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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Jeneralize Tonik Klonik Nobetli Epilepsi ile SCN1A, SCN2A ve KCNQ2
Genleri Arasidaki Iliski

Zeynep AYTAC

Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Molekiiler Biyoloji Programi

Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Berrin TUGRUL

Jeneralize tonik-klonik ndbet (JTKN) tipli epilepsi idiyopatik jeneralize
epilepsiler (IJE) arasinda %14 civarinda goriilen bir hastaliktir. Yapilmis baz1 in vivo
calismalarda iyon kanal genlerinden SCNIA, SCN2A ve KCNQ2’deki
polimorfizmlerin ve bu polimorfizmlerle ilgili genetik etkilesimin JTKN ile iligki
oldugu belirtilmektedir.

Bu caligmada IJE’nin alt tiplerinden, JTKN nobet tipli epilepsi hastalarinda
SCN1A (R1648H), SCN2A (GAL879-881QQQ) ve KCNQ2 (V182M) genlerindeki
polimorfizmler ve bu polimorfizmler arasindaki genetik etkilesimin epilepsi nobet
tipi ile iligkisinin olup olmadiginin arastirilmast amaglanmastir.

Calismamiza JTKN nobet tipi epilepsili 75 hasta ve 75 saglikli kisi dahil
edilmistir. Hasta ve kontrol grubundaki kisilerin kanlarindan izole edilen
DNA’lardan SCN1A geninin 26. eksonu, SCN2A geninin 19. eksonu, KCNQ2
geninin 9. eksonu polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi. PZR iiriinlerine DNA
dizi analizi yapildi. Dizi analiz sonuglart MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) programinda analiz edildi. MEGA dizi analiz sonuglar istatistiksel olarak
SHEsis programi ile degerlendirildi.

SCN1A geninde R1648H, SCN2A geninde GAL879-881QQQ, KCNQ2
geninde V182M polimorfizmlerini ne hasta grubunda ne de kontrol grubunda tasiyan
kisiye rastlanilmadi. SCN1A geninde yeni bir polimorfizm olan R1648P
polimorfizmini hasta grubunda 1, kontrol grubunda 3 kisinin heterozigot olarak
tasidigr belirlendi. Ayrica kontrol grubunda, SCN1A geninde 134272. niikleotitte
A>G polimorfizmini 1 kisinin ve 134347. niikleotitte G>A polimorfizmini 1 kisinin
heterozigot tasidigi, hasta grubunda bu polimorfizmlerin olmadig: belirlendi.

SCNZ2A geninde kontrol grubunda 105649. niikleotitte G>A polimorfizminin

1 kiside ve KCNQ2 geninde 28704. niikleotitte T>G polimorfizminin 1 kiside
oldugu, hasta grubunda bu polimorfizmlerin olmadig: belirlendi.

Vil



SCN1A geninde R1648H, SCN2A geninde GAL879-881QQQ, KCNQ2
geninde V182M  polimorfizmlerinin  ve ¢alismamizda bulunmus diger
polimorfizmlerin JTKN ile iliskisinin olmadig1 sonucuna varildu.

Anahtar Kelimeler: JTKN, Epilepsi, SCN1A, SCN2A, KCNQ2

2016, 61 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

The Association between Generalized Tonic-Clonic Seizures and SCN1A,
SCN2A and KCNQ2 Genes

Zeynep AYTAC

Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology
Molecular Biology Division

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Berrin TUGRUL

Generalized tonic clonic seizure (GTCS) epilepsy is a type of disease that
constitute 14 % of idiopathic generalized epilepsy (IGE). Previous in vivo studies
with generalized tonic clonic seizure (GTCS) epilepsy showed that there is relation
between GTCS type of epilepsy and polymorphisms of SCN1A, SCN2A, KCNQ2
ion channel genes.

In this study it was aimed to investigate the relation between the genetic
mutations of ion channel genes, SCN1A (R1648H), SCN2A (GAL879-881QQQ),
KCNQ2 (V182M), and GTCS epilepsy the subtype of IGE. Besides, the relation in
between these genes were also investigated.

In this study, 75 GTCN epilepsy patients and 75 healthy people as control
were included. DNA’s of patients and controls were isolated and 26. exon of
SCN1A, 19. exon of SCN2A, 9. exon of KCNQ2 genes were amplified by
polymerase chain reaction (PCR). PCR products were sequenced and results were
analyzed with MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) program. These
analysis were statistically evaluated by SHEsis software program.

SCN1A (R1648H), SCN2A (GAL879-881QQQ) and KCNQ2 (V182M)
polymorphisms were not determined neither in patient nor in control group. R1648P
was determined as a new polymorphism of SCN1A gene that found at 1 person in
patient group and 3 people in control group as heterozygous. Also in SCN1A gene
134272 A>G polymorphism was determined at 1 person and 134347 G>A
polymorphism was determined at another person as heterozygous in control group.

Also 105649 G>A polymorphism of SCN2A gene was determined at 1
person in control group and 28704 T>G polymorphism of KCNQ2 gene was
determined at 1 person in control group

According to our findings, there was no any relationship of GTCS epilepsy

with SCN1A (R1648H), SCN2A (GAL879-881QQQ) and KCNQ2 (V182M)
polymorphisms and polymorphisms determined in this study.
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1. GIRIS

Epilepsi genel popiilasyonun yaklasik %1’ini etkileyen ve en sik rastlanilan
norolojik hastaliklardan biridir [1]. Epileptik sendromlarin ortaya ¢ikis nedenlerinin
yaklagik %65°1 idiyopatiktir [2]. Jeneralize tonik-klonik nobetler (JTKN) uyku ile
iligkili olmayan, giin icinde herhangi bir zamanda goriilebilen bir idiyopatik
jeneralize epilepsi formudur. JTKN idiyopatik jeneralize epilepsiler arasinda %14

civarinda goriilmektedir [3].

Epileptogenez siirecinin kanal patolojilerine bagli oldugu yapilan ¢aligmalar
sonucu bulunmustur. IJE sendromlariyla iligkili farkli iyon kanal alt birimleri vardir.
Iyon kanallarindan voltaj-kapili kanallar ve ligand-kapili kanallardan sorumlu

genlerin bir kism1 epilepsinin farkli formlariyla iligkilendirilmistir [1,4].

Voltaj-kapili sodyum iyon kanallari noron ig¢i sinyal iletimini saglayan
aksiyon potansiyelinin baslamasi ve ilerlemesi i¢in Onemlidir. Kanali olusturan
kisimlardan birinde goriilen anormallik aksiyon potansiyelinin ilerlemesinde
sorunlara neden olmaktadir. Alt birimlerle iliskili 6zellikle SCN1A, SCN2A ve
SCNS8A genlerindeki anomalilerin IJE ile iligkili oldugu belirtilmektedir [5].

Voltaj-kapili potasyum iyon kanali ile iligkili mutasyonlar, kanal olusumda ve
protein kararliliginda bozukluga, depolarizasyon araliginin kaymasina, kanal
aktivasyonunun ve inaktivasyonunun yavaglamasina neden olmaktadir. Bugiine dek
yapilan ¢aligmalarda voltaj kapili potasyum iyon kanal geni KCNQ2’de epilepsiye

neden olan mutasyonlar bulunmustur [6,7].

Hawkins ve arkadaslari SCN1A geninde R1648H polimorfizmini, SCN2A
geninde  GAL879-881QQQ  polimorfizmini, KCNQ2 geninde V182M
polimorfizminin JTKN ile iligkisini aragtirmig ve SCNI1A ve SCN2A genindeki
polimorfizmleri birlikte tasiyan farelerde JTKN ile genetik etkilesim arasinda
baglanti olabilecegini gostermislerdir [8]. Kearney ve arkadaslari tarafindan SCN2A
geninde GAL879-881QQQ ve KCNQ2 geninde V182M polimorfizmleri incelenmis,

bu 2 polimorfizmi birlikte tasiyan farelerde, bu polimorfizmler arasindaki genetik



etkilesimin JTKN ile iligkisi oldugu belirtilmistir [1].

Yaptigimiz literatiir arastirmasinda, JTKN tipi epilepsi ile SCN1A ile SCN2A
gen polimorfizm etkilesimi ve SCN2A ile KCNQ2 gen polimorfizmi etkilesiminin
hastalikla iligkisi oldugunu belirten, fareler iizerinde yapilmig bu iki in vivo

calismanin insanlar lizerinde etkisinin arastirildig1 bir calismaya rastlamadik.

Calismamizda IJE alt tiplerinden JTKN nobetli 75 kiside SCN1A geninde
R1648H polimorfizmi, SCN2A geninde GAL879-881QQQ polimorfizmi, KCNQ2
geninde V182M polimorfizminin ve bu genler arasindaki genetik etkilesim
belirlenebilirse JTKN nobet tipli epilepsinin ortaya ¢ikmasinda etkisinin olup
olmadigi, ayrica calisma grubumuzda incelenen genlerde hastalikla iligkili yeni

polimorfizmlerin belirlenip belirlenemeyeceginin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Epilepsinin Olusum Mekanizmalari

Epilepsi tekrarlayan ndbetlerle karakterize olan merkezi sinir sistemi hasaridir
[9]. Epileptik nobet ise beyinde asir1 ndron desarjlart sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.
Uzun yillardir bilinen bir hastalik olmasi nedeniyle ¢cok sayida aragtirma yapilmis ve
bu arastirmalar sonucunda epilepsiye neden olan etkenler belirlenmistir (Sekil 2.1).
Epilepsiye neden olan etken klinik veya laboratuvar bulgulariyla saptanabiliyorsa bu
epilepsiler semptomatik epilepsi olarak smiflandirilmaktadir [10]. Semptomatik
epilepsi smifinda yer alan epilepsilere travma, enfeksiyon, dogustan kaynaklanan
bozukluklar neden olabilmektedir [5,2]. Epilepsinin etiyolojik sebeplerinin yaklasik
%35’ini semptomatik epilepsiye neden olan etkenler, etiyolojik sebeplerinin kalan
%65°lik kismu idiyopatik epilepsi olusturmaktadir [2]. idiyopatik epilepsilerin
temelinde yatan etmenler tam olarak bilinmemektedir ancak bu epilepsilerde birden
fazla genin rol aldig1 ve epilepsinin kompleks kalitimla nesiller arasi aktarildigi
diistiniilmektedir [10].

Dejeneratif
Neopastik 3,5% Enfeksiyon

41% \\ 2,5%

Travma
5,5 %

Konjenital
8%

Vaskiiler
10,9 %

idiopatik
65,5 %

Sekil 2.1. Epilepsinin etiyolojik sebeplerinin dagilimi

Epileptik nobet sirasinda asir1 desarj olan ndronlar, sinir sisteminin yapi

tasidir. Noronlar, aksiyon potansiyelleri araciligi ile bilgiyi hiicrenin bir kismindan
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diger kismina iletmektedir. Aksiyon potansiyeli, bir hiicre zarinin fiziksel, kimyasal
veya elektriksel bir uyaran ile uyarilmasi, zarin iki tarafindaki iyon dagiliminin
degismesi ve ortaya c¢ikan elektriksel potansiyelin akson boyunca iletilmesidir.
Aksonun en ug¢ noktasina kadar iletilen elektriksel ileti (sinir uyarisi), sinapslarda
norotransmitterler araciligi ile kimyasal iletiye ¢evrilmektedir [11]. Bu kimyasal ileti,
diger sinir hiicresinde elektriksel iletiyi baslatmaktadir. Diger sinir hiicreleri

boyunca da bu dongiiye uygun sekilde bilgi iletimi saglanmaktadir.

Elektriksel potansiyelin akson boyunca iletilmesinde iyon kanallari gorev
almaktadir. Iyonlar, iyon kanallar1 araciligiyla hiicre igine veya hiicre disina akarak
biiyiikk voltaj degisikliklerinin olusmasina neden olmaktadir. Iyon gecislerinde
kapisiz iyon kanallari, voltaj-kapili iyon kanallar1 ve ligand-kapili iyon kanallar1 rol
oynamaktadir. Kapisiz iyon kanallar1 hiicre zar1 dinlenme fazindayken sodyum
iyonlarmin (Na") hiicre icine, potasyum iyonlarinin (K*) hiicre disina ¢ikmasim
saglamaktadir. Ligand—kapili iyon kanali ve voltaj-kapili iyon kanallar1 belirli

durumlarda agilarak iyon gegisine izin vermektedir [11].

Elektriksel potansiyel akson boyunca iletilirken birbirini izleyen ii¢ faz
goriilmektedir:

1) Dinlenim Fazi: Bu fazda zar potansiyeli yaklasik -65 milivolt degerindedir
[12]. Zar potansiyelinin sabit kalabilmesi i¢in kapisiz iyon kanallarindan siirekli Na*
ve K* iyon gecisi olmaktadir [11]. Sinir hiicresi zar1 ‘polarize’ durumdadir ve sinyal
iletimi gerceklesmez (Sekil 2.2).

2) Depolarizasyon Fazi: Sinir hiicresi bir uyaran tarafindan uyarildiginda,
uyartinin alindig1 bolgedeki zar potansiyeli ani degisiklik gosterir. Bu degisiklige
bagli olarak hiicre i¢i pozitif, hiicre dis1 negatif duruma geger. Bu degisikligin
gerceklesmesinde Na® iyonlar1 gorev alir. Hiicre disinda, hiicre icine kiyasla fazla
olan Na’ iyonlari, Na* kanallarinin agilmasiyla hiicre icine girmeye baslar ve
milisaniyeler kadar kisa siirede zar potansiyeli +35 milivolt degerine yiikselir (Sekil
2.2) [13]. Bu olay ‘depolarizasyon’ olarak adlandirilir. Depolarize olan bdlge,
depolarize olmamis komsu bdlgeleri uyararak uyarinin iletimini saglar. Depolarize

olan bolge daha sonra ‘repolarizasyon’ fazina gecer.



3) Repolarizasyon Fazi: Na® iyon gecisinden sonra sodyum kanallari
kapanmaya baslar ve potasyum kanallar1 normaldeki haline gore daha fazla agilarak
K" iyonunun hiicre disina ¢ikmasini saglar. Boylece dinlenim fazindaki -65 milivolt

zar potansiyeli elde edilmis olur (Sekil 2.2) [12].
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Sekil 2.2. Aksiyon Potansiyelinin Evreleri

Noron boyunca ve noronlar arasinda sinyal iletiminin gerg¢eklesmesinin
temelinde iyon kanallar1 gorev aldigi i¢in, bu kanallarda olabilecek bir mutasyon
iyon kanallarin islevini dogru olarak yerine getirememesine neden olmaktadir. Bu
nedenle noéronlar arasindaki denge bozulmakta ve anormal ndron desarjlar

sonucunda epileptik ndbetler ortaya ¢ikmaktadir [14].

Son yillarda yapilan ¢aligsmalarda epilepsiyle iliskili bircok gen bulunmustur.
Bu genlerin bir¢ogu ndronlarda sinyal iletiminde rol oynayan sodyum ve potasyum
kanallarindan sorumlu genlerdir. Sodyum ve potasyum kanallarindan sorumlu bir
gende goriilen mutasyon veya birden fazla gende goriilen mutasyonlar farkli epilepsi

sendromlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir [1].



2.2. Epilepsinin Simiflandirilmasi

Bugiine dek yapilan calismalar sonucunda epilepsinin bircok formu
bulunmustur. Bir diizen saglayabilmek, bilimsel arastirma sonuglarinin
karsilastirilmasina ve degerlendirilmesine yardimc1 olmak i¢in ortak bir
simiflandirma sistemi olusturulmaya calisilmistir [2]. Epilepsi uzmanlar1 bir araya
gelerek ILAE (International League Against Epilepsy, Uluslararas: Epilepsi Ile Savas
Komisyonu) isminde bir topluluk olusturmus ve epilepsi sendrom siniflandirmasiyla

ilgili ¢alismalar yapmiglardir.

2.2.1. Epilepsi Sendrom Simiflandirilmasi
Epilepsi sendromlari i¢in siniflandirma yapilirken nébet tipi, ilk ndbetin
goriildiigli yas, ndbeti ortaya ¢ikarici etmenler, ndbetlerin tekrarlama sikligi, ndbetin

siddeti, elektroensefalogram (EEG) gibi 6zellikler dikkate alinmistir [15, 2, 16].

ILAE’nin yaptig1 smiflandirmaya gore epilepsiler asagidaki sekilde
gruplanmistir [17].
A. Lokalizasyona bagli epilepsiler ve sendromlar
1. Idiyopatik (yasa bagl baslangig)
a) Sentrotemporal dikenli selim ¢ocukluk ¢ag1 epilepsisi
b) Oksipital paroksizmli cocukluk ¢ag1 epilepsisi
c¢) Primer okuma epilepsisi
2. Semptomatik
a) Cocukluk ¢aginin kronik progresif epilepsia parsiyalis kontinuasi
b) Spesifik faktorlerle uyarilan ndbetlerle karakterize sendromlar
c¢) Temporal lob epilepsi
d) Frontal lob epilepsi
e) Parietal lob epilepsi
) Oksipital lob epilepsi
3. Kriptojenik
B. Jeneralize epilepsiler ve sendromlar
1. Idiyopatik (yasa bagli baslangic-yas sirasina gore siralanmustir)
a) Selim ailesel yenidogan konviilziiyonlar1

b) Selim yenidogan konviilziiyonlari



¢) Siit gocuklugunun selim miyoklonik epilepsisi
d) Cocukluk c¢ag1 absans epilepsi (piknolepsi)
e) Jiivenil absans epilepsi
f) Jiivenil miyoklonik epilepsi (impulsif petit mal)
g) Uyanirken gelen grand mal nobetli epilepsi
h) Diger jeneralize idiyopatik epilepsiler
1) Belirli aktivasyon yontemleriyle uyarilan epilepsiler
2. Kriptojenik veya semptomatik (yas sirasina gore)
a) West sendromu
b) Lennox-Gastaut sendromu
¢) Miyoklonik astatik ndbetli epilepsi
d) Miyoklonik absansli epilepsi
3. Semptomatik
a) Nonspesifik etyoloji
Erken miyoklonik ensefalopati
—  (Supression-burst)'lu erken infantil epileptik ensefalopati
— Diger semptomatik jeneralize epilepsiler
b) Spesifik sendromlar
C. Fokal veya jeneralize olduklar1 belirlenemeyen epilepsiler
1. Hem jeneralize hem fokal konviilziiyonlu epilepsiler
a) Yenidogan konviilziiyonlar1
b) Siit cocugunun agir miyoklonik epilepsisi
¢) Yavas dalga uykusu sirasinda devamli diken-dalgali epilepsi
d) Edinsel epileptik afazi (Landau-Kleffner sendromu)
e) Diger belirlenemeyen epilepsiler
2. Jeneralize veya fokal konviilziiyon 6zelligi olmayanlar
D. Ozel sendromlar
1. Duruma bagli nobetler (Gelegenheitsanfaelle)
a) Febril konviilziiyonlar
b) Izole nébet veya izole status epileptikus
c) Akut metabolik veya toksik nedenlere bagli nébetler(alkol, ilaglar,

nonketotik hperglisemi)



2.2.2. Epilepsi Nobet Tiplerinin Simiflandirilmasi
Uluslararast Epilepsi Ile Savas Komisyonu epileptik nobet tiplerini
siniflandirarak 1993 yilinda yayimnladigi simiflandirma sistemine gore nobetleri

parsiyel ve jeneralize olmak iizere iki gruba ayirmistir.

ILAE’nin yaptig1 siniflandirmaya gore epileptik nobetler:

A. Parsiyel nobetler (fokal baslangicli nobetler): Beyinde anormal elektriksel
bosalma sonucunda beynin sag veya sol bolgesi etkilenmekte, bu da viicudun bir
bolgesinin etkilenmesine neden olmaktadir [18].

1. Basit parsiyel nobetler: Biling kayb1 goriilmemektedir.

a) Motor belirtilerle
b) Duyumsal ya da 6zel duyumsal semptomlarla
c) Otonomik belirti ve bulgularla
d) Psisik bulgularla
2. Kompleks parsiyel ndbetler: Biling kayb1 goriilmektedir.
a) Basit parsiyel olarak baslayan nébetler
b) Baslangigtan itibaren biling bozulmasi ile birlikte olan ndbetler

3. Parsiyel baslayip sekonder jeneralize olan nobetler

B. Jeneralize nobetler: Beyinde anormal elektriksel bosalma sonucunda beynin sag
ve sol bolgeleri etkilenmekte, dolayisiyla ndbet tiim viicutta etkili olmaktadir
[18].

1. Absans nobetler: En sik goriilen jeneralize epilepsi nobetidir. Bu nobet
aurasizdir, aniden baglar ve biter, yaklagsik 5-20 saniye kadar siirmektedir. Nobetten
sonra kisi yapmakta oldugu ise devam edebilmektedir. Ozellikle Kisi
heyecanlandiginda daha sik goriilmektedir [19].

2. Myoklonik nébetler: Ozellikle kol kaslarinda refleks gibi ani kasilmalar
gozlemlenmektedir. Bazen bacaklarda da aynmi kasilmalar gozlemlenebilir. Eger
miyokloniler siddetli olursa hasta dengesini kaybederek yere diisebilir [18,19].

3. Klonik nébetler: Viicudun bir yarisinda titremeler goriiliir [18].

4. Tonik nobetler: Hastanin tiim kaslar1 kaskati olur ve hasta yere diiser [18].

5. Tonik - klonik ndbetler: Bu ndbet tipinde tonik ve klonik olarak 2 faz
bulunmaktadir. Tonik fazda hasta ani suur kaybr ile yere diiser, kol ve bacaklarinda

kasilmalar goriiliir. Yaklasik bir dakika siiren tonik fazdan sonra, klonik faza gegcis



goriiliir. Suur kaybimin devam ettigi klonik fazda hasta bulundugu yerde titremeye
baglar. Nobetten sonra hastanin bilincinin agilmasi ve kendine gelmesi en fazla 1 saat
stirer. Nobetin etkisiyle hastada yorgunluk ve kas agris1 gériilmektedir [19].

6. Atonik ndbetler: Bu nobet tipinde kaslarda gevseme olur ve hasta yere
yi1gilir. Kisa siirede hasta kendini toparlar ve yerinden kalkabilir [18].

C. Smiflandirilamayan nobetler

2.2.3. idiyopatik Jeneralize Epilepsi

Epileptik sendromlarin ortaya ¢ikis nedenlerinin yaklasik %65°1 idiyopatiktir
[2]. Idiyopatik epilepsilerde beyin travmasi, enfeksiyon gibi nedenler olmadan her
yasta epileptik nobetler goriilmektedir [20,21]. Idiyopatik epilepsilerin temelini
genetik bozukluklar olusturmaktadir [20]. Kromozomal bozukluklar, tek gen
defektleri idiyopatik epilepsilerin temelindeki genetik bozukluklardan bir kagidir
[22].

2.2.3.1. Jeneralize Tonik-Klonik Nobetli Epilepsi

Jeneralize tonik-klonik nobetler (JTKN) uyku ile iligkili olmayan, giin i¢inde
herhangi bir zamanda goriilebilen bir idiyopatik jeneralize epilepsi formudur.
Idiyopatik jeneralize epilepsiler arasinda %14 civarinda goriilmektedir [3].
Miyoklonik ndbetler gibi diger ndbetlerle birlikte olabilir ya da bunlar takiben
goriilebilir [23]. Diger nobetlerle birlikte goriildiigiinde JTKN diger nobetten daha
belirgin olabilmektedir [3].

JTKN’in tonik ve klonik olmak iizere iki evresi vardir. Nobet geciren kisi
tonik fazda bilinci kapal1 bir sekilde yere diiser, kaslar1 kasil bir sekilde, yerde 10-30
saniye arasinda kalir. Tonik fazin sonrasinda baslayan klonik fazda hastada siddetli
titremeler goriiliir. 30-60 saniye siiren bu fazdan sonra hastanin kaslar1 gevser ve
bilinci kapali sekilde bir siire yatar. JTKN’lerin bazilarinda ndbet baslangicinda
parlayan 1giklar, gorsel sekiller goriilebilir; bazi sesler duyulabilir [23].

2.3. Iyon Kanallar ve Idiyopatik Jeneralize Epilepsi
Iyon kanallar1 sinir sisteminde, iskelet ve kalp kas1 gibi uyarilabilir dokularda,

uyarilabilirligi kontrol eden temel yapilardir [24]. Iyon kanallar1 membranin lipid ¢ift



tabakasini keserek, sodyum, potasyum, kalsiyum gibi iyonlarin membran boyunca
gecisini secici gegirgen Ozelligiyle saglar. Kanallardaki bu secici gecirgen ozellik

aksiyon potansiyeli sirasinda degisen membran voltaji ile kontrol edilmektedir [14].

Epileptogenez siirecinin kanal patolojilerine bagli oldugu yapilan ¢aligmalar
sonucu bulunmustur. IJE sendromlariyla iligkili oldugu bulunmus fazla sayida iyon
kanal alt birimi vardir. Ayrica son yillarda non-iyon kanallarindaki mutasyonlarin da
epilepsiye neden olabilecegi bulunmustur. Iyon kanallarindan voltaj-kapili kanallar
ve ligand-kapili kanallardan sorumlu genlerin bir kismi ve non-iyon kanallarinda

gorev alan genlerin bir kismi1 epilepsinin farkli formlartyla iliskilendirilmistir [1, 4].

Bugiine dek yapilan calismalarda epilepsiyle iliskili oldugu bulunan cok
sayida gen tespit edilmistir. Bu genlerin, voltaj - kapili iyon kanallarim1 ve ligand -
kapili iyon kanallarini olusturan proteinlerin alt birimlerini kodlayan genler oldugu
bulunmustur [9, 25]. Epilepsi iyon kanallari ile iliskilendirilmis oldugu i¢in bir
kanalopati hastalig1 olarak bilinmektedir. Bu genlerdeki mutasyonlar ¢esitli yollarda
noronlarin uyarilabilirligini degistirmektedir. Bu mutasyonlarin ¢ogu sinaps
bolgelerinde postsinaptik duyarliligi ve noérotransmitter madde salimimini degistirir.
Ayrica noronlarda aksiyon potansiyelinin iletimi sirasinda goriilen depolarizasyon

sliresini uzatir [26].

fyon kanallar1 sodyum (Na*), potasyum (K*), klorid (CI') ve kalsiyum (Ca*?)
iyonlarinin segici olarak gegisine izin veren membrandaki porlardir. Temel olarak

voltaj kapili ve ligand kapili iyon kanallari olmak {izere iki tiptedirler [9].

Calismamiz voltaj kapili iyon kanallarindan sodyum ve potasyum kanallari ile

ilgili oldugu i¢in, bu kanallara iligkin bilgiler verilmektedir.

2.3.1. Voltaj-Kapih Iyon Kanallari
Voltaj-kapil1 iyon kanallari néronlarin aksonlart boyunca ve akson uglarinda
bulunur. Bu kanallar aksiyon potansiyelinin baslamasini ve ¢ogalmasini saglarlar.

Ayrica norotransmitter madde saliniminda da gorev alirlar [27].
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Voltaj-kapili iyon kanallar1 birden fazla alt {initeden olusurlar. Temel alt
birim olan a-alt {initesi, kiigiik eklenti alt tiniteler olan P, v, & alt {initeler birleserek
iyon kanalin1 olusturur [28]. a-alt tinitesi kanalin por kismini olustururken, eklenti
tiniteler ise kanalin iglevini degistirirler. a-alt {initesi birbirinin homologu olan 4
yapidan olusmaktadir. Bu 4 yapmin her biri 6 segmentten (S1-S6) olusmaktadir.
Biitiin voltaj-kapili iyon kanallarinin 4. segmentleri (S4) voltaja duyarlidir, 5. ve 6.
segmentler (S5, S6) ise kanalda filtre gérevi gérerek kanal i¢inden gegen iyonlarin
secilimini saglamaktadirlar (Sekil 2.3) [29].
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Sekil 2.3. Voltaj-kapili iyon kanalinin genel yapis1 [30]

Voltaj-kapili iyon kanallart 3 farkli fazda bulunurlar: kapilarin agik oldugu
faz, kapilarin kapali oldugu faz ve inaktif oldugu faz. Hiicre dinlenme halindeyken,
hiicre membraninin dis ylizeyi pozitif, i¢ yiizeyi ise negatiftir. Bu durumda iyon
kanal kapilart kapalidir ve iyon ge¢isi olmamaktadir. Hiicre membraninin
potansiyelinde degisiklik olmasi1 kanalda yapisal degisiklie neden olur ve iyon
kanali kapilar1 acilir. Kanal kapilarmmin agilmasiyla iyon gecisleri goriiliir. Bu
olaydan sonra kapilar gegici olarak inaktif faza gecerler. Bu sirada membran
potansiyeli iyon kanal kapilarimin kapali oldugu zamanki degere geldiginde hiicre

dinlenme haline gecer [24].

2.3.1.1. Voltaj-Kapih Sodyum Iyon Kanallar
Voltaj-kapili sodyum iyon kanallarinin en Onemli gorevi ndronlarin

uyarilabilirligi i¢in aksiyon potansiyelinin baslamasini ve devam etmesini
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saglamaktir [25]. Voltaj-kapili sodyum iyon kanallari, membran potansiyeline
duyarli yapilart sayesinde disaridan bir uyaran geldiginde gerceklesen voltaj
degisikliklerine aninda cevap vermektedir. Voltaj degisikligi nedeniyle kanalin
kapilar1 agilir ve Na* iyon gecisi goriiliir. Kanal kapilarmin agilmasiyla aksiyon
potansiyeli olusumu baglamis olur. Na® iyon gecisi goriilen yerde membran
depolarize olur ve komsu bolgelerdeki Na® kanal kapilart da membran
potansiyelinden etkilenerek acilir ve Na® iyon gecisi goriiliir. Bu sekilde aksiyon

potansiyelinin devamliligi saglanir [31].

Voltaj-kapili sodyum iyon kanallar1 {i¢ alt birimden olusmaktadir. o alt
birimler birleserek kanalin por kismini olusturmakta, iki tane B alt birim de kanalin
kinetigini kontrol etmektedir [32]. Voltaj-kapili iyon kanallarmm o ve [ alt
birimlerinin her ikisinin de epilepsiyle baglantili oldugu bulunmustur [25]. a alt
birimler birbirinin homologu olan dokuz gen tarafindan kodlanan 4 transmembran
yapidan olugmaktadir [25, 5]. Her bir transmembrane yapt 6 adet segment
icermektedir. B alt birimler 4 gen tarafindan kodlanmaktadir. Bu alt birimler kanal
kapilariin agilip kapanmasini ve kanal i¢inden gegecek iyonlarin kontroliinii

yapmaktadirlar [32].

Kanalin a alt birimleri dokulara 6zel olarak eksprese edilmektedir. Sodyum
kanallarinin a alt birimlerinden sorumlu genlerden SCN4A c¢izgili kaslarda eksprese
edilirken, SCN5SA kalp kasinda eksprese edilmektedir. Ayrica SCN1A, SCN2A,
SCN3A ve SCN8A genleri de beyinde ekspres edilmektedir ve yapilan ¢aligmalarda
epilepsiyle iligkili oldugu bulunmustur [5]. Ayrica B alt birimlerde sorumlu olan

SCNI1B geninin de epilepsiyle iliskili oldugu bulunmustur [33].

2.3.1.2. Voltaj-Kapih Potasyum Iyon Kanallari

Voltaj-kapili potasyum iyon kanallart (K,), KCNQ olarak isimlendirilen
genler tarafindan kodlanmaktadir [34]. Bu kanallardaki iyon akisi aksiyon
potansiyelinin baglamasini ve néron boyunca ilerlemesini saglamaktadir [35]. K,

kanallar1 6zellikle beyin ve kalpte yogun sekilde eksprese edilmektedir [34].
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Ky kanallar1 a ve f alt birimlerinden olusur. a alt birimleri kanalin por kismin1
olusturmaktadir ve bu a alt birimler, § alt birimler ile baglant1 kurarak K, kanalini
olusturmaktadir. Birbirinden farkli 9 a alt birim vardir. Bu a alt birimlerin her biri 6
transmembran segment (S1-S6) igermekte ve 4 tane o alt birim, Kv kanal
olusturmak icin bir araya gelmektedir. Sodyum iyon kanallarinda oldugu gibi
potasyum iyon kanallarinin da dordiincii segmenti (S4) voltaja duyarlidir [36]. K,
kanal1 segici gegirgen 6zelligi sayesinde membran potansiyelinde degisime duyarlilik
gostererek potasyum iyonlarinin kanal igerisinden hiicre icine veya hiicre digina

gecmesine izin vermektedir [35].

2.3.2. iyon Kanah Mutasyonlar1 ve Jeneralize Tonik Klonik Nobetli
Epilepsi ile iliskisi

Bugiine dek yapilan ¢alismalarda epilepsi nobetlerinin iyon ve non-iyon
kanallarindaki anormallikler sonucu ortaya ¢iktigi bulunmus ve iyon kanallarinda

calismalar yogunlastirilmistir.

2.3.2.1. Voltaj Kapih fyon Kanal Mutasyonlari

2.3.2.1.1. Sodyum Iyon Kanali Mutasyonlar1

Voltaj-kapili sodyum iyon kanallar1 ndron i¢i sinyal iletimini saglayan
aksiyon potansiyelinin baslamasi ve ilerlemesi i¢in 6nemlidir. Kanali olusturan
kisimlardan birinde goriilen anormallik aksiyon potansiyelinin ilerlemesinde
sorunlara neden olmaktadir. Ozellikle SCN1A, SCN2A ve SCNS8A genlerinde
caligmalar yogunlagmistir [5].

2.3.2.1.1.1. SCN1A (Voltaj-kapih Sodyum Iyon Kanah, Tip 1 Alfa
Altbirimi) Geni

SCNI1A geni 2q24 bolgesinde yer almaktadir. SCN1A gen iriinii olarak
Navl.l proteini olusmaktadir [37]. Navl.l proteini voltaj-bagimli sodyum iyon
kanalinin uygun kosullarda hizli inaktive olmasini saglamaktadir [25]. SCN1A geni
merkezi sinir sistemi ve periferal sinir sisteminde yogun olarak eksprese edilirken,

kalp kas hiicrelerinde ekspresyon seviyesi disiiktiir [37].
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Yapilan ¢aligmalarda kalitimsal ve sporadik olarak aktarilan epilepside rol
aldig1 bulunmus en 6nemli genlerden biridir [4]. Epilepsinin farkli formlarinin ortaya
¢ikmasina neden olan 150’ye yakin mutasyon bulunmustur [37]. Bu mutasyonlarin
bir kism1 budanmis protein olusumuna neden olmaktadir. Diger bir kismi1 yanlis baz
eslesmesi mutasyonlaridir. Yanlis baz eslesme mutasyonlart nedeniyle fonksiyon
kaybina ugramis proteinler olugsmaktadir. Mutasyonlarin ortaya ¢iktigi gen bolgesine
gore ve mutasyon c¢esidine gore kisilerde farkli epilepsi sendromlar1 goriilmektedir
[5]. Bu giine dek yapilan ¢alismalarda SCN1A geninindeki mutasyonlarin DS,
JEFK+, FN epilepsi sendromlarinin ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu goriilmektedir

[7].

2.3.2.1.1.2. SCN2A (Voltaj-kapih Sodyum Iyon Kanah, Tip 2 Alfa
Altbirimi) Geni
SCN2A geni 2q24 kromozomal bdlgesinde bulunmaktadir. SCN2A gen

tirtinii olarak Nav 1.2 proteinini olusturmaktadir [37].

SCN2A geninde yapilan ¢aligmalarda epilepsinin farkli formlarina neden olan
birgok mutasyon bulunmustur. Bu mutasyonlarin bir kismi1 yanlis baz eslesmesi
mutasyonlaridir. Bu mutasyonlar sonucunda néronlarda sinyal iletimi sirasindaki
hiperpolarizasyon araliginda kayma goriilmekte, bu durum da iyon kanalinin
kapilarinin erken ac¢ilmasina neden olmaktadir. Her bir mutasyonun kanalin islevini

degistiren farkli etkileri vardir, bu nedenle de ortaya farkli nobet tipleri ¢ikmaktadir

[4].

2.3.2.1.2. Voltaj-Kapih Potasyum Iyon Kanali Mutasyonlari

2.3.2.1.2.1. KCNQ2 (Voltaj-Kapih Potasyum, KQT-Benzeri Tip 2
Altbirimi) Geni

KCNQ2 geni 20ql13.3 bolgesinde bulunmaktadir. Gen 18 ekzondan
olusmaktadir ve 50kb uzunlugundadir. KCNQ2 geni Kv7.2 olarak isimlendirilen
proteini kodlamaktadir [38].
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Bugiine dek yapilan galigmalarda KCNQZ2 geninde epilepsiye neden olan
mutasyonlar bulunmustur. Bu mutasyonlar kanal olusumda ve protein kararliliginda
bozukluga, depolarizasyon araligimin kaymasina, kanal aktivasyonunun ve
inaktivasyonunun yavaslamasina neden olmaktadir. Bu mutasyonlar sonucu kanalin
icinden gegen iyon miktar1 olmasi gerekenden farkli olmaktadir ve ndéronlarda sinyal
iletiminde sorunlar goriilmektedir [6,7]. KCNQ2 genindeki mutasyonlar Selim

ailesel yenidogan konviilziiyonlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir [7].

2.4. Tezin Amaci

Calismamizda 1JE alt tiplerinden JTKN ndbetli 75 kiside SCN1A geninde
R1648H polimorfizmi, SCN2A geninde GAL879-881QQQ polimorfizmi, KCNQ2
geninde V182M polimorfizminin ve bu genler arasindaki genetik etkilesim
belirlenebilirse JTKN nobet tipli epilepsinin ortaya c¢ikmasinda etkisinin olup
olmadigi, ayrica ¢alisma grubumuzda incelenen genlerde hastalikla iliskili yeni

polimorfizmlerin olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Hasta ve Kontrol Grubu

Calismamizda SCNI1A geninde R1648H polimorfizmi, SCN2A geninde
GAL879-881QQQ polimorfizmi ve KCNQZ2 geninde V182M polimorfizmi
idiyopatik jeneralize epilepsili 75 hasta ve 75 kisilik saglikli kontrol gurubunda
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Hasta ve kontrol grubunda bulunan her bireye
calismaya kendi rizalariyla katildiklarini belgelemek amaciyla goniillii onam formu
doldurulmus, imzalatilmis ve Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik

Kurulu’ndan izin alinarak ¢alisma tamamlanmistir.

Hasta Grubu: Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim
Dali’na bagvurmus, JTKN tipi epilepsi tanis1 konmus 24 ile 75 yas arasindaki 75 kisi
calismaya dahil edilmistir. Her bir hastadan 3 ml kan 6rnegi EDTA’Ll tiiplere

alinmustir.

Kontrol Grubu: Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim
Dali’na bagvurmus, epilepsi ve migren tanisi olmayan 24 ile 75 yas arasindaki 75
saglikli kisi caligmaya dahil edilmistir. Her bir saglikli kisiden 3 ml kan Grnegi
EDTA’l1 tiiplere alinmustir.

3.1.2. Kullanilan Kitler
Kandan genomik DNA izolasyonu i¢in GeneMATRIX QUICK BLOOD DNA
Izolasyon Kiti (Polonya) kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan Aletler

Derin Dondurucu (Argelik, Tiirkiye)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Nyx Technik, Tayvan)
Hassas terazi (Kern, Almanya)

Jel Goriintilleme Cihazi (Ave Ene, Tayvan)
Mikrodalga firin (Premier, Cin)
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Mikropipet Seti (0,5-10 pl, 10-100 ul, 100-1000 pl dlg¢iim araliginda) (Ergo One,
Almanya)

Mikrosantrifiij Cihazi (Biosan-combi spin, Letonya)

Nanodrop 6l¢iim cihazi (Maestro Gen, Amerika)

PCR cihazi (Techne, ingiltere)

PCR cihazi (Nyx Technik, Amerika)

Sogutucu (Argelik, Tiirkiye)

Vorteks (Vortex IR, Italya)

3.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.14.1. Kandan Genomik DNA izolasyonu icin Kullanilan
GeneMATRIX Quick Blood DNA 1izolasyon Kit’inde Bulunan Kimyasal
Maddeler

QB tampon (buffer)

Proteinaz K

QBX1 yikama (wash) tamponu (buffer)

QBX2 yikama (wash) tamponu (buffer)

3.1.4.2. DNA izolasyon Kitine ilave Edilen Kimyasal Maddeler
Absolute ethanol (Qiagen, Almanya)

Nukleaz—free bidistile su (Qiagen, Almanya)

3.1.4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in Kullanilan Kimyasal Maddeler
10X Reaksiyon Tamponu (0,8M Tris-HCI, 0,2M (NH,4)2SOy)

MgCl; soliisyonu, 25 mM

dNTP karigimui,

HotStart Taqg DNA Polimeraz Enzimi

3.1.4.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in Kullanmilan Kimyasal

Maddelere ilave Edilen Maddeler
Nukleazsiz bidistile su (Qiagen, Almanya)
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3.1.4.5. Agaroz Jel Elektroforez i¢in Kullanilan Maddeler

50X TAE Tampon, (0,04M Tris, 0,04 M Asetat, 0,001 M EDTA) (BM
Laboratuvar Sistemleri, Tiirkiye)

Agaroz (Bioshop, Kanada)

Nukleaz—free bidistile su (Qiagen, Almanya)

Floresan Niikleik Asit Boyasi (Tibogold, Tiirkiye)

Belirteg DNA (Tibo gold, Tiirkiye)

SimplySafe (EURX, Polonya)

3.2. Yontem

3.2.1. DNA izolasyonu
Hasta ve Kontrol Grubunda bulunan 75 1JE hastast ve 75 saglikli bireylerden
alian kanlar, ¢alisma anina kadar -20° C’de muhafaza edilmis, DNA izolasyonu ig¢in

asagida siralanan asamalar uygulanmstir.

1. 200 mikrolitre kan 2 mililitrelik ependorf tiipiine alind1.

2. 10 mikrolitre proteinaz K ve 200 mikrolitre Sol QB buffer sirayla kanin
bulundugu ependorf tiipiine eklendi.

3. Ependorf tiipiiniin igerisindeki sivilar vorteks cihazi ile homojenize edildi ve
tiip 70°C de 10 dakika inkiibe edildi.

4. %096 saflikta ethanolden 200 mikrolitre tiipteki karisima ilave edildi ve
vorteks cihazi ile homojenize edildi.

5. DNA’larin ¢okmesini saglamak i¢in ependorf tiipii 12000 rpm de 1 dakika
santrifiij edildi.

6. Hasta sayist kadar toplama tiipli ¢ikartildi ve her bir toplama tiipiiniin
icerisine filtreli toplama tiipii (spin-column) kondu. Her bir hastanin kanini
igeren karigim filtreli toplama tiipii {izerine transfer edildi.

7. Igerisinde karisim bulunan toplama tiipleri 12000 rpm de 2 dakika santrifiij
edildi.

8. Toplama tiipleri atildi ve her bir filtreli toplama tiipii yeni bir toplama tiipiine

kondu.
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9. Herbir filtreli toplama tiipii tizerine 500 mikrolitre QBX1 yikama tamponu
(Wash QBX1 buffer) eklendi ve toplama tiipleri 12000 rpm de 1 dakika
santrifiij edildi.

10. Toplama tiipleri atild1 ve her bir filtreli toplama tiipii yeni bir toplama tiipiine
kondu.

11. Filtreli toplama tiipii iizerine 500 mikrolitre QBX2 yikama tamponu (Wash
QBX2 buffer) eklendi ve toplama tiipii 12000 rpm de 2 dakika santrifiij
edildi.

12. Son olarak 100 mikrolitre eliisyon tamponu her bir filtreli toplama tiipii
tizerine kondu ve oda sicakliginda 3 dakika beklendi.

13. Sonrasinda toplama tiipleri 12000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

14. Son 2 basamak sirastyla bir defa tekrarlandi.

Toplama tiipleri igerisindeki her bir filtreli toplama tiipti atildi ve toplama
tiipti icerisinde elde edilen DNA’lar daha sonra c¢alisilmak iizere -20° C’de derin

dondurucuda saklandi.

Elde edilen DNA’larin konsantrasyonu ve safligi nanodrop olgiim cihazi ile
260nm ve 280nm dalga boylarinda yapilan spektrofotometrik dl¢timlerle hesaplandi.
DNA konsantrasyon miktarlar1 25 ng/ul’den az olanlarin DNA izolasyon islemi
tekrarlandi.

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR) hedef niikleik asit zincirleri, primerler
ile 1stya dayanikli enzimler kullanilarak laboratuvar ortaminda ¢ogaltilir. Calisma
yapilacak DNA miktar1 ¢ok az sayida olsa bile PZR sayesinde DNA miktar
arttirilabilir. PZR i¢in temel olarak gerekli olan malzemeler kalip DNA, primerler,

polimeraz enzimleri, deoksiniikleotit-Trifosfat (ANTP) karigim1 ve tampondur [39].

Bir PZR reaksiyonu zaman, sicaklik ve dongii sayis1 diizenlenerek sirasiyla
denatiirasyon, baglanma ve wuzama asamalariyla gergeklesir. Denatiirasyon
asamasinda cift iplikli kalip DNA 94°C’da denatiire edilir. Baglanma asamasinda, tek

iplikli DNA zincirlerinin her birinin 3 uglarindaki niikleotitlere primerler baglanir.
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Bu islem i¢in sicaklik 50°C ile 60°C arasinda olmalhdir. Son asamada yiiksek
sicakliga dayanabilen polimeraz enzimi 72°C’da, tek zincirli DNA’dan primerler
yardimiyla yapay ortamda DNA sentezler. Bu 3 asama bir PZR dongiisiinii olusturur
ve dongii 35-40 defa tekrarlanir. Herbir dongii sonunda DNA miktar1 2 katina
cikmaktadir [39].

3.2.2.1. SCN1A Geni Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SCNI1A geni 26. eksonun tamami ve 26. intronun bir kisminin olusturdugu
947b¢’lik bolgenin PZR reaksiyonunun gergeklesmesi igin uygun primer giftleri
bulundu. Uygun bulunan primer c¢iftlerine ait diziler Tablo 3.1 gosterilmistir. PZR

icin gerekli olan malzemelerin uygun miktarlari, uygun PZR siklusu belirlendi.

Tablo 3.1. SCN1A geni i¢in uygun bulunan primer ¢iftleri

Gen Ad1 Primer Cesidi Primer Dizisi
SCN1A Ileri Primer TGTTGCATACCTCTGGAAGAAG
SCN1A Geri Primer AAGCAATTTTCGTGAGTACC

SCNI1A geni calismasinda hem hasta hem kontrol grubundaki her kisi icin
son hacmi 25 pl olan PZR karigimi hazirlandi. Bu karisimin igeriginde; 2,5 ul
tampon, 2 ul MgCly, 1 ul dANTP karigimi, 0,5 pl ileri primer, 0,5 ul geri primer, 0,2
ul Taq polimeraz, 15,3 pl distile su, 3 pl kalip DNA bulunmaktadir.

PZR karigim bilesenlerinin her biri 6nce vorteks cihazi ile homojenize edildi,
sonrasinda mikrosantrifiij cihaziyla tiip ¢eperlerine bulasan sollisyonlar ¢oktiiriildii.
PZR karisim bilesenlerinin her birinin hasta sayisiyla carpilmis miktar1 rezervuarda
karigtirllarak, 0,2 ml’lik PZR tiiplerine 22 ul olacak sekilde dagitildi. 0,2 ml’lik
tiiplerdeki PZR karigiminin iizerine hasta ve kontrol grubundaki her kisinin 3 pl
DNA o6rnegi eklendi. Her PZR tiipiinde son hacmi 25 pl olan PZR karisimlart elde
edildi.

Her PZR tipli PZR cihazina yerlestirildi ve Tablo 3.2.°deki asamalar
kullanilarak ilgili alan ¢ogaltildi.
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Tablo 3.2. SCN1A geni i¢in PZR yonteminde kullanilan analiz agsamalari

Analiz Dongii Sayisi Sicakhik Siire
Asamalari (°C)
On Inkiibasyon 1 95°C 15 dk.
Ayrilma 94°C 45 sn. Her dongiide
PZR Dongiisti 35 Baglanma 64°C 45sn.  baglanma sicakligi
Sentez 72°C 60 sn. 0,5°C
diistrilmiistir.
Son Uzama 1 72°C 5 dk.

SCNI1A geninde ilgili alanin uygun bir sekilde ¢ogaltilmasi icin Kademeli
Sicaklik Diisiirme PZR (Touchdown PCR) teknigi kullanildi. Kademeli Sicaklik
Diistirme PZR reaksiyonunda primer baglanma sicakligi ¢ok yiiksek tutularak
primerlerin spesifik sekilde hedef diziye baglanmasi amacglanmaktadir. Boylece
spesifik olmayan bolgelerin ¢cogalmasi engellenmis olmaktadir. Baglanma 1s1s1 dongii
sayist ilerledikce disiiriiliir. Yiiksek sicaklikta hedef bolgenin kalip DNA’ya olan
oran1 arttigi i¢in sicaklik diistikce primerler hedef bolgeye rahatlikla
baglanabilmektedir [40].

3.2.2.2. SCN2A Geni Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SCNZ2A geni 19. eksonun tamami ve 19. intronun bir kismininin olusturdugu
989b¢’lik bolgenin PZR reaksiyonunun gerceklesmesi i¢in uygun primer ¢iftleri
bulundu. Uygun bulunan primer ¢iftlerine ait diziler Tablo 3.3’de gdsterilmistir. PZR

icin gerekli olan malzemelerin uygun miktarlari, uygun PZR siklusu belirlendi.

Tablo 3.3. SCN2A geni i¢in uygun bulunan primer ¢iftleri

Gen Adi Primer Cesidi Primer Dizisi
SCN2A fleri Primer ACCTGTACATTTGCCCTGTTAAT
SCN2A Geri Primer CTAGGCACCGAAAACCCCAT

SCN2A geni ¢alismasinda hem hasta hem kontrol grubundaki her kisi igin
son hacmi 25 pl olan PZR karisimi hazirlandi. Bu karigimin igeriginde; 2,5 pl S
Soliisyon, 2,5 pl tampon, 3 pul MgCly, 0,8 ul ANTP karisimi, 0,4 pl ileri primer, 0,4
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pul geri primer, 0,33 pul Taq polimeraz, 9,07 pl distile su, 6 pl kalip DNA

bulunmaktadir.

PZR karisim bilesenlerinin her birinin hasta sayisiyla ¢arpilmis miktari
rezervuarda karistirtlarak, 0,2 ml’lik PZR tiiplerine 19 pl olacak sekilde dagitildi.
PZR karistiminin iizerine hasta ve kontrol grubundaki her kisinin 6 pl DNA’s1
eklendi. Boylece her PZR tiipiinde son hacmi 25 pul olan PZR karigimlari elde edilmis

oldu.

Her PZR tipli PZR cihazina yerlestirildi ve Tablo 3.4.’deki asamalar
kullanilarak ilgili alan ¢ogaltildi. ilgili alanin uygun bir sekilde ¢ogaltilmasi icin
Kademeli Sicaklik Diisiirme PZR (Touchdown PCR) teknigi kullanildi.

Tablo 3.4. SCN2A geni i¢in PZR y6nteminde kullanilan analiz asamalari

Analiz Asamalari Dongii Sayisi Sicaklik °C)  Siire
On Inkiibasyon 1 95°C 15 dk.
Ayrilma 95°C 45 sn. Her déngiide
PZR Dongiisii 35 Baglanma 66 °C 45 sn. baglanma
Sentez 72°C 60sn.  sicakligi 0,5 °C
diistrilmiistir.
Son Uzama 1 72°C 5 dk.

3.2.2.3. KCNQ2 Geni Polimeraz Zincir Reaksiyonu

KCNQ?2 geni 9. ekson ve 10. intronun bir kismimnimnin olusturdugu 684bg¢’lik
bolgenin PZR reaksiyonunun gerceklesmesi i¢cin uygun primer ¢iftleri bulundu.
Uygun bulunan primer c¢iftlerine ait diziler Tablo 3.5’de gosterilmistir. PZR igin

gerekli olan malzemelerin uygun miktarlari, uygun PZR siklusu belirlendi.

Tablo 3.5. KCNQ2 geni i¢in uygun bulunan primer ciftleri

Gen Ad1 Primer Cesidi Primer Dizisi
KCNQ2 Ileri Primer TGGGCATACACCTTCCCG
KCNQ2 Geri Primer CCGCAGCTTAAACAACCA
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KCNQ?2 geni calismasinda hem hasta hem kontrol grubundaki her kisi i¢in
son hacmi 35 pl olan PZR karisgimi hazirlandi. Bu karigimin igeriginde; 3,5 pl
tampon, 2,8 ul MgCl,, 1,4 ul ANTP karisimi, 0,7 ul ileri primer olan, 0,7 ul geri
primer, 0,3 ul Taq polimeraz, 18,6 ul distile su, 7 ul kalip DNA bulunmaktadir.

PZR karisim bilesenlerinin her biri 6nce vorteks cihazi ile homojenize edildi,
sonrasinda mikrosantrifiij cihaziyla tiip ¢eperlerine bulasan soliisyonlar ¢oktiiriildii.
PZR karisim bilesenlerinin her birinin hasta sayisiyla ¢arpilmis miktar1 rezervuarda
karistirtlarak, 0,2 ml’lik PZR tiiplerine 28 pl olacak sekilde dagitildi. 0,2 ml’lik
tiplerdeki PZR karigiminin iizerine hasta ve kontrol grubundaki her kisinin 7 pl
DNA o6rnegi eklendi. Her PZR tiipiinde son hacmi 35 pl olan PZR karigimlar: elde
edildi.

Her PZR tiplii PZR cihazina yerlestirildi ve Tablo 3.6.’daki asamalar
kullanilarak ilgili alan ¢ogaltildi.

Tablo 3.6. KCNQ2 geni i¢in PZR yonteminde kullanilan analiz asamalari

Analiz Asamalar Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siire
On Inkiibasyon 1 95°C 15 dakika
Denatiirasyon 94°C 45 saniye
PZR Déngiisii 35 Baglanma 59°C 45 saniye
Sentez 72°C 60 saniye

Son Uzama 1 72°C 5 dk.

3.2.3. Agaroz Jel Eletroforez

Elde edilen PZR firlinlerinin analizi i¢in agaroz jel elektroforezi yapildi.
Agaroz lineer bir polimer olup D-galaktoz ile L-galaktoz molekiillerinin glikosidik
baglarla birlesmesi sonucu olusmustur. Agaroz jel elektroforez yontemi boylar1 farklh
olan DNA fragmentlerini ayirmak igin kullanilan en etkili yontemdir. Agaroz jel,
igerisinde seyreltilmis Tris-Asetat-EDTA (TAE) tampon bulunan tankin igine
yerlestirilmektedir. Bu tankin bir ucuna art1 yiiklii elektrot, diger ucuna eksi yiiklii
elektrot takilmaktadir ve elektrotlarin diger uglar1 da giic kaynagini baglanmaktadir.
Elektroforez gii¢ kaynagindan verilen elektriksel akim sayesinde eksi yiiklii DNA
parcalari, art1 ylikli kutuba dogru hareket eder. Kisa DNA parcalari, uzun DNA
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parcalarina gore daha hizli hareket ederler. DNA pargalarinin uzunluklarinin
hesaplanmasi i¢in belirteg¢ DNA kullanilmaktadir. Belirte¢ DNA igerisinde
uzunluklar1 bilinen DNA pargalart bulunmaktadir. Bu parcalar elektrik akimi
yardimiyla uzunluklarina gore siralanir ve ¢ogaltilmasi hedeflenen bolge uzunlugu da

belirteg DNA uzunluklarina bakilarak hesaplanabilmektedir [41].

Bu calismada %1,5’luk agar iceren agaroz jel hazirlandi. On hazirlik olarak
50X konsantrasyonundaki TAE tampon seyreltildi. 4000mL tampon elde etmek i¢in
80mL TAE steril bir kaba alind1 ve 3200mL distile su iizerine ilave edildi. Tyice
calkalanarak TAE ve distile suyun karigmasi saglandi. 400 mL agaroz jel icin 6 gr
agaroz hassas terazi yardimiyla 6lgiildii ve 500 mL’lik erlenmayere alindi. Uzerine
son hacim 400 mL olana kadar hazirlanmis tampon ilave edildi. Mikrodalga firinda
erlenmayer, icindeki agaroz eriyene kadar bekletildi. Erlenmayer igerisindeki sivi
saydam goriiniim aldiginda mikrodalga firindan ¢ikartildi ve igerisine her 100 ml’ye
5ul boya eklenmesine uygun olacak sekilde 20ul etidyum bromiir alternatifi olan
simplysafe boyasindan eklendi ve boyanin dagilmasi i¢in galkalandi. Agaroz jel
elektroforez tankinin tepsisinin uygun yerlerine taraklar takildi ve hazirlanmis jel
tepsiye dokiilerek donmaya birakildi. Daha Once hazirlanmis olan TAE igeren
tampon agaroz jel tankina bosaltildi. Agaroz jel donduktan sonra taraklar dikkatlice
cikartild1 ve elektroforez tankina tepsisiyle yerlestirildi. Her siranin ilk kuyucuguna
100bp’lik belirteg DNA, diger kuyucuklara PZR iirtinleri yiiklendi. Herbir kuyucuga
yiikleme belirte¢ DNA ya da PZR iirliniinden 5 pl, Floresan Niikleik Asit boyasindan
2 pl kanistirllarak son hacim 7 pl olacak sekilde kuyucuklara yiiklendi. DNA’larin
jelde yirtitiilmesi 250 voltta gergeklestirildi. Yarim saat sonunda jel dikkatlice
tepsisinden alinarak jel goriintiileme cihazina kondu ve ultraviyole 15181 yardimiyla
DNA’lar goriintiilendi. Belirteg DNA uzunluklarina gore PZR iiriinlerinin boylar

karsilastirilarak hedeflenen bolgeye ait olup olmadig1 dogrulanmis oldu.

3.2.4. DNA Dizi Analizi
DNA dizi analizi hizmet alimu ile yaptirilda.

DNA dizilemesinde, DNA molekiiliindeki adenin, guanin, sitozin, timin

nikleotit bazlarinin sirasinin belirlenmesidir. DNA molekiliiniin dizisinin bilinmesi
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biyolojik arastirmalara katki saglamaktadir. 1977 tarihinde Maxam ve Gilbert’in
kimyasal kirtlma yontemi ve Sanger - Coulson’un zincir sonlanma yontemi DNA

dizilemesinde kullanilan tekniklerdendir [42].

Sanger-Caulson yontemi, manuel sekans yontemi ve otomatik sekans yontemi
olarak iki alt smifa ayrilmaktadir. Bu c¢alismada otomatik dizi analiz yontemi
kullanilmistir. PZR reaksiyonu ile gogaltilan gen bdlgesine ait iiriin saflastirildiktan
sonra floresan isaretli dideoksiniikleotidlerin kullanildig1 sekanslama reaksiyonuna
tabi tutulur. Saflagtirma sonrasinda ornekler sekans cihazina yiiklenir ve otomatik
olarak ornekler lazer 15181 altinda optik sensor tarafindan okunur ve bu bilgiler

bilgisayar programina aktarilir [42].

3.2.5. DNA Dizi Analiz Sonuclarinin Degerlendirilmesi

DNA dizi sonuglari MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
programi kullanilarak degerlendirildi. MEGA programi sayesinde DNA dizileri veya
protein dizileri karsilagtirilarak analiz yapilmaktadir (Sekil 3.1). Program yardimiyla
dizi hizalama, filogenetik agaclar olusturma, dizi analizi yapilan tiirlerin atalari

hakkinda bilgi edinme gibi ¢aligmalar da yapilabilmektedir.

Species/Avbrv |Group Neme
1. 1 DO KCNQ2
3 DIl KONQ2

3. 1 D2 MCWQ2
4. 1 £02 XKCNQ2
S. 1 EO3 KOWQ2
6. 1 EO& KCNQ2
7. 1 BOS XKONQ2
8. L EO6 KCNQ2
9. 1 EO7 ¥LaQ2
10. 1 E0S KCNQ2
11. 1 E09 HONQ2
12. 1 E10 WCNQ2
13. 1 E1i WONQ2
14. 1 E12 WCuQ2
15. 1 ro1 KCNQ2
16. 1 ro2 KoNQ2
17. 1 703 KCNQ2
18. 1 FO4 HONQ2
15. 1 F0S KCNQ2

Sekil 3.1. MEGA program dizi analiz sonug¢ goriintiisii

Her bir gen i¢in hasta ve kontrol grubundaki kisilerin DNA’larindan ilgili
bolgenin ¢ogatildigi PZR iirlinlerinin dizi analizi sonuglar1 kendi i¢lerinde sirasiyla

MEGA programi sayesinde hizalandi. Hasta ve kontrol grubundaki kisilerin dizi
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analiz sonuclar1 hizalandiktan sonra arastirdigimiz polimorfizmlerin bulunup

bulunmadigi kontrol edildi.

Ayrica hasta grubundaki kisilerin dizi analiz sonuglari, kontrol grubundaki
kisilerin dizi analiz sonuglartyla karsilastirilarak arastirilan polimorfizmlerin disinda
herhangi bir baz degisiminin olup olmadigr kontrol edildi. Bulunan farkl

polimorfizmler icin literatiir arastirmasi yapildi.

3.2.6. Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analizde verilerin alindig1 grup ya da topluluk incelenerek tiim

popiilasyon hakkinda genelleme ve tahminleme yapilmaktadir [43].

Calismamizda elde edilen bulgular SHEsis programi ile degerlendirildi.
Hasta ve kontrol grubundaki kisilerin dizi analiz sonucglar1 tek tek incelenerek
niikleotit degisimi olan kisi sayilari bulundu. Bu degisimlerin homozigot veya
heterozigot olma durumlari incelenerek genotip dagilimlari Ki-kare testi ile
belirlendi. Bu verilere bagl olarak hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
olup olmadigimi belirleyebilmek igin genotip frekansi (p degeri) her bir gen igin

hesaplandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Hasta ve Kontrol Grubu Bulgularn

Calismamizda SCN1A geninde R1648H polimorfizmi, SCN2A geninde
GAL879-881QQQ polimorfizmi ve KCNQZ2 geninde V182M polimorfizmi
jeneralize tonik-klonik epilepsili 75 hasta ve 75 kisilik saglikli kontrol gurubunda

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Yas ortalamasi 35,25 olan 75 kisilik hasta grubunu 36 erkek, 39 kadin hasta
olusturmaktadir. Yas ortalamasi 39,89 olan 75 kisilik saglikli kontrol grubunu 39
erkek, 36 kadin olusturmaktadir. Hasta ve kontrol grubundaki kisilere iliskin yas ve
cinsiyet dagilimi Tablo 4.1°de gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grubundaki kisilere iliskin yas ve cinsiyet dagilimi

Hasta grubu Kontrol grubu Toplam
(n=75) (n=75) (n=150)
Yas Ortalamasi 35,25 39,89 37,57
Erkek 36 39 75
Kadin 39 36 75

4.1.1.1. Hasta Grubu Bulgulan

75 kisilik hasta grubundaki 36 erkekten 7’sinin ailesinde epilepsi olgusu
gortliirken, 29’unun ailesinde epilepsi olgusuna rastlanmamustir. 36 erkekten 19’u
ilk ndbetini 16 yasinda veya Oncesinde gecirirken, 17°si ilk nobetini 16 yasindan
sonra gecirmistir. 75 kisilik hasta grubunda bulunan 39 kadin hastanin 6’sinin
ailesinde epilepsi olgusu goriiliirken, 33’iiniin ailesinde epilepsi olgusu
goriilmemektedir. 39 kadin hastadan 14’liniin ilk ndbet yasi 16 veya 16’dan
kiiciikken, 25’inin ilk ndbet yas1 16’dan biiyiiktiir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Hasta grubu verileri

Erkek Kadin Toplam
Ailede Epilepsi Var 7 6 13
Olgusu Yok 29 33 62
ilk Nébet Yasi <16 19 14 33
> 16 17 25 42

4.1.2. DNA Analizi ile Ilgili Sonuclar

4.1.2.1. DNA miktar Tayini

DNA izolasyonu ile elde edilen kontrol grubundaki 75 kisinin ve hasta
grubundaki 75 kisinin DNA’larinin konsantrasyonu ve safligi nanodrop Olgiim
cihazinda, 260nm ve 280nm dalga boylarinda yapilan spektrofotometrik 6l¢timlerle
belirlenmistir. Hasta grubundaki kisilerin DNA’larinin nanodrop sonuglar1 EK 1’de,
kontrol grubundaki kisilerin DNA’lariin  nanodrop sonuglari Ek 2’de

gosterilmektedir.

4.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
SCN1A, SCN2A ve KCNQ2 genleri i¢in hem kontrol hem hasta grubundaki
kisilerin DNA’lar1 ile yapilan PZR sonuglar1 agaroz jelde yiiriitiilerek, jel

gorlintiileme cthazi bulgular1 Sekil 4.1°de gosterilmektedir.

SCN1A, SCN2A ve KCNQ2 genleri i¢in, hasta ve kontrol grubundan elde
edilen PZR firiinlerinin uzunlugu belirtec DNA ile karsilastirilarak g¢ogaltilmasi
hedeflenen bolgenin c¢ogaltilip c¢ogaltilmadigi belirlendi. SCNI1A  geninde
cogaltilmas1 hedeflenen bolge 947b¢ uzunlugunda, SCN2A geninde g¢ogaltilmasi
hedeflenen bdlge 989b¢ uzunlugundadir ve bu iki genin PZR iiriinlerinin uzunluklar
belirteg DNA ile karsilastirildiginda 900bg-1000bg seviyelerine denk geldigi
goriilmektedir. KCNQ2 geni i¢in c¢ogaltilmasi hedeflenen bolge 684bg
uzunlugundadir, hasta ve kontrol grubundan elde edilen PZR {iriinlerinin uzunlugu
belirtec DNA ile karsilastirildiginda 600bc-700bg¢ seviyelerine denk geldigi
goriilmektedir (Sekil 4.1).
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KCNQ2 GENI SCN1A GENI SCN2A GENI
A

(Hl H2 H3 H4 HS\ (Hl H2 H3 H4 HS\ (Hl H2 H3 H4 HS\

g8g8 8888882
§858 EETFTTEE

N

Sekil 4.1. KCNQ?2 geni, SCN1A geni ve SCN2A geni i¢in hasta grubundan 5 kisinin

DNA'’lar1 ile yapilan PZR sonuglarinin jel goriintiisii

4.1.4. DNA Dizi Analizi Bulgular

4.1.4.1. SCN1A Geni Bulgulari

Yapilan ¢aligmada SCN1A geninde R1648H polimorifzmi arastirilmis, hasta
ve kontrol grubunda bu degisime rastlanmamustir. Ancak ayni bolgede 134436.
niikleotitte G’ninden C’ine degisim, hasta grubunda 1, kontrol grubunda 3 kiside
heterozigot (Sekil 4.2B) olarak tespit edilmistir. Hasta ve kontrol grubu GG ve GC

genotipleri bakimindan karsilastirildiginda aralarindaki farkin anlamli olmadig:
belirlenmistir (p>0,05) (Tablo 4.3).

A B.

134436 134436
TCATCTCTCTACECCATTATTATTTT TCATCTCTCTAECCATTATTATTTT

WANARAMUANM M MCAL

Sekil 4.2. SCNI1A geninde 134436. niikleotidin G’ninden (A) C’ine (B) degisimini
gosteren dizi analizi bulgusu
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Tablo 4.3. SCN1A geninde 134436. niikleotitte belirlenen yeni polimorfizm i¢in

genotipleme
Genotip dagilim ve sikhig
Normal (G/G) Heterozigot (G/C) Toplam
Hasta Grubu 74 (%98,7) 1(%1,3) 75 (%100)
Kontrol Grubu 72 (%96) 3 (%4) 75 (%100)

*p=0,314, p>0,05

SCN1A geninin 26. eksonundaki 134272. niikleotitte Adenin’den Guanin’e
doniistimiin (rs765485870) oldugu tek niikleotid polimorfizmini (Sekil 4.3) kontrol
grubundaki bir kisi heterozigot (Sekil 4.3B) olarak tasimaktadir. Hasta ve kontrol
grubu AA ve AG genotipleri bakimindan karsilastirildiginda aralarindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig belirlenmistir (p>0,05) (Tablo 4.4).

134272 134272
TCGTAACCAGACHAGTTTTTGAC AACCAGACEAGTTTTTGACATAA

‘l
HI | | q f|

| \ J _ l«U ‘~..,\l|_x“ - J\ A,

Sekil 4.3. SCN1A geninde 134272. niikleotidin A’den (A) G’ne (B) degisimi

gosteren dizi analizi bulgusu

Tablo 4.4. SCN1A geni rs765485870 polimorfizmi genotip sikliklari

Genotip dagilimi ve sikhigi

Normal (A/A) Heterozigot (A/G) Toplam
Hasta Grubu 75 (%100) 0 (%0) 75 (%100)
Kontrol Grubu 74 (%98,7) 1 (%1,3) 75 (%100)

*p=0,315, p>0,05
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SCN1A geninin 26. eksonunda 134347. niikleotitte G niikleotidi goriiliirken,
degisimin oldugu kiside A niikleotidi (Sekil 4.4) goriilmektedir (rs200263247). Bu
polimorfizmi tasiyan kiside, bu degisim heterozigot (Sekil 4.4B) olarak goriilmustiir.
Hasta ve kontrol grubu GG ve GA genotipi bakimindan Kkarsilastirildiginda
aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir (p>0,05) (Tablo
4.5).

A. B.
134347 134347
GACCAGAMTGAATATGTG GACCAAABTGAATATGTG

R

Sekil 4.4. SCN1A geninde 134347. niikkleotidin G’den (A) A’ne (B) degisimi

gosteren dizi analizi bulgusu

Tablo 4.5. SCN1A geni rs200263247 polimorfizmi genotip sikliklari

Genotip dagilimi ve sikhigi

Normal (G/G) Heterozigot (G/A) Toplam
Hasta Grubu 75 (%100) 0 (%0) 75 (%100)
Kontrol Grubu 74 (%98,7) 1(%1,3) 75 (%100)

*p=0,315, p>0,05

4.1.4.2. SCN2A Geni Bulgular
SCN2A geninde 19.eksonda GAL879-881QQQ polimorfizmi arastirtlmistir.
105826. niikleotit ile 105834. niikleotit arasinda bulunan bu bdlgede arastirilan
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polimorfizme ne hasta grubunda ne de kontrol grubunda rastlanilmamistir (Sekil
4.5).

10582 105834
EEEEENIEORAGC G AAACCTCACCTTGGTAT

F " |
O

Sekil 4.5. SCN2A geninde GAL879-881QQQ polimorfizminin goriilmesi beklenen

bolgenin dizi analizi bulgusu

SCN2A geninin 19. intronunda 105649. niikleotitte A niikleotidi goriiliirken
kontrol grubundaki bir kiside G niikleotidinin (Sekil 4.6) oldugu gorilmektedir
(rs188078595). Bu polimorfizm kontrol grubundaki bir kiside heterozigot (Sekil
4.6B) olarak goriilmistiir. Hasta ve kontrol grubu AA ve AG genotipi bakimindan
karsilastirildiginda  aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirlenmistir (p>0,05) (Tablo 4.6).
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A. B.

105649 105649
ATAATA "-‘-.T:'-‘.T"-'-."-'-. AATAAAA *'*.T-'-."-‘-.T"-'-L"-'-.T"-‘-.T"-‘-."-‘-.'-'-M-RT"-'-.-'-’-,-*:,-’-.

—

Sekil 4.6. SCN2A geninde 105649. niikleotidin A’dan (A) G’ne (B) degisimi

gosteren dizi analizi bulgusu

Tablo 4.6. SCN2A geni rs188078595 polimorfizmi genotip sikliklari

Genotip dagilimi ve sikhig:

Normal (A/A) Heterozigot (A/G) Toplam
Hasta Grubu 75 (%100) 0 (%0) 75 (%100)
Kontrol Grubu 74 (%98,7) 1(%1,3) 75 (%100)

*p=0,315, p>0,05

4.1.4.3. KCNQ2 Geni Bulgular
KCNQ2 geninin 9. eksonunda V182M (rs201130603) polimorfizmi

arastirilmistir. Bu polimorfizme ne hasta ne de kontrol grubunda rastlanilmamustir.

KCNQ2 geninin 10. intronunda yapilan dizi analizinde kontrol grubunda 1
kiside 28704. niikleotitte T’den G’ye degisimi (Sekil 4.7) heterozigot (Sekil 4.7B)
tasidig1 bulunmustur (rs374252672). Hasta ve kontrol grubu TT ve TG genotipleri
bakimindan istatistiksel olarak karsilastirildiginda aralarindaki farkin anlaml
olmadig1 belirlenmistir (p>0,05) (Tablo 4.7).
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A B.
28704 28704
TGCCTGGGGHETTGCTTCAAGA TecccTeececcec@T TG TTCAAC A

&Q%&dﬁ 9 ) 3

Sekil 4.7. KCNQ2 geninde 28704. niikleotidin T’den (A) G’ne (B) degisimi

gosteren dizi analizi bulgusu

Tablo 4.7. KCNQ2 geni 1s374252672 polimorfizmi genotip sikliklari

Genotip dagilimi ve sikhig:

Normal (T/T) Heterozigot (T/G) Toplam
Hasta Grubu 75 (%100) 0 (%0) 75 (%100)
Kontrol Grubu 74 (%98,7) 1(%1,3) 75 (%100)

*p=0,315, p>0,05

4.2. Tartisma

Calismamizda JTKN epilepsi tanisi almig 75 hasta grubunda ve 75 saglikli
kontrol grubunda SCN1A geninde R1648H polimorfizmi, SCN2A geninde GAL879-
881QQQ polimorfizmi, KCNQ2 geninde V182M polimorfizmi arastirilmistir.
Belirtilen polimorfizmleri ne hasta grubunda ne de kontrol grubunda tasiyan kisinin
olmadig1 belirlenmistir. Istatistiksel olarak hasta grubu ve kontrol grubu sonuglari
karsilastirildiginda SCN1A, SCN2A ve KCNQ?2 genlerinde incelenen polimorfizmler
ile JTKN tipli epilepsi arasinda anlamli bir iligkinin olmadig: tespit edilmistir.

Calismamizda SCNI1A geninin 26. eksonundaki R1648H polimorfizminin

hasta ve kontrol grubunda bulunmadigi, ayni1 bolgede R1648P polimorfizmini
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kontrol grubunda 3, hasta grubunda 1 kisinin heterozigot olarak tasidigi
belirlenmistir. Her iki gruptan elde edilen bulgunun istatistiksel degerlendirmesi
sonucunda farkin anlamli olmamasi (p>0,05) bu degisimle JTKN arasinda bir
iliskinin olmadigin1 gostermektedir. SCN1A geni ile ilgili veri tabani arastirmamizda
[44] R1648P polimorfizminin olmadigint belirledik. R1648P polimorfizmi ilk kez
yaptigimiz bu ¢alisma ile rapor edilmektedir. S6z konusu bolgede her iki grupta da
polar bazik bir amino asit olan arjininin apolar bir amino asit olan proline doniismesi,
voltaj-kapili sodyum iyon kanallarini olusturan proteinlerin post translasyonal

modifikasyonlarla iligkisi agisindan degerlendirilebilir.

SCNIA geninde, gen veri tabaninda rs765485870 polimorfizmi olarak
belirtilen 134272. niikleotitteki A’den G’e degisim bu ¢alismamizda, kontrol
grubundaki 1 kiside (%1,3) belirlenmistir. Hasta ve kontrol grubu verilerimiz
arasindaki fark bu polimorfizm agisindan anlamli bulunmadigindan polimorfizmin

JTKN ile iligkili olmadig1 sonucuna varilmistir.

SCNI1A geninde, gen veri tabaninda rs200263247 polimorfizmi olarak
belirtilen 134347. niikleotitteki G’den A’e degisim bu calismamizda, kontrol
grubundaki 1 kiside (%]1,3) belirlenmistir. Istatistiksel olarak JTKN ile iliskisi
belirlenememisse de polimorfizm goriilme sikligi (Tablo 4.5) diger toplumlarla
karsilastirma olanag1 vermektedir. 1000 Genom Projesine gore G allelinin Afrika,
Amerika, Dogu Asya, Giiney Asya ve Avrupa topluluklarinda goriilme sikligi %100
olarak verilmektedir [45]. Bizim elde ettigimiz bulgu ile 1000 Genom Projesi

sonuglar birbirleriyle uyumludur.

Calismamizda SCN2A geninin 19. eksonunda arastirilan GAL879-881QQQ
polimorfizmine ne kontrol ne de hasta grubundaki kisilerde rastlanilmamistir. Ayrica
SCN2A geninde dizi analizi yapilan bolgede herhangi bir degisim bulunmamaigstir. Bu
bolge voltaj-kapili sodyum iyon kanalinin ikinci transmembran yapisinin 4.
segmentini ve 5. segmentini birbirine baglayan sitoplazmik bdlgeye denk
gelmektedir. Kanalin por yapisinin olusmasinda 6nemli bir bolgeyi olusturmaktadir.
Calismamiza gore Tiirk toplumunda SCN2A geninin 19. eksonunda JTKN tipli

epilepsi ile iliskili herhangi bir mutasyon olmadigi sdylenebilir, ancak sayis1 daha
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fazla olan hasta grubuyla yapilacak olan bir aragtirma ile bu sonucun desteklenmesi

Onerilebilir.

SCN2A geninin 19. intronunda kontrol grubundaki bir kiside gen veri
tabaninda rs188078595 polimorfizmi olarak belirtilen 105649. niikleotitteki A’dan
G’e degisim kontrol grubundaki 1 kiside (%]1,3) belirlenmistir. Hasta ve kontrol
grubu verilerimiz arasindaki fark bu polimorfizm agisindan anlamli bulunmadigindan

polimorfizmin JTKN ile iliskili olmadig1 sonucuna varilmistir.

Calismamizda KCNQ2 geninin 9. eksonunda V182M polimorfizmi
incelenmis ancak kontrol ve hasta grubundaki kisilerde bu polimorfizme
rastlanilmamigtir. KCNQ2 geninin ¢ogaltilan 10. intronik bolgesinde gen veri
tabaninda rs374252672 polimorizmi olarak belirtilen 28704. niikleotitteki T’den G’e
degisim kontrol grubundaki 1 kiside (%1,3) gorilmistir. Bu polimorfizmin

istatistiksel olarak JTKN ile iliskisi belirlenememistir.

Hawkins ve ark. SCN1A geninde R1648H, SCN2A geninde GALS879-
881QQQ ve KCNQ2 geninde V182M polimorfizmlerinin JTKN ile iliskisini
arastirdiklar1 in vivo fare arastirmasinda ilgili polimorfizmler arasindaki genetik
etkilesimin ndbet tipi ile iligkili oldugunu bildirmislerdir. SCN1A geninde R1648H
polimorfizmi ile SCN2A geninde GAL879-881QQQ polimorfizmlerini birlikte
tasiyan, ayrica SCN1A geninde R1648H polimorfizmi ile KCNQ2 geninde V182M
polimorfizmlerini birlikte tasiyan farelerde JTKN tipi epilepsi ile belirtilen
genlerdeki genetik etkilesimin iliskisi oldugunu bulmuslardir [8]. Ancak bizim
calismamizda SCN1A geninde R1648H, SCN2A geninde GAL879-881QQQ ve
KCNQ2 geninde V182M polimorfizmlerinin ne hasta ne de kontrol grubunda
bulunmamasi, JTKN ile bu polimorfizmlerin iligkisinin olmadigini gostermektedir.
Insana yénelik yapilmis bu konudaki ilk ¢aligma olan arastirma bulgularimiza gére,

JTKN ile bu polimorfizmlerdeki genetik etkilesim iliskisi olmadigini belirtebiliriz.

Kearney ve arkadaslar1 yaptiklart in vivo fare ¢alismasinda, SCN2A geninde
GAL879-881QQQ ve KCNQ2 geninde V182M polimorfizmleri incelenmis, bu
polimorfizmleri birlikte tasiyan farelerde JTKN tipli epilepsinin ortaya ¢iktig
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belirtilmistir. Bu iki polimorfizmdeki genetik etkilesimin JTKN iizerinde etkisi
oldugu gosterilmistir [1]. Ancak bizim ¢alismamizda hasta grubundaki kisilerde
SCN2A ve KCNQ2 genlerinde belirtilen polimorfizmlere rastlaniimamistir. Bu
nedenle ¢alismamizda bulunan sonuglar Kearney ve arkadaslari ¢alismasini destekler
nitelikte degildir. Yaptigimiz ¢alismadan elde ettigimiz bulgu, JTKN tipi epilepsisi
olan grupta bu polimorfizmler acgisindan yapilmis ilk insana yonelik ¢aligma olmasi

acgisindan 6nemlidir.

Idiyopatik epilepsilerde cogunlukla kompleks kalitim rol oynamaktadir
[45,46]. Kompleks kalitimda genler ile gevresel faktorlerin etkilesimi goriilmektedir.
Ayrica idiyopatik epilepsinin alt gruplarini olusturan epilepsi sendromlarinin
hepsinde genetik heterojenite goriilmektedir [47]. Bu nedenle bir epilepsi fenotipinin
genetik temelinin aydinlatilmasi zor olmaktadir. Ayrica bir epilepsi sendromuna
birden fazla genin neden olmasi veya bir genin farkli epileptik sendromlara neden
olmasi da epilepsi fenotiplerinin genetik temelinin aydinlatilmasin giiclestirmektedir
[22,21]. Idyopatik jeneralize epilepsi alt tipi olan calisma grubumuzu olusturan
JTKN tipi epilepside de genetik heterojenite s6z konusu oldugu i¢in altta yatan

genetik etkenin belirlenmesini giiglestiren sebeplerden biri bu olabilir.

Calismamizin dayanagini olusturan Hawkins ve arkadaslari ve Kearney ve
arkadaglar1 ¢aligmalarinda in vivo olarak elde ettikleri bulgular, bu polimorfizmler
arasindaki genetik etkilesimle iliskili insana yonelik yapilmis bizim ¢aligmamizdaki

bulgularla desteklenmemistir.
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5.SONUC VE ONERILER

SCN1A’da R1648H polimorfizmine, SCN2A’da GAL879-881QQQ
polimorfizmine ve KCNQ2’de V182M polimorfizmine ne JTKN hasta grubunda ne
de Kkontrol grubunda rastlanmadigi i¢in bu polimorfizmlerin insanlarda JTKN ile
iliskisi olmadig1 sonucuna vardik. Hasta ve kontrol grubunda arastirdigimiz
polimorfizmler bulunmadigi igin elde ettigimiz verilere gore bu polimorfizmler

arasinda genetik etkilesimin JTKN ile iliskisi s6z konusu degildir.

SCN1A geninde 134436. niikleotitte G’ninden C’ine degisimin oldugu
R1648P polimorfizmi hasta grubunda 1, kontrol grubunda 3 kiside bulunmus, ancak
JTKN ile iligkili olmadig1 sonucuna varilmistir. Bu polimorfizm ilk kez bu ¢alismada

belirlenmistir.

SCN1A geninde 134272. niikleotitte A>G ve 134347nci niikleotitte G>A
degisim, SCN2A geninde 105649. niikleotitte G>A degisim, KCNQ2 geninde 28704.
niikleotitte T>G degisimin JTKN epilepsi tipi ile iliskisi saptanmamustir.

JTKN hastalar1 ve kontrol grubu bireylerinde arastirilan polimorfizmlere

iligkin  yaptigimiz c¢alismadan elde edilen genotipleme bulgularinin, Tirk

toplumundaki ilk veriler olmasinin énemli bir katkisinin olacagini diistinmekteyiz.
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EK 1. Hasta grubundaki kisilerin DNA’larinin nanodrop sonuglari

Hasta no DNA kons. 260/280 260/230 | Hastano DNA kons. 260/280 260/230
H1 13,640 1,865 1,906 H39 36,990 1,401 1,515
H2 31,380 1,094 1,290 H40 50,060 1,250 1,590
H3 33,710 1,131 1,028 H41 26,710 1,327 1,510
H4 30,590 1,123 1,101 H42 55,490 1,169 1,445
H5 49,540 1,100 1,298 H43 19,620 1,449 1,669
H6 24,810 1,492 1,653 H44 46,590 1,207 1,486
H7 22,770 1,307 1,425 H45 37,700 1,285 1,472
H8 58,070 1,136 1,352 H46 19,160 1,583 1,937
H9 15,820 1,362 1,584 H47 32,010 1,406 1,621
H10 47,480 1,018 1,343 H48 64,880 1,112 1,387
H11 26,160 1,188 1,297 H49 139,94 1,106 1,407
H12 19,680 1,250 1,427 H50 37,390 1,087 1,356
H13 26,050 1,328 1,422 H51 18,540 1,381 1,747
H14 44,700 1,118 1,360 H52 29,950 1,449 1,625
H15 130,45 1,059 1,308 H53 32,630 1,158 1,385
H16 21,850 1,228 0,967 H54 22,980 1,424 1,554
H17 40,090 1,146 1,301 H55 299,84 0,989 1,326
H18 41,600 1,101 1,307 H56 62,700 0,668 1,976
H19 82,940 1,141 1,288 H57 24,410 1,340 1,614
H20 47,510 1,093 1,332 H58 825,91 0,972 1,298
H21 52,850 1,055 1,312 H59 36,680 1,243 1,423
H22 102,08 1,056 1,279 H60 104,87 1,119 1,411
H23 38,300 0,991 1,219 H61 307,68 0,994 1,334
H24 29,630 1,199 1,242 H62 135,14 1,038 1,381
H25 29,690 1,165 1,293 H63 49,930 1,161 1,532
H26 13,080 1,177 1,345 H64 113,63 1,068 1,393
H27 64,180 1,096 1,302 H65 53,610 1,125 1,520
H28 50,410 1,097 1,275 H66 104,15 1,133 1,400
H29 53,900 1,116 1,428 H67 39,930 1,222 1,527
H30 41,240 1,129 1,434 H68 38,770 1,345 1,781
H31 30,290 1,357 1,598 H69 59,430 1,151 1,506
H32 41,470 1,140 1,503 H70 28,890 1,243 1,598
H33 24,690 1,279 1,479 H71 53,760 1,209 1,532
H34 50,550 1,093 1,388 H72 47,790 1,101 1,463
H35 47,370 1,140 1,435 H73 42,270 1,135 1,921
H36 84,180 1,100 1,364 H74 79,260 1,105 1,406
H37 26,260 1,278 1,522 H75 130,33 1,255 1,613
H38 29,690 1,443 1,750
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EK 2. Kontrol grubundaki kisilerin DNA’larinin nanodrop sonuglari

Kontrol DNA 260/280 260/230 | Kontrol DNA 260/280  260/230
No Kon. No Kon.

K1 37,070 1,380 1,620 K39 63,840 2,673 2,029
K2 51,690 1,069 1,362 K40 42,020 1,147 1,566
K3 28,000 1,176 1,384 K41 25,780 1,182 1,650
K4 66,830 1,125 1,400 K42 47,670 1,085 1,517
K5 53,040 1,175 1,387 K43 39,950 1,123 1,462
K6 81,000 1,077 1,126 K44 38,020 1,093 1,414
K7 49,250 1,123 1,339 K45 34,470 1,169 1,534
K8 35,960 1,164 1,439 K46 44,230 1,196 1,530
K9 52,610 1,190 1,507 K47 43,380 1,135 1,455
K10 55,730 1,231 1,525 K48 32,930 1,181 1,488
K11 48,890 1,242 1,529 K49 38,850 1,101 1,378
K12 65,100 1,120 1,386 K50 44520 1,142 1,558
K13 46,540 1,194 1,470 K51 51,940 1,152 1,401
K14 73,440 1,158 1,406 K52 124,85 1,056 1,389
K15 79,390 1,135 1,325 K53 50,780 1,148 1,468
K16 50,700 1,248 1,511 K54 28,790 1,068 1,178
K17 29,830 1,249 1,467 K55 26,010 1,240 1,539
K18 72,750 1,118 1,393 K56 21,510 1,135 1,446
K19 51,290 1,122 1,487 K57 25,150 1,072 1,352
K20 36,020 1,233 1,476 K58 34,970 1,106 1,473
K21 29,390 1,375 1,537 K59 50,560 1,121 1,417
K22 81,430 1,173 1,397 K60 29,930 1,099 1,408
K23 48,890 1,100 1,350 K61 26,030 1,173 1,531
K24 49,160 1,160 1,404 K62 23,690 1,213 1,512
K25 24,300 1,441 1,619 K63 36,870 1,161 1,476
K26 39,050 1,468 1,640 K64 21,800 1,138 1,542
K27 41,140 1,143 1,354 K65 30,800 1,322 1,724
K28 66,220 1,105 1,265 K66 43,580 1,223 1,561
K29 32,370 1,098 1,457 K67 36,530 1,130 1,494
K30 30,570 1,346 1,740 K68 59,020 1,155 1,467
K31 32,100 1,184 1,509 K69 65,230 1,104 1,391
K32 29,230 1,087 1,409 K70 41,470 1,103 1,420
K33 36,930 1,181 1,541 K71 65,740 1,279 1,590
K34 118,88 1,152 1,457 K72 30,670 1,201 1,497
K35 73,0560 1,083 1,360 K73 44,140 1,177 1,503
K36 104,97 1,037 1,403 K74 52,950 1,170 1,485
K37 39,300 1,073 1,425 K75 48,890 1,197 1,556
K38 42,470 1,083 1,399
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