017
itibariyle en az 66 farkli epilepsi ile iligkili iyon kanali geni bildirilmistir. Bununla birlikte,
iyon kanal1 genleri aslinda epilepsi ile baglantili genlerin toplaminin bir kismini olusturur.
Cesitli hiicresel siireclerde yer alan genlerin artik epilepsiyle iliskileri bilinmektedir. Bu
surecler genel olarak farkli yolaklara ayrilabilir: iyon tasinmasi; hiicre biiyiimesi ve
farklilagmasi; sinaptik stireglerin diizenlenmesi; kii¢iik molekiillerin hiicreler arasinda ve
icinde tasinmasi ve metabolizmast; gen transkripsiyonunun ve translasyonunun
dizenlenmesi. Epilepsi gen panelleri, klinik ekzom dizileme ve tiim ekzom dizileme dahil
olmak Tlizere yiliksek verimli genetik test platformlar1 (NGS) artik klinik alanda
kullanilmakta ve epilepsi hastalarinda da bu testlerin uygulamasi her gegen giin artis

gostermektedir (Symonds & McTague, 2019).

Calismamizda IJE 6n tanmist ile klinigimize yonlendirilen hastalarda genetik
etiyolojinin aydinlatilmasi amaciyla, iyon kanallar alt iinitelerini kodlayan (CHRNAZ,
CHRNA4, CHRNB2, CLCNZ2, GABRA1, GABR2, GABRD, KCNQ2, KCNQ3, KCNT1,
SCNI1A, SCN1B, SCN2A, SCN9A) ve 1JE ile iliskili/aday olabilecegi belirlenen (EFHCL,
SLC2A1, SLC4A10, TBC1D24) genlerin NGS yontemi kullanilarak analizi
gergeklestirildi.

Toplam 18 gene ait kodlama yapan ve ekzon/intron splays bdlgelerine 6zgi primer
setlerinin dizaynt yapildi. NGS islemi sonucu elde edilen veriler dogrultusunda
hedeflenen toplam 18 gen ait 280 ekzon ve ekzon/intron splays bolgeleri agisindan kaplam
biiytlikliigii > % 96 oranindaydi. Hedef genlerin UMI indeks kaplaminda >10x ve >30x’te
ortalama >%99 oraninda basar1 saglandi. Saptanan niikleotid degisimleri a¢isindan NGS

verileri degerlendirilirken okuma derinligi en az 30 olarak kabul edildi.

Calismamiza dahil edilen 32 hastadan birisinde muhtemel patojenik (SCN1A
geninde bir varyant) ve sekizinde klinik 6nemi bilinmeyen (2 tane CLCN2 geninde,
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GABBR2, SCN1B, SLC2A1, SLC4A10 genlerinde ve 2 tane de TBC1D24 geninde) olmak
iizere dokuz (%28) varyasyon saptadik.

Sodyum kanalinin alfa 1 alt birimini kodlayan SCN1A (OMIM # 182389) geninin,
bazi epilepsi sendromlari ve bir dizi bagka hastalikla iligkisi oldugu bildirilmistir (Scheffer
& Nabbout, 2019). Epilepside yer aldig1 bilinen genler arasinda SCN1A geni, stiper suclu
gen olarak adlandirilan en yaygin mutasyona ugramis insan epilepsi genlerinden birini
temsil eder. Cesitli epilepsi fenotiplerinde bugiine kadar bildirilen 1700'den fazla varyanti
ile klinik olarak en iyi bilinen epilepsi iliskili gendir (Parihar & Ganesh, 2013). SCN1A
genindeki varyasyonlar, atesli nobetlerden, DS’na kadar ¢ok ¢esitli epilepsi fenotiplerinin
ortak genetik nedenidir. Sodyum iyon kanalinin goézenek olusturma biriminin
kodlanmasindan sorumlu olan SCN1A'nin IJE ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Chan
vd., 2019).

SCNI1A iliskili nobet bozukluklari, otozomal dominant olarak kalitilir. SCN1A nobet
bozuklugu olan bir probandin kalitsal veya de novo patojenik bir varyanti olabilir. De
novo patojenik varyantlarin neden oldugu vakalarin orani fenotipe gore degisir: SCN1A
nobet bozukluguna sahip bir probandin ve etkilenen bir ebeveynin yizdesi, probanddaki
fenotipin siddeti arttik¢a azalir; bu nedenle, bebeklik doneminde SCN1A ile iligkili siddetli
miyoklonik epilepsilerin cogu (SCN1A-SMEI) ve tonik klonik ndbetle seyreden intraktabl
cocukluk ¢agi epilepsisi (ICE-GTC), de novo patojenik bir varyantin sonucudur. SCN1A
ndbet bozuklugu olan bir bireyin, her cocugunun patojenik varyanti kalitma riski % 50'dir;
ancak, azalan penetrans nedeniyle nobet gelistirme riski %100'den azdir (Ian O Miller vd.,
2019). Dravet sendromlu ve dogrulanmig bir SCN1A patojenik varyanti olan ¢ocuklarin
ebeveynlerinin test sonuglarina gore, cocuklarin %95'inde (76/80) patojenik varyantin
probandda de novo oldugunu gosterilmistir. Patojenik varyanti olan bir ebeveyne sahip
dort ¢ocuktan ikisinde yanlis anlamli varyant ve ikisinde trunkasyon (kesme) varyanti
saptanmis; ebeveynlerin ise ya asemptomatik ya da hafif epilepsi Oykiisii oldugu
bildirilmistir. Suls ve ark.’nin ¢alisma sonuglarina gore; SCN1A haployetmezliginin, orta
derecede etkilenen epilepsi hastalar1 dahil olmak (zere onemli bir aile ici klinik
degiskenlige neden olabilecegi bildirilmistir. Birden fazla genetik ve ¢evresel faktoriin

dahil olmasi, fenotip siddetindeki bu farkliligin temelini olusturabilir (Suls vd., 2010).
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JENGS7 numarali hastamizda SCN1A geninde saptamis oldugumuz heterozigot,
SCN1A:c.560G>A (p.Argl87GIn) varyasyonu, dbSNP veri tabaninda rs777631884
numarast ile tanimlanmis olup, global alel frekanst 0.000004 (1/250522,
GnomAD _exome) olarak bildirilmigtir. SCN1A:c.560G>A (p.Arg187GIn) varyasyonu ile
iliskili ClinVar veri tabaninda toplam 4 adet kayit bulunmaktadir. HGMD® veri tabaninda
‘hastalik yapic1?’ olarak bildirilmistir. SCN1A:c.560G>A (p.Argl87GIn) varyasyonu ile
iliskili olarak yapmis oldugumuz in-siliko analizde ACMG-2015 kriterlerine gore
patojenite skorlari: “PM1, PM2, PP2, PP3”, DANN skoru: 0,9994, Gerp Skoru: 5,2399,
MutationTaster: Hastalik Yapici, SIFT: Zararli olarak saptandi ve “Olas1 patojenik”
olarak degerlendirildi. Literatirde SCN1A:c.560G>A (p.Argl87GIn) varyasyonu ile
iligkili yapilmis fonksiyonel bir ¢alisma bulunmamaktadir. Varyasyona ait segregasyon
analizi sonucunda, ilgili varyasyonun babadan (paternal) kalitilmis oldugu goriildii.
ClinVar girdilerinde belirtilen bilgilere gore, yapilan in siliko analizler, varyantin protein
yapisina / iglevine zarar verip vermedigi yoniinde tahminlerde tutarsizdir. Splays tahmin
modelleri, bu sekans degisikliginin, splaysi1 etkileyebilecek yeni bir kriptik splays alici
bolgesi yaratabilecegini gostermekte; ancak, RNA/fonksiyonel galismalarin yoklugunda,
bu dizi degisikliginin gercek etkisinin bilinemeyecegi bildirilmistir. p.Argl87GIn
(p.R187Q) yakinindaki (p.D188V, p.W190R, p.N191Y, p.N191K) yanlis anlamh
varyantlar, SCN1A ile baglantili bir bozuklukla iliskili olarak HGMD veri tabaninda
bildirilmis olup, proteinin bu bdlgesinin fonksiyonel 6nemini destekler niteliktedir. Bu
dizi degisikliginde, SCN1A proteininin (p.Argl87GIn) 187. kodonunda arginin ile
glutamin yer degistirir. Arginin kalintis1 yiiksek oranda korunur ve arginin ile glutamin
arasinda kiiciik bir fizikokimyasal fark vardir. Bu varyant literatiirde SCN1A ile iligkili
rahatsizliklar1 olan kisilerde bildirilmemistir. Yanlis anlamli varyasyonlarin protein yapisi
ve islevi (SIFT, PolyPhen-2) Uzerindeki etkisini tahmin etmek igin gelistirilen
algoritmalarin tiimii, bu varyantin biiylik olasilikla yikici olabilecegini onermektedir.
Ancak bu tahminler, yayinlanmis fonksiyonel calismalarla desteklenmemistir. Bu sebeple
p.R187Q varyantinin klinik 6nemi belirsiz olarak bildirilmistir. Dizi degisikliklerinin
RNA eklenmesi iizerindeki etkisini tahmin etmek i¢in gelistirilen algoritmalar, bu
varyantin bir ekleme bolgesi olusturabilecegini veya giiclendirebilecegini 6ne
stirmektedir. Ancak bu tahmin, yaymlanmig transkripsiyon ¢aligmalar1 ile

dogrulanmamustir. Ozet olarak, mevcut kanitlar bu varyantin hastaliktaki roliinii
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belirlemek i¢in su anda yetersizdir (ClinVar, 2020). Ailevi vakalardaki ¢arpik dagilimin
olast bir nedeni agik olmasa da, erkek ve disi arasindaki gametojenik stiregteki
farkliliklarin, de novo mutasyona ugrayan baba alelinin artmis insidansinin nedeni
olabilecegi dne siiriilmiistiir. Ornegin, disilerde tiim yumurta hiicrelerinde mayotik giris
dogumdan oOnce tamamlanirken, erkeklerde spermatogenez siireklilik gosteren bir
stirectir; dahasi, erkeklerdeki germ hiicreleri biiyiik olasilikla mutajenik tetikleyicilere
maruz kalabilir ve bu nedenle daha siklikla babaya ait alel mutasyonu ugrayabilir ya da
de novo olarak ortaya ¢ikabilir. Ailevi vakalar arasinda, etkilenenlerin %78'i (50 vakanin
39'u) annelerinden mutant aleli alirken, de novo olaylarda daha sik mutasyona ugrayan
alel, koken olarak baba gibi gorinmektedir (Parihar & Ganesh, 2013). Bu bilgiler
dogrultusunda SCN1A:c.560G>A (p.Argl87GIn) varyantinin, hastamizdaki klinik

bulgulari tizerine etkisini ongdrebilmek i¢in ileri fonksiyonel ¢alismalara ihtiyac vardir.

CLCNZ2 geni, kloriir kanallarin1 kodlayan CIC gen ailesine aittir. Negatif yukli klor
atomlarin (kloriir iyonlari) tasiyan bu kanallar, bir hiicrenin elektrik sinyalleri liretme ve
iletme kabiliyetinde 6nemli rol oynar. Bazi kloriir kanallari, hiicre zarlar1 boyunca kloriir
iyonlarinin akisini diizenlerken, digerleri kloriir iyonlarini hiicreler i¢inde tagir. CLCN2
geni, CIC-2 adi verilen bir kloriir kanali olusturulmasini saglar. Bu kanallarin ¢ogu
hiicrenin dis zarina gomiiliidiir ve kloriir iyonlarin1 hiicrelerin i¢ine ve disina tasirlar.
Kanalin islevinin 6zellikle beyindeki sinir hiicrelerinde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
CIC-2 kanali, hiicrelerde normal bir iyon dengesini muhafaza etmenin yani sira suyun
alinmasi ve salinmasinda rol oynayarak noronlarin boyutunu (hacmini) diizenler (Gaitan-
Pefas vd., 2017; Stolting, Fischer & Fahlke, 2014; Wang vd., 2017). Onceki ¢alismalarda,
CCAE (Everett vd., 2007), JAE, IME ve fokal epilepsi hastalarinda CLCN2 mutasyonlari
bildirilmistir (Haug vd., 2009; D’ Agostino vd., 2004). Yapilan bir genom ¢aligmasinda,
kromozom 3q26 iizerindeki yaygin IJE alt tipleri i¢in bir duyarlilik lokusu tanimlanmustir.
2003 yilinda Haug ve ark.’lari, JME, CCAE ve juvenil absans epilepsisi ve uyanma
sirasinda jeneralize tonik klonik nobetler (GTCS) gibi yaygin IJE alt sendromlarindan
sorumlu CLCN2 mutasyonlarini rapor etmislerdir. CLCN2 mutasyonlarinin, kanallarin
GABAerjik inhibisyon ic¢in gerekli olan transmembran kloriir gradyanini diigiirme
kabiliyetinin kaybina neden oldugu bildirilmistir (Balarabe & Watila, 2016). Epilepside
iyon kanal1 varyantlar i¢in biiyiik 6lgekli ekzom taramasi, daha once epilepside rolii

olmas1 beklenmeyen genlerdeki mutasyonlarin/hedeflerin tanimlanmasina yol agmustir.

69



Kloriir kanali genleri CLCN1 ve CLCN2 genlerindeki tek niikleotid polimorfizmleri,
epilepsili bir¢ok hastada kontrollere kiyasla li¢ kat daha fazla bulunmustur (Spillane,
Kullmann & Hanna, 2016). CIC-2 kanalin1 kodlayan CLCN2 genindeki heterozigot
mutasyonlar, IJE tanisi almis olan hastalarda tanimlanmistir. Yine de CLCNZ2'nin
epilepsideki rolii tartismalidir. CLCNZ2'nin bagka bir bagimsiz 6rnekteki roliinii arastirmak
icin, 1JE ailesinden akraba olmayan 52 hasta ve Doose sendromlu 23 hasta CLCN2
genindeki mutasyonlar igin taranmis ve bulgular sonucunda hiicre i¢i kloriir birikimi ve
ndronal asir1 uyarilmaya katkida bulunabilecek bir islev kaybina sebebiyet verecegi
Ongoriilmiistiir. Bununla birlikte, mutasyonlarin etkilenen {iyeler arasinda eksik ayrigmasi
ve etkilenmemis ebeveynler tarafindan aktarilmasi, CLCN2 mutasyonlarinin tek basina
epilepsiyi indiikklemek i¢in yeterli olamayacagi diisiincesini ortaya koymustur (Saint-

Martin vd., 2009).

Hasta JENGS11’de CLCNZ2:c.2481T>G, (p.lle827Met) varyasyonunu saptadik.
CLCN2:c.2481T>G (p.lle827Met) varyasyonu, dbSNP veritabaninda rs1328709837
numarast ile tamimlanmis olup, global alel frekanst 0.000008 (2/251434,
GnomAD exome) olarak bildirilmistir. ClinVar ve HGMD ® professional 2020.1 veri
tabanlarinda rapor edilmemistir. CLCN2:¢c.2481T>G (p.lle827Met) varyanti ile iligkili
yapmis oldugumuz in-siliko analizde, ACMG-2015 kriterlerine gore patojenite skorlari:
“PM1, PM2, PP2, PP3”, DANN skoru: 0,9962, Gerp Skoru: 5,36, MutationTaster:
Hastalik Yapici, SIFT: Zararli olarak saptanarak, “Olasi1 patojenik™ olarak degerlendirildi.
Literatirde CLCN2:¢.2481T>G (p.lle827Met) varyant1 ile iliskili yapilmis fonksiyonel
caligma bulunmamaktadir. Hastamizin ailesinde yapilan segregasyon analizi sonucunda,
ilgili varyasyonun paternal aktarildigi saptandi. Ancak hastanin babasinda nobet
oykiislinlin olmamasi, ilgili varyantin hastamizdaki fenotipe neden olabilecegi ile ilgili

hipotezimizi desteklememektedir.

Calismamizda JENGS29 numarali hastada CLCN2:c.1603A>G (p.Met535Val)
varyantini saptadik. CLCN2:¢c.1603A>G (p.Met535Val) varyanti, dbSNP veri tabaninda
rs1313875037 numarast ile tanimlanmis olup, global allel frekansi bildirilmemistir.
ClinVar ve HGMD ® professional 2020.1 veri tabanlarinda bu varyasyon rapor
edilmemistir. CLCN2:¢.1603A>G (p.Met535Val) varyanti ile iligkili yapmis oldugumuz
in-siliko analizde ACMG-2015 kriterlerine gore patojenite skorlari: “PM2, PP2, PP3”,
DANN skoru: 0,9943, Gerp Skoru: 5,1399, MutationTaster: Hastalik Yapici, SIFT:
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Zararlh olarak saptandi ve “Klinik 6nemi bilinmeyen” olarak degerlendirildi. Literatiirde
CLCN2:c.1603A>G (p.Met535Val) varyanti ile iliskili ¢alisma rapor edilmemistir.
Hastamizin ailesinde yapilan segregasyon analizi sonucuna gore ilgili varyantin maternal
kalitilmis oldugu saptandi. Hastanin annesinde ndbet Oykiisiiniin olmamasi nedeniyle

ilgili varyantin hastamizin klinigi ile iliskili olamayacagi1 sonucuna varildi.

Calismamizda saptadigimiz her iki CLCN2 varyantinda da ailesel aktarim so6z
konusuydu. Olgularin demografik Ozellikleri ve klinik bulgularma gore yaptigimiz
degerlendirme sonucunda, ilgili varyantlarin veri tabanlar1 ve in siliko tahminleme
algoritmalarinda belirtilen patojenite bilgileri ile uyumsuz oldugunu gordiik. Bununla
birlikte ileride yapilacak olan fonksiyonel ¢alismalarla bu bulgularin detayl arastiriimasi

CLCN2 geni ve epilepsi arasindaki iliskiye katkida bulunacaktir.

TBC1D24 genindeki gesitli mutasyonlar, epilepsi ve entellektiiel yetersizlik (ID,
intellectual disability) ile giicli bir sekilde iligkilidir. TBC1D24, insan beyninde ylksek
oranda ifade edilir. Duyarsiz mutasyonlarin varligi, islev kaybmin zararli oldugunu
gosterir, ancak TBC1D24’iin fizyolojik islevi heniiz aydinlatilmaya baglanmistir (Lin vd.,
2020). Yasamin ilk yillarinda ortaya c¢ikan erken baslangicli miyoklonik epilepsi ve
siklikla uzun kiimelerde meydana gelen miyoklonik ndbetler ve ilag direnci, en yaygin
TBC1D24 epilepsi fenotipleridir (Balestrini vd., 2016). Resesif TBC1D24 gen
mutasyonlari, ailesel infantil miyoklonik epilepsiden muzdarip bir Italyan aile ve fokal
epilepsi ve zihinsel engel sendromu olan bir Arap kdkenli ailede olmak (zere iki ailede
tammlanmustir. Italyan ailede, miyoklonik ve jeneralize tonik-klonik nébetler, 15132
duyarlilik ve normal norolojik ve zihinsel gelisim ile karakterize edilen ailesel infantil
miyoklonik epilepsi (FIME; MIM 605021) hastalig1 rapor edilmistir. Falace ve ark.’lar1
caligmalarinda, otozomal resesif idiyopatik epilepside bir TBC1D24 mutasyonu
saptamiglar ve bu sayede ARF6'ya bagli molekiiler yolagin, beyinin asir1 uyarilabilirligi

ve ndbetlere katilimini rapor etmislerdir (Zara vd., 2000).

Hasta JENGS12’de TBC1D24 geninde heterozigot TBC1D24:¢.*1C>T varyasyonu
saptadik. TBC1D24:c.*1C>T varyasyonu, dbSNP veri tabaninda rs370047688 numarasi
ile tamimlanmis olup, global alel frekansi 0.000459 (112/244220, GnomAD_exome)
olarak bildirilmistir. ClinVar veri tabaninda bir ndbet Oykiisii bulunan hasta girdisi

mevcuttur ve HGMD ® professional 2020.1 veri tabanlarinda bu varyant rapor
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edilmemistir. TBC1D24:¢c.*1C>T varyasyonu ile iliskili yapmis oldugumuz in-siliko
analizde ACMG-2015 kriterlerine gore patojenite skorlari: “PM2, BP4”, DANN skoru:
0,7067, Gerp Skoru: 4,1599, MutationTaster: Hastalik Yapici, SIFT: Zararli olarak
saptanarak, klinik 6nemi bilinmeyen varyant olarak degerlendirildi. Literatlirde c.*1C>T
varyant1 ile iliskili ¢alisma bildirilmemistir. TBC1D24 geni otozomal resesif kalitim
ozelligine sahiptir. Hastamizda TBC1D24:c.*1C>T varyant1 heterozigot olarak saptandigi
icin fenotipe etkisi beklenmemektedir.

G-aminobdtirik asit reseptori tip A (GABAA reseptorii), merkezi sinir sistemindeki
ana inhibitor fonksiyonlara aracilik eden ligand kapili bir kloriir kanalidir. Aminobditirik
asit tip B reseptor 2 (GABBR2), bir GABA-baglanma alt birimi olan aminobutirik asit tip
B reseptor 1 (GABBR1) ile birlikte zorunlu bir heterodimerik G-protein bagli reseptor
(GPCR) olan GABAB reseptor (GABABR) kompleksini olusturur. GABBR1 ve GABBR2,
sinyal iletimi icin gerekli olan hiicre i¢i C-terminal alanlar1 araciligiyla baglanir (Yoo vd.,
2017). GABBR1 ve GABBR?2 olusan anormal bir aminobiitirik asit B reseptorii nobetleri
tetikleyebilir. Daha yakin zamanlarda, genetik calismalar GABA'nin epilepsideki roliinii
destekleyen ek kamtlar saglamistir. Ilk olarak, GABAA reseptorlerinin (GABRBS3,
GABRG?2) iki alt birimi ve ayrica iki GABAB reseptorii (GABBR1, GABBR2) agisindan
null farelerde epileptik nobetlerle iligkilendirilmistir. Cossette ve ark.min ¢alismasinda
IJE ailesel formlar1 incelenmistir. Bu ¢alismada, insanlarda ¢esitli epilepsi fenotipleri ile
iliskili GABAA reseptorlerindeki ¢esitli mutasyonlar1 ve bunlarin hiicresel ve hayvan
modellerinde fonksiyonel sonuglart gozden gegirilmis ve GABAA reseptor
fonksiyonundaki bozulmanin insanlarda epilepsi ile iliskili olduguna dair ilk dogrudan

kanitlar saglanmigtir (Cossette, Lachance-Touchette & Rouleau, 2012).

Hasta JENGS15’te GABBR2 geninde heterozigot GABBR2:c.2575G>A
(p.Asp859Asn) varyantint saptadik. GABBR2:¢c.2575G>A (p.Asp859Asn) varyanti
dbSNP veri tabaninda rs79773606 numarasi ile tanimlanmistir. Global alel frekansi
0.00029 (9/31396, GnomAD) olarak bildirilmis olup, ClinVar veri tabaninda 2020 Subat
aymda epileptik ensefalopati hastasinda benign olarak bir adet raporlama mevcuttur.
Yapmis oldugumuz in-siliko analizde ACMG-2015 kriterlerine gdre patojenite skorlart:
“PM2, PP2, PP3, BP6”, DANN skoru: 0,9989, Gerp Skoru: 5.11, MutationTaster:
Hastalik Yapici, SIFT: Zararli olarak saptanarak, varyasyon VUS olarak degerlendirildi.
GABBR2:¢c.2575G>A (p.Asp859Asn) varyasyonu HGMD ® professional 2020.1 veri

72



tabaninda tanimlanmamustir. Ilgili varyasyonun parental aktarim durumunu belirlemek
amaciyla aile segregasyon analizi yapildi. GABBR2 geninde saptamis oldugumuz
varyasyonun anneden (maternal) aktarildigi saptandi. Yapilan in-siliko degerlendirme
sonuclart ve GABBR2:¢c.2575G>A (p.Asp859Asn) varyasyonunun maternal kalitimi
dikkate alindiginda, JENGSI15’in IJE klinik bulgularim1 agiklayabilecek bir sonuca

varilamadi.

SCN1B, aksiyon potansiyeli siireci sirasinda NaV kanallarinin  birgok ana
konformasyonel degisikligini etkileyebilen NaVbl'i kodlamaktadir (Gong vd., 2019).
Sodyum kanallar1 bir a ve iki b alt biriminden olusur. SCN2B, b2 alt birimini kodlar ve
SCN2B-null néronlarin hiicre ylizeyinde voltaj kapili sodyum kanali ekspresyonunu
azalttigin1 gosteren ¢aligmalar, néronlarda SNC2B'nin modiilasyon islevini agiklamistir
(Wei vd., 2017). SCN1B mutasyonlar1 baslangigta epilepsi ve febril noébetler gorilen
ailelerde tanimlanmistir. SCN1B fenotipi, SCN1A ile benzer klinik 6zellikler gosterir ve
bu SCN1B mutasyonlarinin patojenitesinin altinda yatan mekanizmanin potansiyel olarak
NaVl1.l'in bozulmus fonksiyonunu icerdigini disiindiiriir. SCN1B varyantlarindan
bazilar1 (p.C121W, p.I170 E74del, p.R85C, p. R85H ve p.R125L) atesli nobet ve absans
nébet dyklsu olan IJE hastalarinda bildirilmistir (Gong vd., 2019).

JENGS26 numarali hastamizda SCN1B geninde saptanan heterozigot,
SCN1B:c.632G>A (p.Cys211Tyr) varyanti, dbSNP veri tabaninda rs150721582 numarasi
ile tamimlanmis olup, global alel frekansi 0.000414 (104/251424, GnomAD_exome)
olarak bildirilmistir. HGMD® Professional 2020.1 veri tabaninda ise rapor edilmemistir.
ClinVar veri tabaninda toplam 7 adet kayit olmakla birlikte, bunlardan 2 tanesi “Klinik
onemi bilinmeyen” ve 5 tanesi ise “Olast benign” olarak bildirilmistir. ClinVar
degerlendirmesine gore ilgili varyant “patojenitesi hakkinda ¢eliskili degerlendirme”
olarak rapor edilmigtir. SCN1B:c.632G>A (p.Cys211Tyr) varyant1 ile ilgili yapmis
oldugumuz in-siliko analizde ACMG-2015 kriterlerine gore patojenite skorlari: “PM2,
PP3, BP6”, DANN skoru: 0,9974, Gerp Skoru: 3.91, MutationTaster: Hastalik Yapici,
SIFT: Zararh olarak saptanarak, “VUS” olarak degerlendirildi. SCN1B geni IJE hastalig
disinda, ailesel atriyal fibrilasyon, Brugada 5 sendromu, spesifik olmayan kardiyak iletim
defekti ve epileptik ensefalopati ile de iliskilendirilmistir. Hastamizda saptadigimiz
SCN1B:c.632G>A (p.Cys211Tyr) varyant1 ClinVar veri tabaninda Brugada 5 sendromlu
bir olguda ve kardiyak fenotipli bir bireyde daha bildirilmistir. Hastamizda kardiyak
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bulgular ve eslik eden baska bir hastalik dykiisii bulunmamaktadir. Hastamizin mevcut
tim bulgular1 birlikte degerlendirildiginde ilgili varyantin fenotip iizerine bir etkisi

olmadigi diisiiniilmektedir.

SLC2A1 geni 1p34.2 kromozom bolgesinde haritalanmistir ve beyinde, plasenta ve
eritrositlerde biiylik bir glikoz tasiyicisim kodlamaktadir. Serebral metabolizma esas
olarak glikoza baglidir ve bunun i¢in kan-beyin bariyeri boyunca GLUT1 tarafindan
kolaylastirilmig bir difiizyon ¢ok onemlidir. GLUT1 eksikligi sendromu (GLUT1-DS),
beyindeki birincil glikoz tasiyict protein olan GLUT1'i kodlayan SLC2Al genindeki
cesitli mutasyonlarin neden oldugu hipoglikorasinin ana biyokimyasal karakteristigine
sahip metabolik bir beyin hastaligidir. SLC2A1 gen mutasyonlari, infantil ndbetler,
gelisimsel gecikme, mikrosefali, hipotoni, spastisite ve karmasik bir hareket bozuklugunu
iceren 'klasik' GLUT1-DS' nin karmasik fenotipinden IJE’ye kadar ¢esitli epilepsi
fenotiplerinde saptanmistir. SLC2A1 genindeki ¢esitli genetik hatalarin vurguladigi biiytik
klinik heterojenite, GLUT1-DS'nin klinik ve genetik teshisini karmasik hale getirmistir.
Bu tir SLC2A1 mutasyonlari, proteinin erken bozulmasina yol acar ve GLUTI
konsantrasyonunu, hemizigot mutasyonlarin patolojik etkisine benzer sekilde %50'ye
distiriir (Ivanova vd., 2018). Uzun ve ark.’nin ¢alismasinda GLUT1 eksikliginin IJE
nedeni olarak bildirildigi dikkate alinarak, SLC2A1 gen varyantlarinin olas1 varligi
acisindan g6z kapagi miyoklonisi ile iligkili IJE hastalarini incelemislerdir. SLC2A1, ilaca
direncli hastalarda, temel olarak tedavi secenegi olan ketojenik diyet ile iligkisi nedeniyle
ILAE kilavuzlarina gore en 6nemli epilepsi genlerinden biri olarak tanimlanmigtir. Ancak
Uzun ve ark.’lan ¢alisma sonucglarma gore, SLC2A1l gen varyantlarmin goz kapagi
miyoklonisi ile iliskili IJE' de 6nemli bir rol oynamadigini bildirmistir. (Altiokka-Uzun
vd., 2018).

Hasta JENGS2’de SLC2A1 geninde saptanan heterozigot, SLC2A1:c.814A>G (p.
[le272Val) varyanti, dbSNP veri tabaninda tanimlanmamis olup, GhomAD_exome’da,
ClinVar ve HGMD ® Professional 2020.1 veri tabanlarinda ise rapor edilmemistir.
SLC2A1:c.814A>G (p. lle272Val) varyanti ile iliskili yapmis oldugumuz in-siliko
analizde ACMG-2015 kriterlerine gore patojenite skorlari: “PM1, PM2, PP2”, DANN
skoru: 0.9956, Gerp Skoru: 5.13, MutationTaster: Hastalik Yapici, SIFT: Tolere edilebilir
olarak saptanarak, “Klinik 6nemi bilinmeyen” olarak degerlendirildi. 57 yasinda erkek

hasta JENGS2’nin norolojik muayenesinde, ilk atak baslangi¢ yas1 8, EEG bulgular
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normal, ailede akrabalik dykiisii ve nébet dykiisii bulunmamaktaydi. Segregasyon analizi
hastanin anne ve babasmin hayatta olmamasi sebebiyle yapilamadi. SLC2AL geni ile
iligkili IJE hastaliginda kalitim 6zelliginin otozomal dominant (baskin) olmasi nedeniyle
hastamizda saptamis oldugumuz varyanta ait giincel fonksiyonel arastirma ve

uygulamalarin gerceklestirilmesi planlanmaktadir.

Insanlarda, SLC4A10 genini kapsayan 2924 lokusundaki genetik anomaliler,
karmasik epileptik durumlar, EY, OSB, bilissel engellilik ve isitme bozuklugu ile
iligkilidir. Farelerde yapilan c¢alismalarda, SLC4A10 gen varyantlari, ndronal
uyarilabilirligi azaltarak nobet esiginin artmasi, gorme keskinliginin ve kontrast
duyarliliginin bozulmasi ve isitme kaybina neden oldugu bildirilmistir. SLC4A10,
epilepsiyle yaygin olarak iligkilendirilen 2 bdlge olan serebral korteks ve hipokampusta
yuksek oranda eksprese edilir. SLC4A10, hipokampustaki sinaptik kisa siireli plastisiteyi
modiile eder. Wang ve ark.’nin insanlarda yapmis oldugu genetik ¢alismada, SLC4A10'un
plazma ozmolalitesinin diizensizligi ve sistemik su dengesi ile iliskili oldugunu
gostermistir. Bu fenotipin insandaki patolojik gelisiminin SLC4A10'U igeren bir bagirsak
bilesenini igermesinin miimkiin oldugu belirtilmistir (Wang vd., 2019). Christina ve
ark.’nin ¢alismasindan elde edilen bulgulara gore, normal SLC4A10 ekspresyonunun
insan biligsel islevi ve néronal uyarilabilirlik i¢in kritik oldugu belirtilmistir. SLC4A10
dahil olmak lizere SLC4A ailesinin bikarbonat tasiyicilarinin nébet bozukluklarinda rol
oynadigina dair kanitlar 1s181nda, néronal uyarilabilirlik ve epilepsinin patofizyolojisi
hakkinda daha kapsamli bir goriis elde etmek i¢in sinaptik aktarimda rollerinin daha iyi
anlasilmas1 gerekliligi de vurgulanmistir. Ayrica Christina ve ark. ¢aligmalarinda,
elektrondtr sodyum bikarbonat degistiriciyi kodlayan bir gen olan SLC4A10 geninde
meydana gelen degisikliklerle birlikte epilepsi ve biligsel bozuklugu olan ilk hastay1 rapor
etmislerdir (Gurnett vd., 2008).

Hasta JENGS16’da SLC4A10 geninde saptanan heterozigot, SLC4A10:¢.2852G>A
(p.Arg951GIn) varyanti, dbSNP veri tabaninda rs748518515 numarasi ile tanimlanmis
olup, global alel frekanst A=0.000012 (3/248636, GnomAD _exome) olarak bildirilmistir.
SLC4A10:c.2852G>A (p.Arg951GIn) varyanti ile iliskili yapmis oldugumuz in-siliko
analizde ACMG-2015 kriterlerine gore patojenite skorlari: “PM1, PM2, PP2”, DANN
skoru: 0.9956, Gerp Skoru: 5.13, MutationTaster: Hastalik Yapici, SIFT: Tolere edilebilir
olarak saptanarak, “VUS” varyant olarak degerlendirildi. 30 yasinda kadin hasta
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JENGS16’nin ndrolojik muayenesinde, ilk atak baslangi¢ yasi 15°di ve EEG bulgularina
IJE anomalileri eslik etmekteydi. Ailede akrabalik Gykiisii yoktu ve ndbet dykiisii olan
akrabast da bulunmamaktaydi. Segregasyon analizi hastanin anne ve babasina
ulagilamamasi nedeniyle yapilamadi. SLC4A10 geni ile iligkili IJE hastaliginda kalitim
paterninin otozomal resessif oldugunu destekleyen caligmalar dikkate alindiginda,
hastamizda saptamis oldugumuz varyantin hastanin fenotipi tizerine etkisi

beklenmemektedir.

Caligmamizda 1JE tanisi alan hastalarda saptamis oldugumuz 9 varyanti, hastalarin
klinik bulgular ile birlikte degerlendirdigimizde, anlamli bir fenotip-genotip iligkisi
kurulamadi. Varyantlarin de novo veya ailesel aktarim paternlerini belirlemek amaciyla

her bir varyasyon i¢in Sanger dizilemeye uygun primer ¢iftleri tasarlandi.

JENGS2 numarali hastamizda saptanan SLC2A1 varyantinin segregasyon analizi,
olgunun anne ve babasinin hayatta olmamalari nedeniyle yapilamadi. Kalitim sekli
otozomal dominant olan bu gen acisindan patojenitesi hakkinda yaptigimiz
degerlendirmenin ileri fonksiyonel c¢alismalarla desteklenerek giigclendirilebilecegini
diisiinmekteyiz. Ayrica hasta ile iletisime gecilerek eger varsa hayatta olan kardes ve

yakin akrabalarinda da bu varyantin ¢alisilmasini planlamaktayiz.

Idiyopatik epilepsilerde kalitim sekilleri genellikle komplekstir. Bu kalitim seklinde
ilgili genler ile ¢evresel faktorlerin bir arada hastalik {izerine etkisi goriilmektedir. Ayrica
IJE sendromlarimin genelinde genetik heterojenite dikkati ¢ekmektedir. Ayrica birden
fazla genin bu sendromlarla iligkili olmas1 veya tek bir genin birden ¢ok epileptik
sendromla baglantili olmasi da hastalifin altinda yatan genetik etiyolojinin

belirlenmesinde zorluklar olusturabilmektedir.

Gilintimiizde NGS yontemlerinin maliyetinin azalmasi, uygulamay1 yapan
merkezlerin sayisinin artmasi ve ulasilabilirligi gibi genetik alaninda biiyiik gelismeler
yasanmaktadir. Epilepsi hastalig1 i¢in farkli birgcok NGS panelleri mevcut olmakla birlikte
calisgmamizda izledigimiz Ozgiin tasarlanmis ¢oklu gen panelleri de etiyolojinin

aydinlatilmasi acisindan 6nem tagimaktadir.
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BOLUM 6

SONUC

Calismamizda, IJE tanisi alan hastalarda genetik varyasyonlarin hastalik yapici
etkilerinin arastirilmasi amaciyla, NGS yontemi ile ¢alisilmak tizere toplam 18 geni iceren
hedefli gen paneli olusturuldu. Elde edilecek veriler dogrultusunda IJE hastalarinin

genetik etiyolojisine, taniya katkisina ve tedavi planlamasina katki saglanmasi amaglandi.

Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Noéroloji Ana Bilim
Dal1 polikliniginde IJE tanisi alarak, Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Merkezi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na yonlendirilen, toplam 32 1JE hastasi ¢alismaya
dahil edildi.

Bir hasta Marfan sendromu siiphesi nedeniyle NGS asamasina dahil edilmedi.
Toplam 31 hastanin 1’inde muhtemelen patojenik (SCN1A geninde bir varyant) ve 8’inde
VUS (2 tane CLCN2 geninde varyasyon, birer tane GABBR2, SCN1B, SLC2A1, SLC4A10,
2 tane TBC1D24 varyasyonu) olmak iizere 9 (%28) varyant saptandi.

Calismamizda 6zgiin primerlerle tasarimini gerceklestirdigimiz 18 gen igeren
hedefli NGS panelimizin etkinligi yeni aday genlerle arttirilabilir. Calismamiz sonucunda
elde edilen bulgularin fonksiyonel ileri ¢alismalarla desteklenerek ilgili varyasyonlardaki
mevcut bilgilerin artinlmas: gerekmektedir. Calismamizin kisitlayict unsurlarindan bir
tanesi olan o6rneklem sayisinin artirilmasi ile IJE hastalarinda fenotip-genotip iligkisinin

arastirilmasinin literatiire 6nemli katkilar saglayacagi ongoriindeyiz.
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Ek-1

Idiyopatik Jeneralize Epilepsi Hasta Degerlendirme Formu

Tarih

Protokol No

Hasta Adi-Soyadi

Dogum Tarihi-Yeri

Iletisim Bilgileri (Tel No / E-Mail)

Cinsiyeti

Hastaliga iliskin Ozellikler

Hastalik baslangi¢ yasi

Tani siiresi (ay)

Epileptik nobet tipi

Sekonder jeneralize
Absans

Tonik-klonik

Tonik

Klonik

Myoklonik
Myoklonik-tonik-klonik
Myoklonik-atonik
Atonik
Siniflandirilamayan

IJE baghg altinda tanimlanan
sendrom tipi var m1? (ILAE
Kriterlerine gore)

Selim ailesel yenidogan konvulzuyonlar1 (SAYK)
Selim yenidogan konvulzuyonlar1 (SYK)
Cocukluk cag1 selim miyoklonik epilepsi(CSME)
Cocukluk cag1 absans epilepsisi (CCAE)

Juvenil absans epilepsisi (JAE)

Juvenil miyoklonik epilepsi (JME)

Uyanirken gelen JK ndbetleri (UGJK)
Miyoklonik absansli epilepsi (MAE)

Febril nobet art1 jeneralize epilepsi (FNJE)

Son 1 yildaki nobet sikligi

Nobet gecirmemis
Ayda bir nébetten az
Ayda bir nébetten fazla

En son nobet gecirme zamani

0-1 ay

2-6 ay

7-12 ay

13 ay ve daha fazla

Nobeti tetikleyen faktorler

Var
Yok

Nobeti tetikleyen faktorler

Stres
Uykusuzluk
Yorgunluk
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Gurulta
Adet donemi

TV seyretme, bilgisayar
Kitap okuma
Diger (seving, aclik, 1s1k, sigara, yliksek ates)

Epilepsi disinda bagka bir| Var (c.....oooviiiiiiiiiiiiic e )
hastaliginiz var mi1? Yok

Ila¢ Kullanim Durumu

Kullandig1 anti-epileptik ilag

Ilag Etkinligi, Yan etkiler

Risk Faktorleri

Dogum kilosu

Dogum komplikasyonlari

Gelisme Dénemi

MSS enfeksiyon 0ykuist NOF....... A0
Yok

Kafa Travmas1 oykiisii V2 S
Yok

Febril konvulsiyon OyKUSU | Var.... ..o
Yok

Ailede baska epilepsi hasta| Var..................

var m1? Yakinlik derecesi...............cooiiii

Yakinlik derecesi Yok

Tibbi Kayit

EEG bilgileri

BT goriintiileme bulgulari

MRI goriintiileme bulgulari

Laboratuvar bulgulari

Sosyal Durumu

Medeni Durumu Bekar / Evli /

Egitim Durumu

Is Durumu

Alkol Kullanimi

Sigara Kullanimi
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TRAKYA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
BiLIMSEL ARASTIRMALAR ETIK KURULU
BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Bir araztima projesine davet edilmeltesiniz. Bu  arastwmanan  yiirdtilmesi, Traloa
Universitesi Trp Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulo'nun tarih ve ... sayilh
karari ile onaylanmigtic.

Araztirmaya katilmaya karar vermeden Snce arastumanin neden ve naml yapilacaZim
anlamaniz cok Snemlidir,

Araztirmaya katilun tamamen gdntGllilik ilkesine bagli olup katilmayy reddetmeniz herhangi
bir cezaya va da elde edilecek herhangi bir yarann kavbedilmesine kesinlikle vol apmayacaktir,

-‘L'-.m gelrilde arastirmaya katj.hnaﬂ. 1 kabul ettiltten sonra da arastirmanin herhangi bir verinde
highir neden gdstermelrzizin herhangi bir zarar ya da elde adilmesi bek:leulen bir yarar kay buna vl
agmadan a:a;tl_tmaﬂaﬂ u;ek:lebﬂu’sm_tz

Araztirma kapsaminda vapilan izlemlerin mali giderleri aragtirmacilar va da desteklevici
(ACTK AD. ... .) tarafindan kargilanacak clup size va da sosval gvenlik burumunuza highir mali
vk getirmeyeceltir.

Azamdaty bilgileri diklatlice okwyun ve aragtrmava katilmale isteyip istemedifinize karar
vermel: igin litfen biraz diiziinfin.

¢ Arastirmamn bilimsel ach: Idiyvopatik jeneralize epilepsi tanis1 alan olgularin yeni nesil
selanslama yintemi ile genetik etivolojisinin arastirilmaz

« Arpastirmanmn anlasilabilir basit adi: Sebeb: bilinmeven epilepst ndbeti olan hastalarda
belirli genlerin genetik analizleri

«  Sorumlu Arastirmacimin adi ve ghrev yeri: QELQQL Engin ATLI — Tibbi Genetik ABD

Arastirmamin amact: Sebebi bilinmeyen epilepsi hastaliZinn nedenlering incelemek ve tat
igin fayda saflayabilecek testler zeligtinmelk

«  Apastirmanin niteligi (klinik, laboratuvar, epidemivolojik., tez cahsmas: vh.): Klinil: ve
laboratuvar caligmas

«  Arastirmanin baslama tarihi ve dngdriilen siresi: Haziran 2018- Haziran 2020

* Arastrmaya katnlmasi beklenen gintlli sayisi: Haziran 2018-Haziran 2019 tarihlen

arasinda Tralyva Universitesi Tip Faldiltesi Noroloji Anabilim Dali polikliniginde ve Cocuk

Nérolojizi Bilim Dali polikliniginde idivopatik jeneralize spilepsi taniz alan ve caligmaya

dahil edilme kriterlerine uyan hastalanin tamams caligmaya dahil edilecektir. Bu baglamda
Srneklem biivildigi caligma tamamlandiktan sonra belitleneceltis,

*  Arastirma sirasinda uygulanacak olan invaziv véntemler dihil olmak iizere goniilliive
uygulanacak yintem, girisim ve tedavilerin timid: G3nilldlere hichir ek izlem
uygulanmayacaltr. Hastanede bagrurulan sirasmda tetlik mabsadivla aliman kanlarm arta
kalan kysimlanndan calisilacaldter

«  Arastirmanin deneysel lasimlary: Alman Srnelder uygun kogullarda salklanacals e
sonrazinda incelemeye tabi tutulacaltir.

¢« Farkh uygulama ve girisimler icin giniilliilerin araghrma gruplarma rastgele atanma
olasihgn: Farkl: bir uygulama ve girigim buluremamaktadie.

i, Tup Faloaltesi Bilims

gl Arastirmalar Enk Kurulu (TU_BAEEK)
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« Katthmemmm arashrmaya dahil edilme nedeni: Sebebi bilinmeven epileps: ndbetleni
nedenivle hastaneye bagiuran hastalar galigmaya dahil edileceltir.

« Arastrmadan degrodan ginillii icin beklenen varar: Bilimszel bir caligmaya katbida
bulunarak epilepsi hastalifmin aragtwilmasima katlada bolunacaltr.

o Gontlhiniin soronmlulullar: Herhangi bir somminiok: yolduor.

* Gonilliiniin (arastirma hamilelerde veya lohusalarda yapilacaksa ise embriyo, fetiis
veya siit cocuklarinim da) maruz kalabilecekleri riskler veva rahatsizhklar: Herhangi bir
risk voktor.

» Risklere karsi alinan dnlemler: Caligmada herhangi bir risk faldt&ei yoldur.

¢ Giniilliye alternatif olarak nygulanabilecelk olan diZer vintemler ve bunlarm olas:
yvarar ve zararlarm: Ek véntern bulunmamalztadar

* Arastirmaya bagh olarak bir zarar olustugunda verilecek tazminat ve saglanacak
tedaviler: Hastaya aragtirmava bagls ek bir iglem vapilmavacaktir.

o Ginillilere yapilacak ulasim, vemek gibi masraflara iliskin Sdemeler: Caligmamiz
zéniillalik ezasinz davandi®i igin hastalara herhangt bir ddeme yvapilmavyacaktr

¢ Gonilliiniin arastirmaya katthmmm sona erdirilmesini gerektirecek durumlar veya
nedenler: Giniillaler calizma slirecinde istediller: zaman calismadan aynilabilirler.

* Arastirma sonunda ginillilere |bilgi verilecek mi? Talep dogmltusunda
bilgilendirilecelotir.

* Ginillilerin arastirma haklanda, kendileri haklanda ya da arastirmayla ilgili herhangi
bir beklenmedik olay haklunda daha fazla hilgi edinebilmesi icin temasa gecebilecegi

kisi ve kendisine giiniin 24 saatinde erisebilecegi telefon numarasi: Ogr. Gir. Enzin Ath-
0 254 2352336

o Ginillilerden elde edilecek olan bivolojik materyallerin hangi amaclarla knllamlacag:
Sebebi bilinmeven epilepst hastaliFinin nedenlerinin aragtirlmass igin Imllamilacak

¢ Goniillilerden elde edilecek bivolojik materyaller {dizerinde genetik arastirma

yapilabilmesi icin onay:

1.1 . Idivopatik jeneralize epilepsi tanist alan olgularin yeni nesil sekanslama yéatem: ile
genetik ettyolojizsinin aragtinlmas © aragtirmast kapsaminda alinan biyolojik Smellerimin
(kan, idrar, vhb._.);

Sadece yukarida bahsi gecen arastirmada kullamlmasma izin veriyorum.

|:| Ileride vapilmas: planlanan tiim arasoirmalarda kuollamlmasina  izin
verivorum.

|:| Hichir kogulda kullamlmasina izin vermiyorum.
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Tukarda agikga tamsmlanan galigmanin ne amagla, kimler tarafindan ve nasil gergeklestirilecegi
anlayabilecegim bir ifade ile bana anlatildi.

Bu aragtirmadan elde edilen bilgilerin bana ve bagka insanlara saSlayacaZs vararlar bana anlatilds.
Aragtirma srasinda meyvdana gelebilecek riskler ve rzhatzizliklar banz anlayvabileceZim bir dille
anlatild:.

Aragtirma sirasinda clugabilecek zarar durumunda gerceldegtirilecelr iglemler bana anlatilds.
Aragtinmamn yirdtilmesi swrasmnda olast van etkiler, rislder ve zararlar ve haklarnm konusunda 24
zazt bilgi alabilecefim bir vetkilinin adi ve telefonu bana verildi.

Aragtirma kapsamndatn biitiin muayene, tetkil ve testler ile tibbi balym hizmetlen icin benden va da
bagl: bulundngum zosyal givenlik knmilusundan hichir fieret istenmeyecegi bana anlatilds.
Aragtiraya hichir basla ve zorlama altinda olmalzszin g8nilld olarak katilsyomm.

Aragtirmaya katilmayi reddetme hakbina sahip oldugum bana bddirildi.

Sommlu aragtinmacs [ helime haber vermel: kavdivla, hichir gerelice gstermelezizin istedifim andz
bu galizmadan gekilebilecefimin bilincindeyim.

Bu galigmaya katilmay: reddetmem va da sonradan gekilmem halinde highir sorumluluk altins
girmediZimi ve bu duromun simdi va da gelecelte gerelsinim duvdugum tibbi balar hichir bigimde
etltilemeyecegini bilivorum.

Caligmanan yirlitielsd clan aragtirmac: 7 helim va da destekleven lurulug, caligma programitim
gereklerini verine getirmedeli ihunalim nedeniyle, benim onayvimg  almadsn bend calizma
kapsamandan gikarabileceZing bilivorum.

Trakya Universitesi Tip Fakiltesi Bilimsel Aragtimalar Etik Kurulu'nun gerekli gordigiinde,
gizlilizimin kommmas ilkesine uygun olarak, aragtirma konwzuyla iligldli orijinal tibbi kayitlarsms
dogrudan erigimde bulunabilecesing bilivomm

Tigili vasal dizenlemeler geregince kimligimi ortaya cikaracak kavitlarin zizli tutulacag:, kamuoyuna
agiklanmavacafy; aragtwma  sonuclarmuun bilimsel  toplantilarda sunwlabilecegi va  da
vayinlanabilecezi, ancak bu tir durumlarda limliFimin kesin clarak gizli tutulacagy bana acikland:.
Aragtinma konusuyla ilgili olarak, caligmaya devam ettme isteSimi etkileyebilecel: veni bilgiler elde
edildifinde bana va da vazal temstleime zamatunda bilgilendirme vapilacaii bana aciklands.
Yukarida wer alan ve arastimadan Gnce g@niillitye verilmesi gereken bilzileri gSsteren
Bilgilendirilmiy Géndilld Olur Formu adl metni kendi anadilimde cludum.

Allima gelen biitiin somlan sorma olanafi taminds ve somlarima doyurcy cevaplar aldim.
Tukarsda konusu belirtilen arastuma ile ilgili yazilh ve s0zli agiklama azafida adi belirtilen
aragtirmaci tarafindan yapidldi.

Bu kogullarla, 38z konusu aragtirmaya highir basla ve zorlama olmabsizan g8nillii olarak katilmeny
kabul ediyomim.

Trakya Universitesi Ty Fakolkesi Bilimsel Arastirmalar ik Kurulu [TU_BAEE)
Bilgilendirilnais Gamiglbia (o Eormug

Gonillimiin/Vasisinin imzas.: Sayfa 3/4
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Bilgilendirilmiy Gindlld Olur Fogmu non tam imzals bir kopyasim aldom.
o Ganiillitniin; (El vazs ile)

Adi- Savad::

Fmzase

Adresi (varsa telgfon veveva faks menarasi):

Tarif:

o  Felayet ya da vesayet alinda bulunanlar iging (El yans ile)
Vel va da Vasinin Adt- Sovads
Fozast:
Tarik:
Adresi (varsa telgfon veveva faks menarasy):

Tariki:

o  Apklamalar yapan araghrmaciHin
Lhnvane, Adi- Sovady: (E] yazist He)
Garev yaptigt baliim:
Fmzast:
Tarif:

Trakoym Universitesi Tip Eakilesl Blimes] Aragtumalar Edk Kymly (TU_BAEK)
eilendiniinge Ganalia Clur E

14 BMinae 1004 vL O

Géniilliiniin, Vasisinin i .
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Ek 3

Etik Kurul Formu

TRAKYA UNIVERSITES] TIP FAKCLTES] DEKANLIGI
BILIMSEL ARASTIRMALAR ETIK KURULL Edirne, Tarkiye

FROTOKOL KODU TUTF-BAER 2018128
Miyopatik Jencralize Epilepsi Tanis Alan Olgelann Yeni
FROTOKOL ADI Nesil Sckanglama  Yonters ile Oenetik  Etivolojisinin
ARASTIRMA BASVURISU o i Aragtinilimas)
ONA VIR LiMLL L&
ﬂmm UNVANI f ADI Dateh @
ARASTIRMA MERKEZ]
DESTEKLE
Mmu KATILAN Tk Wierbez ok Merlez
| MERKEZ sl midararass
Karar Xo: 8618 TarlkhALM 2015
Fakokemiz Tibts Conctik Anababim Dah Ctfretion Uyesi Dog. I mﬁﬁwummmgmwn
KARAR yukarsda bapvuna bilglieri verilon gal rymassn anegtirma bagruns dosyas ve ilgili belgeler smapinmanin gerekpe, amag, yakbagim
BILGILERL ve yinsemlen dikkme o marak thwllﬁnmmmmmmm&
kmrurmuna Sdetilmedili kigulleds ve ven toplanscak yeslends perekli iinler alesddtsn fones pergeiiestiniimeninds ciik
MMMMMhmmWﬂﬂmhmm
ETik KURLL BILGILERI
5 o
Covan'Ad’ Soymds Uzmanlik Dials Karsma Chasiyetl ikl Kanhm (**) imea
Frof v 0 TUTF ook
Coeuk Sadinds
A iy -lll ! sw«m K E@ (B\H
De. R K Fuh Saghgive | T.U.LF. Ruh5a
C Hastalklar ve K E@ @H
Bagkmn Yardimesi A
DnOwlwsk D & TOTF
‘J'Im:e . . mr::ucg. K E 0 (Em
Dr. O Uyesi F. M : TOTE ’
N Biyolsatie | ool | K E@ @H
eg.TeH @ T.OTF. Tk :
Tibbi Generik Genctik A D E E H ER
Prof.Dr.t 0 T.OTE. g
Ie Hastahidary Hastaisk “L E E @ @) H
Dr.Ogr. Dyesi0 K m T.LT.F. Faryolaji
Fizyulgji AL g £ m Byu
Dog Dr.C 5 o
o Kardivolo hjﬂ:;h_n £ a0 @_ H
Pred. Dn. M
T.OTF Halk
E g Halk Sl Saflipy AD. E EH EH
Prof [v. N (4] Kadan TUTF Kadm
Eﬂw Hastahickan ve Hamalddan ve E EH EH
Prof. Dr § Ancsez) ve TUTFE
[t 5 PReanimasyon Anester ve K e B et n
i o
FofDr Al 8 Genel Cemabi | TUTF. Genel EH | EM
Oy Cerahi .0, E
Aviest G 0 EH EH
Oy T.0. Rekaseligi K g
Emekls Ognitmen 5 EH EH
5 Serbest Uye E
e ’
*Aragtama ile iligki PefDr.A T
#Toplantids Balwams Fedna,
IedarAed.
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BOLUM 9

OZGECMIS
OZGECMIS FORMU

Ad: Engin
Soyada: Ath
Gorev Yeri: Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi Genetik Anabilim Dali
Yabana Dil: Ingilizce
Tarih Egitim
2015-2021 Trakya Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Bivoteknoloji ve Genetik

Anabilim Dali, Doktora

2005-2008 Eskisehir Osmangazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitist, Tibbi
T Genetik Anabilim Dali, Yiiksek Lisans

Eskisehir Osmangazi Universitest, Fen Edebivat Fakultesi, Bivoloji

-2
2001-2003 Bélimi

Akademik Unvanlan

2015-Halen Ogretim Garevlisi
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of individuals with high risk BRCA-related breast/ovarian cancer in Trakya region of
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