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OZET

Tan, B. (2022). Tum Genom Yaklasimlartyla Epilepsi Genlerinin Incelenmesi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul.

Nadir gorilen norolojik bir hastalik olan Epilepsi, giiniimiizde bile tam olarak aydinlatilamamis
kompleks bir etiyolojiye sahiptir. Bu durum tip alaninda son yillarda yasanan gelismelere
ragmen hala bazi hastalarin tedavi gérememesine neden olmaktadir. Bu sebeple epilepsi ile ilgili
yapilacak yeni ¢aligmalar, 6zellikle bu hastalarin tedavi gérmesi ve tedavi goren hastalarin
tedavisine katki saglanmasi i¢in hala ¢ok bliylk 6nem arz etmektedir. Yeni Nesil Dizileme’deki
(NGS) son gelismeler bu ihtiyact karsilayabilecek yeni bir bakis agisini ortaya ¢ikarmistir. Tiim
genom perspektifinde NGS ydntemlerinden biri olan Tim Ekzom Dizileme (WES) ile elde
edilen yiiksek ciktili verilerin analizi, kompleks hastaliklarda bile patojenik varyantlarin
kesfedilmesine olanak saglamustir.

Bu tez calismasinda, bir ailedeki Ailesel Yetigkin Miyoklonik Epilepsi’den (FAME) etkilenmis
3 ¢ocuk, anne, baba, teyze ve dayinin bulundugu 7 birey incelenmistir. Etkilenmis 3 ¢ocuga
yapilan WES ¢alismasi datasinin analizi ile elde edilen varyantlarin tiim ailedeki segregasyonu
ve epilepsiyle iliskisi incelenmistir. Calismanin sonucunda, 3 kardesin WES verisinde de ortak
olarak SLC6A19, SCN3A, ADAMTS2, CPO, LAD1, CSF1R ve RNF44 genlerinde tahmin
araclart tarafindan patojenik olarak nitelendirilen yanlis anlamli (missense) bazi varyantlar
saptanmustir. Bu varyantlar genis ailenin diger bireylerinde de Sanger dizileme yontemiyle
taranmis ve varyantlarin segregasyonu belirlenmistir. Ek olarak, bu varyantlarin bulunduklari
genlerin epilepsi patogenezi agisindan noronlarda elektriksel uyarilarin tiretimi ve yayilimi,
norotransmitter tagima, hiicresel béliinme, blylime veya farklilasma vb. temel hicresel
stireclerin diizenlenmesi gibi rollerinin oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bulgularla, NGS
yontemlerinin tiim genom ve ekzom perspektifi ile farkli segregasyon modelleriyle kalitilan
kompleks hastaliklarda, hastalikla iligkili genlerin tespit edilebilecegi ortaya konmustur. Bu
calismayi, pentamer ekspaniyonu ile 6ne ¢ikan FAME kliniginde intronik tekrar dizilerinin
incelenecegi devam caligmalari takip edecektir.

Anahtar Kelimeler: Epilepsi, FAME, WES, SLC6A19, SCN3A

Bu ¢alisma, Prof. Dr. Sibel Aylin UGUR ISERI adina verilmis olan TUBA-Ustiin Basarili Geng
Bilim Insam Odiilleri (TUBA-GEBIP) 2019 Destegi ve Tiirk Néroloji Derneginin katkilartyla
desteklenmistir.
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ABSTRACT

Tan, B. (2022). Investigation of Epilepsy Genes by Whole Genome Approaches. Istanbul
University, Institute of Health Sciences, Department of Genetics. Master Thesis. Istanbul.
Epilepsy, a rare neurological disease, has a complex etiology that has not been fully elucidated
even today. This situation still causes some patients not to be treated despite the developments
in the field of medicine in recent years. For this reason, new studies on epilepsy are still of great
importance, especially in terms of treating these patients and contributing to the treatment of
patients receiving treatment. Recent developments in Next Generation Sequencing (NGS) have
revealed a new perspective that can meet this need. Analysis of high-throughput data obtained
with Whole Exome Sequencing (WES), one of the NGS methods in the whole genome
perspective, has enabled the discovery of pathogenic variants even in complex diseases.

In this thesis, 7 individuals in a family, including 3 children, mother, father, aunt and uncle,
affected by Familial Adult Myoclonic Epilepsy (FAME) were examined. The segregation of the
variants obtained by analyzing the data of the WES study on 3 affected children and their
association with epilepsy in the whole family were examined. As a result of the study, some
missense variants, which were defined as pathogenic by prediction tools, were detected in the
SLC6A19, SCN3A, ADAMTS2, CPO, LAD1, CSF1R and RNF44 genes in the WES data of the 3
siblings. These variants were also screened in other members of the extended family using the
Sanger sequencing method and the segregation of the variants was determined. In addition, in
terms of the pathogenesis of epilepsy, the genes in which these variants are found are involved
in the production and propagation of electrical impulses in neurons, neurotransmitter transport,
cellular division, growth or differentiation, etc. It has been determined that they have roles such
as the regulation of basic cellular processes. With the findings obtained, it has been revealed
that disease-related genes can be detected in complex diseases inherited with different
segregation models with the whole genome and exome perspective of NGS methods. This study
will be followed by follow-up studies that will examine intronic repeat sequences in the FAME
clinic, which stands out with pentamer expansion.

Keywords: Epilepsy, FAME, WES, SLC6A19, SCN3A

This study was supported by the Turkish Academy of Sciences-Outstanding Young Scientist
Awards (TUBA-GEBIP) 2019 Support, given on behalf of Prof. Dr. Sibel Aylin UGUR ISERI

and the contributions of the Turkish Neurological Society.



1. GIRIS VE AMAC

Epilepsi, beyindeki asir1 elektrik bosalmasi sonucu ortaya ¢ikan ndbetlerin eslik ettigi
norolojik bir bozukluktur (Fisher ve ark. 2014). Dinya Uzerindeki her 1000 kisiden
7'sini etkileyen epilepsi, monogenetik, oligogenik ve kompleks olarak farkli formlara
sahip olup, nobet tiirleri acisindan Fokal, Jeneralize ve bilinmeyen olmak Uzere lge
ayrilmaktadir. Epilepsinin %15-20 sini genetik jeneralize epilepsiler (GJE) eski adiyla
idiyopatik jeneralize epilepsiler (1JE) olusturur. Absans, miyoklonik tonik-klonik vb.
nobet tdrleri ile karakterize olabilir. Epilepsinin alt ttrlerinden biri miyoklonus, kortikal
tremor ve jeneralize tonik-klonik nobetlerin goriildigi Ailesel Yetiskin Miyoklonik
Epilepsi yani FAME’dir (Crompton ve ark. 2012).

Gunumuze kadar kompleks hastaliklara yaklasimda genom c¢apinda iliskilendirme
calismalar1 (GWAS) yapilarak, kompleks hastalik yaygin varyant incelemesi
yapilmistir. Epilepsinin ¢ok faktérli durumundan dolay1 ikiz ve GWAS
caligmalarindaki GJE ile iliskili riskli genleri belirleme ¢abalari biiyiik ol¢lide
basarisizlikla sonuglanmistir (Myers ve ark. 2015; Epi4K consortium, 2017; May ve
ark. 2018). Bu durum epilepsinin farkli tiirlerinin genetik altyapisini ¢6zmek adina her
bir birey icin spesifik genetik riskleri belirlemeyi temel bir zorunluluk haline getirmistir.
Bu zorunlulukla birlikte son 5 yildir, epilepsi gibi kompleks norolojik hastaliklar i¢in
Yeni Nesil Dizileme (NGS) ile beraber kompleks hastalik nadir varyant incelemesi gibi
bir yaklasim 6n plana ¢ikt1 (Epi25 Collaborative 2019). NGS’nin bir tiirii olan ekzom
dizileme ile yapilan ¢alismalarda, genetik agiklamasinin basit oldugu diisiiniilen bireysel
hastalarin tanisal yorumuna odaklanarak yapilan biyoinformatik analizlerde daha
basarili sonuclar elde edildi (Povysil ve ark. 2019). Nadir varyantlarin karmasik
ozelliklere etkisini sorgulamak, kompleks hastalik nadir varyant analitik yaklagimlarim
ortaya ¢ikardi. Bu yaklasimla, GWAS ¢alismalarindaki kadar ¢ok sayida sonug ¢ikmasa
da asir1 derecede nadir ve daha anlamli sonuglar ¢ikmaktadir (Epi25 Collaborative
2019).

Bu baglamda, FAME tanist almis 3 kardesin bulundugu bir ailede anne, baba, teyze ve
day1 dahil olmak iizere 7 kisilik bir aile grubunda tim ekzom dizileme yontemiyle

hastalikla iliskili olabilecek aday nadir varyantlarin arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Epilepsi
Uluslararas1 Epilepsi Birligi’'ne (ILAE) gore epilepsi, kisinin bas agrisi, ates,
uykusuzluk veya ila¢ kullanimina bagh olmadan, 24 saat arayla en az iki kere nobet

gecirmesi olarak tanimlanmis noérolojik bir hastaliktir (Kaculini ve ark. 2021).

Epilepsinin antik tarihi, Mezopotamya'da bulunmus olan {izerinde epilepsi
nobeti geciren bir kisinin tasvirlerinin oldugu 4 asirlik bir Akad tabletine kadar uzanir
(Labat 1951). Bu tabletlerden yaklasik bin yil sonra yazilmig, "BUtin hastaliklar"
anlamma gelen Sakikku isimli, birka¢c epilepsi nobet tipinin tanimlandigi,
smiflandirildigr ve epilepsi semptomlarinin anlatildigi teshis kilavuzlart mevcuttur. O
donemde nobetler, bedenin kotl ruhlar tarafindan ele gegirilmesi olarak agiklandigi igin
hastalik tedavi edilmiyordu. Bu konuda Mezopotamyalilardan ayrilan Misirlilar,
kafasinda acik yaraya sahip bir hasta ile MO 1700 | yillarda yaptiklari calismada
nobetlerin kortikal bozulmadan kaynaklanabilecegini kanitladilar (Magiorkinis ve ark.
2010). MO 7. yiizyila ait Cin metinlerinde ise bir grup doktor, genellestirilmis nobetleri
Ozetleyen bir eser yayinlanmistir. Cinliler, epilepsiyi tedavi etmek i¢in masaj, sifali otlar

ve akupunktur kullanirlard: (Lai, C. W., & Lai, Y. H. 1991).

Hipokrat, epilepsiyi beyne baglayan, bulasici olmaktan ¢ok kalitsal oldugunu
one siiren ve travma sonrasi epilepsi kavramini ortaya atanlar ilk Kisilerdendi. MO 4.
yiizyilda Aristoteles, epilepsi ve uyku arasinda benzer mekanizmalar olabilecegini one
stirdi ve bu fikirleri yiizyillarca bilim diinyasini etkiledi. Epilepsinin bir beyin hastalig
olmast fikri 17. yilizy1l Avrupa’sinda daha ¢ok Onem kazanmaya bagladi. Bu durum
epilepsi ile ilgili yeni yaymlar yazilmasinmi sagladi. 19. yy. baslarinda epilepside
farmakolojik tedavi diisiinceleri 6n plana ¢ikti. Yine ayni yiizyilda Dr. Robert Bentley
Todd tarafindan, epilepsi ndbetlerinin nedeninin beyindeki elektrik bosalmalar
olabilecegi one siiriildii (Binder ve ark. 2011) ve daha sonra, Faraday'in manyetoelektrik

dondirme makinesini kullanarak hipotezini kanitlandi (Todd 2005).

20. yy’da, epilepsinin bilimsel ve sosyal farkindaligini arttirmak ve bilgi
kirliligini engellemek, tedavi gelistirmek igin uluslararasi dernekler kuruldu. Aymi

ylizyilin baginda epilepsinin kalitsal bir hastalik oldugu aile ¢alismalar1 ile



kanitlanmistir (Prasad ve ark. 1999). Epileptik model organizmalarin iiretilmesi ve bu
organizmalarla yapilan ¢aligmalar (Lehesjoki ve ark. 1991), ikiz ¢alismalar1 (Berkovic
ve ark. 1998), Insan Genom Projesi ile genomumuz hakkinda daha kapsamli bilgilerin
ortaya ¢cikmasi ve bunlara ek olarak teknolojik alt yapmin da gelismesi, hastaligin

genetik Ozelliklerinin ve patogenezinin daha iyi anlagilmasina katkida bulunmustur.

Seytani miilkiyet algisinin hakim oldugu antik cagdan, bilimsel kesiflerin hizla
ortaya c¢iktigi son birka¢ yiizyila kadar epilepsi hastaliginin kendisi ve nedeni
anlasilamadigindan, hastalar ¢ok ¢esitli zorbaliga, iskenceye ya da otekilestirmeye
maruz kalmistir. Tim bilimsel kesiflere ve atilan adimlara ragmen, epilepsi ile ilgili
kiresel olarak hala bir¢ok yanlis algi ve uygulama mevcuttur. Epilepsi tedavisindeki
modern gelismeler ve tedaviyi daha da ileri gétiirecek yeni kesifler, siiphesiz epilepsi
hastalarinin daha normal bir yasam siirmelerine yardimci olacaktir (Kaculini ve ark.
2021).

2.1.1. Epilepsinin Tanim, Insidansi ve Prevalansi

Epilepsi, tekrarlayan nobetlere yol acan beyindeki artmis ndronal ve elektriksel
aktivite ile karakterize norolojik bir bozukluktur. Diinya Saglik Orgiitii’'niin (WHO)
guncel verilerine gore, her yil yaklagik 5 milyon kisi ilk defa epilepsi tanis1 almaktadir
(WHO, Epilepsy). Diinyanin en sik goriilen dordiincii norolojik hastaligi olan bu
hastalik, toplamda 50 milyondan fazla bireyi etkiler (Perucca 2020; What Is Epilepsy? |
Epilepsy Foundation, (n.d.).)). Diinya popiilasyonunun yaklasik %o04-10 kadar1 ise aktif
nobetleri olan veya tedavi ihtiyact olan aktif epilepsili bireylerden olusmaktadir.
Epilepsi muhtemelen bazi endemik salgmnlarin  varligi ve saglik sisteminin
yetersizliginden dolay1, diisiik ve orta gelirli Ulkelerde yuksek gelirli Ulkelere oranla
daha cok goriilmektedir. Oyle ki, tim epilepsi hastalarmm %80’ diisiik ve orta gelirli

tilkelerde yasamaktadir (WHO, Epilepsy).

2.1.2. Epilepsinin Siniflandirilmasi

Epilepsi ile ilgili ilk smiflandirma Uluslararasi Epilepsi Birligi (ILAE)
tarafindan 1985 yilinda yapilan “Epilepsilerin ve Epileptik Sendromlarin
Siniflandirilmasi”dir. Bu versiyon 1989°da giincellenerek yayinlandi. 1989 ILAE
siiflandirmasinda bir¢ok kavram ana hatlariyla agiklandi. Bu versiyon glinimuze kadar
cok ise yaradi, fakat son birka¢ on yilda epilepsi ile ilgili yapilan bilimsel kesiflerle

epilepsili bireylerin tan1 ve tedavisine yonelik anlayisi ve yaklasimi temelden



degistirecek bir revizyona ihtiya¢ duyuldu (Scheffer ve ark. 2017). 2017 yilinda yine
ILAE tarafindan yapilan Epilepsi Siniflandirmasi’nda, teshis i¢in noébet tipi, epilepsi tipi
ve epilepsi sendromu olmak (izere 3 temel tan1 agsamasi tanimlanmistir. Yani bir bireye
epilepsi tanis1 koymak igin énce hangi tip ndbet gorildiigiine, sonra hangi tip epilepsi
simifina girdigine, en son epilepsi sendromlarindan olup olmadigina bakilir. Bu
simiflandirmaya gore epilepsi gesitleri fokal epilepsiler, jeneralize epilepsiler, kombine
jeneralize & fokal epilepsiler ve bilinmeyen olarak dorde ayrilir (Sekil 2-1). Buna ek
olarak, daha &nce birka¢ sendromu iceren Idiyopatik Jeneralize Epilepsi kavrami
olusturulmustur (Classification and Definition of Epilepsy Syndromes, ILAE 2017).
Daha sonra 1JE ifadesi, genetik temelinin oldugu kesfedildigi icin genetik etiyolojiyi
yansitmasi amactyla GJE olarak degistirilmistir. GJE, iyi bilinen dort epilepsi
sendromunu icerir: Cocukluk Absans Epilepsisi, Juvenil Absans Epilepsisi, Juvenil
Miyoklonik Epilepsi ve Tek Basina Jeneralize Tonik-Klonik Nobetler (Hirsch ve ark.
2022).

Nobet Tipleri
1. Asama Jeneralize Bilinmeyen
baslangigh baslangigh

Epilepsi Tipleri

2. Asama - Jeneralize

Tani

Bilinmeyen

Sekil 2-1: Epilepsi Tam Asamalari



2.1.3. Epilepsi Nobetlerinin Siniflandirilmasi

WHO, nébeti beyin hiicrelerindeki anlik ve asir1 diizeyde elektrik bosalmasi
olarak tamimlamistir (WHO, Epilepsy). 2017 ILAE Epilepsi Nobet Siniflandirmasi’na
gore nobetler, fokal baslangigh, jeneralize baslangigli ve bilinmeyen baslangigh
nobetler olmak {izere 3 gruba ayrilmistir. Bunlar da kendi iglerinde motor ve motor
olmayan nobetlere ayrilir (Sekil 2-1). Buna ek olarak siniflandirilamayan epilepsi ndbet
tirleri vardir (Fisher ve ark. 2014). 2017 ILAE Epilepsi nobet siniflandirmasinda
tanimlanan Kombine Jeneralize ve Fokal Epilepsi grubunda veya Dravet Sendromu gibi
bazi epilepsi sendromlarinda hem jeneralize hem de fokal nobet birlikte goralir
(Scheffer ve ark., 2017). Kisa siireli kasilmalar veya dikkat gecikmelerinden, uzun
stireli ve siddetli kasilmalara kadar degisebilen nébetler, viicudun bir kismini (fokal)
veya tamamini (jeneralize) etkileyebilir. Hasta nobet sirasinda bazen istemsiz epizodlar
yasama, farkindalik veya biling kaybi, gorme/isitme/tat duyularinda veya diger biligsel
islevlerde gecici semptomlar, mesane veya bagirsak fonksiyonu kontroliiniin
etkilenmesi gibi durumlar yasayabilir ve bu durum giinde birka¢ defa veya yilda birden
az sayida ortaya ¢ikabilir (WHO, Epilepsy). Stres, uyku yoksunlugu veya hastalik nobet
gecirmeyi tetikleyebilir (Scheffer ve ark. 2017). Epilepsili kisilerde nobetlere bagl
yaralanmalar, anksiyete ve depresyon gibi daha ylksek oranda fiziksel ve psikolojik
rahatsizlik goriilmektedir. Bu kisiler, genel nlfusa gore ¢ kat daha fazla erken 6lim
riskine sahip olup, erken 6lum oranlar1 diigiik ve orta gelirli iilkelerde veya kirsal

alanlarda diger yerlere gore daha yuksektir (\WHO, Epilepsy).

2.1.4. Epilepsi Sendromlari

Epilepsi Sendromu, EEG, ndbet tipleri ve birlikte ortaya ¢ikan karakteristik
goruntuleme o6zelliklerinin bir arada oldugu bir durumdur. West Sendromu, Dravet
Sendromu, GJE sendromlarindan Cocukluk absans epilepsisi, juvenil miyoklonik
epilepsi gibi bilinen birgok epilepsi sendromu vardir (Scheffer ve ark. 2017). Buna
ragmen, ILAE bu sendromlar igin hicbir zaman resmi bir siniflandirmasi yapmamistir
(Berg ve ark. 2010). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarla birlikte epilepsi ve epilepsi
sendromlarinin daha 6nce bilinmeyen genetik altyapilar1 aydinlanmistir. Buna en iyi
ornek, Dravet sendromudur. Bu sendromda hastalarin %80'den fazlast SCN1A geninde

bulunan patojenik bir varyant tasir (Scheffer ve ark. 2017).



2.2. Ailesel Eriskin Myoklonik Epilepsi (FAME)

Ailesel Eriskin Miyoklonik Epilepsi, otozomal dominant kalitimla aktarilan
kortikal tremor, miyoklonus ve jeneralize tonik-klonik ndbetler ile karakterize nadir
gorilen bir epilepsi turidiir (“Familial Adult Myoclonic Epilepsy/ILAE” n.d.). ilk
olarak 1990 yilinda Japonya'da tanimlanmis (Ikeda ve ark. 1990) olan FAME, ILAE’nin
2017 yilinda yaptig1 yeni siniflandirma ile bu isimle ifade edilmeden 6nce, Otozomal
dominant kortikal tremor, miyoklonus ve epilepsi (ADCME) veya benign eriskin ailesel
miyoklonik epilepsi (BAFME) gibi farkli isimlerle ifade edilmistir. FAME'nin genetik
nedeni kesin olarak bilinmemektedir. Ilk klinik tanimmi takip eden 20 yilda, farkl
kromozomlar (zerinde birka¢ genetik lokus haritalanmistir. Son yillarda yapilan
caligmalarla, birbiri ile iliskili olmayan genlerin intronlarinda benzer pentamerik
ekspansiyonlarin  6nemli oldugu, FAME ekspansiyonlarmin gergeklestigi farkli
lokuslarin oldugu ve bu lokuslardaki genlerin fonksiyonlarmin tamamen farkli oldugu

gorilmustir (Peters ve ark. 2022).

FAME’ nin semptomlari, genellikle birkag on yilda yavas yavas ve ilerleyici bir
sekilde, oldukga degisken bir baslangi¢c yasinda (3-70 yas arasi) ortaya ¢ikmaktadir (van
den Ende ve ark. 2018). Kortikal tremor, miyoklonusa ek olarak kognitif bozukluk, gece
korliigii ve migren gibi ek bulgular gortlebilir (Elia ve ark. 1998; Saka ve Saygi 2000).
Guntmuize kadar FAME'li yaklasik 150 aile bildirilmis olmasina ragmen penetrasyonla
ilgili bir bilgi bulunmamaktadir (Ishiura ve ark. 2020). Hafif ve gbzden kacan
semptomlardan dolay1 heniiz teshis konulamayan veya JME gibi daha sik goriilen
bozukluklarla karigtirilarak yanlis teshis konulan birgok ailenin oldugu varsayilmaktadir
(Aydin Ozemir ve ark. 2016; Florian ve ark. 2019; Bennett ve ark. 2020). Bu yetersiz
teshisten dolay1 FAME nin prevalansi kesin olarak bilinmemekle birlikte, 1/35.000’den
de az oldugu tahmin edilmektedir (Lagorio ve ark. 2019). FAME’de ndbet baslangig
yas1 12 ile 67 arasinda degismekle birlikte ve ortalama baslangi¢ yas1 30'dur (Striano ve
ark. 2016). FAME1 ve FAME2’de nobetler miyoklonus baslangicindan birkag yil
sonra, FAME3’te de kortikal miyoklonustan Once veya ikisi ayni zamanda ortaya
c¢ikabilir (Florian ve ark. 2019).

2.3. Epilepsinin Etiyolojisi ve Epileptogenez
2017 ILAE Epilepsi smiflandirmasinda epilepsiye neden olabilecek 6 farkl
etiyolojik grup tanimlanmistir (Classification and Definition of Epilepsy Syndromes,



ILAE 2017). Yapisal, genetik, enfeksiytz, metabolik, immunolojik ve bilinmeyen
seklinde tanimlanan bu gruplar, farkli mekanizmalarla epileptogenezi tetikleyerek
epilepsiye yol acabilir (Scheffer ve ark. 2017). Epileptogenez, bazi molekiiler yolaklarin
patofizyolojik olarak etkilenmesi ve hiicresel degisikliklerin tetiklenmesiyle beynin
hasar gormesi sonucu epilepsi gelistirme surecidir (Aksdz 2018). Beyindeki ilk
patolojik hasar sonucunda, beynin “epileptojenik odak™ olarak isimlendirilen
bolgelerindeki hiicrelerin uyarilmalar1 artar ve bu hicreler cevre hicrelerin de
uyarilmalarini arttirir (Baykan 2004 pp. 279-308). Bu ilk hasarin ardindan hasta,
epileptogenez siirecinin basladigi ancak nobet aktivitesinin olmadigi ve Kritik beyin
bolgelerinde patofizyolojik hiicresel degisikliklerin oldugu latent ddnem olarak
adlandirilan bir déoneme girer (Aroniadou-Anderjaska ve ark. 2008; Akstz 2018). Bu
donemde goriilen hiicresel degisiklikler; nérojenez, ndrodejenerasyon, anjiyogenez,
aksonal hasar ya da filizlenme, gliozis, dendritlerin sekillerinin degismesi, bazi
inflamatuar hiicrelerin asir1 artmasi, edinilmis kanalopatiler ve ekstraseliler matristeki
degisiklikler olabilir (Pitkdnen ve ark. 2009). Baslangi¢ hasarindan spontan nébetlerin
gorilmesi anmna kadar, bu tir patofizyolojik degisiliklerle epileptogenez sureci

epilepsiyi ortaya ¢ikarir (Bertram 2007; Conboy ve ark. 2021).

Epilepsinin nobetlerinin hepsinde senkronite ya da artmis ndronal uyarilabilirlik
gibi durumlar ortak olsa da, ndbetlerin ortaya ¢ikmasina neden olan mekanizmalar
farklilik tasimaktadir (Bambal ve ark. 2011). Su ana kadar epilepsilerin ortaya
¢ikmasinda rol oynayan kalsiyum, potasyum, sodyum ve klor kanallari, asetilkolin,
nikotinik, glutamat ve GABA reseptori gibi bazi hiicre zar1 elemanlarinin yapisini ya da
isleyisini degistiren genetik faktorlerden bazilari tespit edilmistir. Epilepsilerin ¢ogunda
kompleks veya poligenik kalitim goriiliir. Tek gen kalitimi goriilen epilepsilerin goguna,
iyon kanallarm1 kodlayan genlerdeki varyasyonlar sebep olur (Sanchez-Carpintero
Abad ve ark. 2007). Bu genlerdeki varyasyonlar, ndrotransmisyonun artmasi veya
azalmasina neden olmaktadir. Bunun disinda, GABAerjik sistemde de genetik
bozukluklar kesfedilmistir. y-aminobltirik asit yani GABA, primer jeneralize
epilepsilerle iliskilendirilmis GABA reseptorlerinin araciligiyla beyinde no6ronal
uyarilabilirligi ve uyarmin iletilebilirligini baskilar (Kang ve ark. 2009). GABA
molekiilii, GABAA reseptoriine baglandiginda kanalin agilmasi ve klor iyonlarinin
hicre igine girmesiyle noronal aktivitenin inhibisyonuna neden olurken, GABAB

reseptoriine baglandiginda potasyum gecisini arttirir, kalsiyum girisini azaltir ve sinaps



oncesi diger norotransmitterlerin salimimini baskilar (Dibbens ve ark. 2009; Wallace
2002).

Tum bu c¢alismalara ragmen, epilepsilerin  karmasik patofizyolojisi ve
epileptogeneze neden olan hiicresel mekanizmalar hala tam olarak aydinlatilamamistir
(Bambal ve ark. 2011). Bu mekanizmalar1 tam anlamiyla anlamak, epilepsiyi
engelleyecek veya epilepsinin siddetini azaltacak tedavilerin gelistirilmesi i¢in ¢ok

onemlidir (Aroniadou-Anderjaska ve ark. 2008).

2.4. Epilepsi Genetigi

Epilepsilerin ortaya ¢ikmasindaki genetik o0zellikler GJE’ler (eski adiyla 1JE),
Genomik/Kromozomal ve Sendromik Bozukluklar, Gelisimsel ve Epileptik
Ensefalopatiler ve Fokal Epilepsiler olmak lzere 4 baslikta incelenebilir. Gorllen bu
genetik bozukluklar kromozomal, tek gen anomalileri veya multifaktoriyel nedenli
olabilir (Perucca ve ark. 2020; “Klinik Norogenetik.” n.d. Accessed August 22, 2022).

Cogu ailesel epilepsi tiirlerinin goriildiigii olgularda poligenik kalitim soz
konusudur. Buna gevresel faktorler de dahil oldugu igin 6ziinde multifaktoriyel kalitim
goriiliir. Farkli genlerin ayni epilepsiye yol agmasi yani genetik heterojenite ve tek bir
genin farkli epilepsi tiirlerini ortaya ¢ikarmasi yani klinik heterojenitenin varlig: epilepsi
hastaligindaki karmasik durumlart meydana getirir. Bu karmasa epilepsi tiiriiniin kalitim
paternini tamimlamay1 zorlastirir (Helbig ve ark. 2016; 2018). Tum epilepsilerin
yaklasik %20’sini olusturan GJE’ler de genelde bu gruptaki epilepsilerdendir. Blyuk
6lglide poligenik bir kalitim modeli gosteren GJE’ler, bazen Mendel kalittm modeli de
gosterebilir. Atesli nobetlerle birlikte gocukluk c¢agi absans epilepsisinin gorildigi
Avustralyali bir ailede yapilan galigmalarda tespit edilen GABAA reseptOrlniin y2 alt
birimini kodlayan GABRG2 geni, Juvenil miyoklonik epilepsinin goruldiigii Fransiz
Kanadali bir ailede yapilan baska bir ¢aligmada tespit edilen alfal alt birimini kodlayan
GABRAL1 geni ya da infantil metabolik ensefalopatide glikoz tasiyict protein 1°i
(GLUT1) kodlayan SLC2A1 geni epilepside gorilen mendel kalitima 6rnektir (Perucca,
P., & Perucca, E. 2019).

Epilepsiye neden olan kesfedilen en onemli gen anomalileri kalsiyum,
potasyum, sodyum ve klor gibi iyon kanallar1 ile glutamat ve GABA reseptoru gibi
epilepsi mekanizmalarinda gorev alan reseptorlerle iliskilidir (Mantegazza ve ark.

2010). Angelman sendromu, Down sendromu (trizomi 21), Ring 20 sendromu,



Kleinfelter sendromu (XXY) gibi hastaliklar da epilepside goriilen kromozom
anomalilerindendir (Sahin & Bebek 2017).

SCN1A Dravet sendromu, ARS varyanti, PCDH19 varyanti, kopya sayisi
degisiklikleri (CNV), mTOR yolagmnin aydinlatilmas: gibi gelismeler, son yillardaki
genetik ilerlemelerin en ¢ok etkiledigi epileptik ensefalopatiler grubundaki genetik
gelismelere ornektir (Minardi ve ark. 2020; Myers & Mefford 2016)

1990°da kesfedilen nikotinik asetilkolin reseptoriiniin o4 alt birimini kodlayan
CHRNAA4 geni, Voltaj kapili potasyum kanali geni olan KCNQ2 ve KCNQ3 geni, voltaj
kapili sodyum kanali o2 alt birim geni SCN2A fokal epilepsiye neden olan mendelyen
kalittim gosteren genlerdendir (Avanzini ve ark. 2007). Yeni nesil dizileme teknigi
(NGS) ortaya ¢ikinca ¢ok daha fazla gen ve yolak kesfi olmustur (Niestroj ve ark.
2020). mTOR sinyal yolaginda gorev alan GATOR1 kompleksinin alt birimlerini
kodlayan NPRL2, NPRL3 ve DEPDCS5 genleri ve bunlarin epileptogenezdeki rollerinin
kesfi buna Ornektir. GABA reseptoriini kodlayan GABRG2 geni, Na kanali alt
birimlerini kodlayan SCN1A ve SCN1B genleri, sinapsta goérevli olan STX1B geni Febril
nobetlere neden olan kesfedilmis genlerdendir. interferon ile uyarilan IF144L geni ve
kizamik virtisu reseptori kodlayan CD46 geni bagisiklikla ilgili bulunan genlerdir.
Atesli nobet gegiren 3.000 cocugun katildigi Danimarka’da yapilan bir ¢alismada,
Genom Capinda Iliskilendirme Calismalar1 (GWAS) ile dort lokus ve TMEM16 ailesi
geni (ANO3) tespit edilmistir. Son yillarda, mikrodelesyonlar ve CNV gorilen AKT,
ARX, CDKL5, DCX ve Frajil X sendromu ile iliskilendirilmis olan FMR1 geni
saptanmistir (Myers ve ark. 2015; Hebbar ve ark. 2020).

Epilepsinin genetik temelini aydinlatmaya yonelik arastirmalarda, klinigi
netlestirilmis ailelerden aliman DNA o6rnekleri ile GWAS, baglanti analizi, gen
haritalamasi, Tim Genom Dizileme (WGS), WES gibi yontemlerden uygun olani
calisilarak gen ve varyasyon saptanir. Bulunan genlerin Grtinleri ve hiicredeki gorevleri
tamimlanir (Bebek 2021 pp. 35-44; Perucca ve ark. 2020). Bu arastirmalarda, temel
amag etiyopatogenezi aydinlatmak, daha etkin tedavi ve genetik danismanlik
verilmesini saglamaktir (Ellis ve ark. 2020). Bu amagla gegmisten bugtne birgok kiigik
veya biiylik ¢apli ¢alismalar yapilmistir. 12 {ilke ve 29 merkezi katildigi EPICURE
caligmasi bunlardan biriydi (ILAE Consortium on Complex Epilepsies 2014). Bu

caligma genis Olgekli olmasina ragmen umut verici sonuglar ortaya koymugsa da
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yeterince yuz giildirememistir (Menzler ve ark. 2014; Walker ve ark. 2015). Kompleks
hastalik yaygin varyant bakis acisini benimseyen caligmalarindan da hala yeterince
sonu¢ alinamayinca kompleks hastalik nadir varyant bakis a¢isinda arastirma yapan

Epi25 gibi buyiik ¢apli bagka ¢alismalar yapilmistir (Epi25 Collaborative, 2019).

2.5. Epilepside Guncel Molekiiler Genetik Yaklasimlar

Epilepsiye yol acan genetik bozukluklar kromozomal anomali, tek gen anomalisi
veya multifaktoriyel poligenik anomali kaynakli olabilir (Perucca ve ark. 2020).
Kromozomal anomali kaynakli bozukluklar1 tespit etmek icin kromozom analizi ve
FISH gibi mikroskopi yOntemleri kullanilabilir (Sorge ve ark. 2010). Bunun disindaki
bozukluklar tespit etmek icin RT-PCR, RFLP ve tekrar 6zgli STR analizi gibi genetik
varyanta 0zgu yontemler kullanilabilir. Ya da genom g¢apinda varyant tespiti icin WGS,
WES, yeni nesil panel dizileme, RNA dizileme ve tek gene yonelik dizileme gibi NGS
ve sanger dizileme yontemleri kullanilabilir (Koch ve ark. 2021; Hunt-Jones ve ark.
2015). Bu yontemlerle bulunan sonuclar hedefe yonelik kantifikasyon imkani sunan
MLPA, gPCR, dijital droplet PCR ya da tim genom molekiler sitogenetik
yontemlerinden aCGH, aSNP gibi kantitatif yaklasimlarla desteklenebilir ve
kanitlanabilir (Maradei-Anaya ve ark. 2013; Mulley & Mefford 2011).

2.5.1. Sanger Dizileme

Sanger dizileme, in vivo ortamda DNA replike olurken zincirin sonuna
deoksintikleotidler (dNTP) yerine dideoksiniikleotidler (ddNTP) baglanarak zincirin
sonlanmasi ve bu sayede olusan farkli uzunluklardaki DNA’larin jelde yiiriitme yoluyla
hizalanarak DNA dizisine ulagilmasidir (Sanger ve ark. 1975; 1977). Kesfedildigi
giinden bugiine en yaygin dizileme yontemi olsa da, giiniimiizde daha ¢ok diisiik butceli
projeler i¢in ya da NGS datasinin validasyonu i¢in kullanilmaktadir. Yiiksek biitgeli
calismalarda daha ¢ok daha yeni bir teknoloji olan NGS kullanilmaktadir.

Sanger dizileme teknigi igin, tek zincirli bir DNA kalibi, bu diziye uygun
primer, dNTP ve ddNTP’ler ve DNA polimeraz kullanilir. ddNTP’ler, dNTP’lerdeki
serbest 3° OH grubuna sahip degildirler, bu da yapistig1 bolgede serbest 3’OH
olamadig1 igin zincirin devamina yeni bazlarin eklenememesine neden olur. Boylece
zincir sonlandirilarak farkli uzunlukta fragmanlar elde edilmis olur. 95°C ve 60 °C
arasinda 1sinin ard arda arttirilmasi ve azaltmasi igleminin yaklasik 35 dongiide tekrar

edilmesi ile dizi ¢ogaltilir. Ardindan farkli uzunluktaki bu fragmanlar elektrik akimi ile
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kapiler duzeyde bir jelde yiritiilerek siraya konur ve sirayla yiiriiyen fragmanlarin
isaretlenmis molekullerinin i1gimasi lazer kamera araciligiyla cekilerek dizi verisine
ulasilir. Isaretlenen molekiil, radyoaktif fosfor veya floresan bir boya ile isaretlenen
ddNTP’ler veya primerler olabilir. Bu sayede isaretlenmis zincirler, bazin tiirtine gore
farkli renkte 1s1ma yapar. dNTP’lerin her biri igin farkli bir tiip hazirlanir. Yeterli
miktarda ve istenilen sekilde fragman sentezlenebilmesi icin ddNTP’ler dNTP’lerin
%1’ kadar eklenir. Toplam dNTP ve ddNTP miktar1 ise dizilenecek dizinin uzunluguna

baglidir.

1. DNA denatirasyonu 2. Fragmanlarin ¢ogaltiimasi 3. Primer baglanmasi 4. Polimeraz soliisyonlar

111

G C A

§378

5. Terminasyon boyasina 6. Olusan zincirlerin

kadar dizinin uzamasi denatiirasyonu 7:~S?I~Lllsyon.|ar|n jelde
yurutilmesi

PRI LEE TP D LET-LEELT-E) )

Sekil 2-2:11k kesfedilen yontemle yapilan Sanger Dizileme teknigi

(“DNA Dizileme Yontemleri.” N.d. Accessed August 23, 2022.)

Ik kesfedilen teknikle, dort farkli ANTP icin hazirlanmis dort ayri karisim farkl
kuyucuklara yuklenip agaroz jelde ydardtilir, daha sonra bantlar UV 15181 veya
otoradyografi ile X-1s1n1 filmine aktarilir ve burdan dizi okunurdu (Sekil 2-2). Daha
sonra gelistirilen yontemle, her biri farkli dalga boylarinda 151k yayan floresan boyalarla
isaretlenmis dort farkli ddNTP’leri aym tiipe koyarak Sekil 2-3’teki gibi tek bir
reaksiyonda islem yapilmaya baslandi. Bu yontem hem daha uygun hem daha hizl
islem yapilmasini saglamistir. Sanger dizilemenin dezavantaji ise, dizilenen bolgenin ilk

15-40 bazlik bir bolgesini diisiik kalitede okumasi ve 700-900 bazdan sonra dizi
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okumasinin bozulmasidir. Bunun nedeni dizi uzadik¢a bir bazlik farkla siralanacak

DNA fragmanlarini ayirmakta yetersiz kalmasidir.

GG CIT I T I T ARANT) Dizilenecek DNA fragmam
" Floresan, zincir sonlandina niikleotitler (ddNTP’ler)
99 < ICILCIA

CARL T C| UL G vemn GG A

(AN 7] \ / / Fragmanlarin kapilerielde‘yﬁrﬁ-tﬁlmfsi
% —ﬁ //&/\/\UILJ"JJ

Lazer Kapiler jel Kamera Sanger Dizileme

T

Sekil 2-3: Giiniimiizde kullanilan gelistirilmis Sanger Dizileme yontemi

2.5.2. Yeni Nesil Dizileme (NGS)

NGS, DNA’y1 fragmanlara ayirip milyarlarca fragmani ayni1 anda paralel olarak
dizileme yontemidir. Masif paralel dizileme olarak da bilinen bu yéntem DNA, RNA
molekdllerini dizileme ve varyant tespiti icin kullanilan yeni nesil bir teknolojidir. Bu
yontem sanger dizilemedeki gibi maksimum baz smir1 yoktur, gigabazlarca dizilik
okumalar1 birkag giin veya saatte tamamlayabilir. Bu boyutlardaki dizileri tek parca
halinde degil birden fazla pargaya ayirarak, adaptorler ekleyerek, kitaplik olusturup
bunlar1 siralayarak ve sonra bu pargalari birlestirip genomik diziyi tamamlama

teknigiyle okur. Bu teknik maliyeti diisiirtir, verimi ve dogruluk oranini arttirir.

NGS, teknik olarak 3 asamada yapilir: Kkiitiiphane olusturma, klonal
amplifikasyon, dongisel dizi sekanslama. Kiitiiphane olusturma, ultrasonik ydntemle
200-500 baz uzunlugundaki fragmanlara ayrilmis genomik DNA parcalarinin uglarina
5’ ve 3’ adaptorlerin baglanmasidir. Adaptorler baglandiktan sonra ya array-bazli
yakalama ya da solisyon icinde yakalama ydntemlerinden biri ile kuatiphane
olusturulur. Daha sonra emulsiyon PCR veya kopri amplifikasyonu yontemi ile klonal

amplifikasyon islemi yapilir. Bundan sonra pyrosequencing, ligasyonla dizileme veya
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sentez sirasinda gercek zamanli dizileme ydntemlerinden herhangi biri ile sekanslama
yapilir (Sekil 2-4). Tum bu islemler sirasinda genomik DNA, primerler, DNA polimeraz
ve her bazin ayr renkte 1s1masi i¢in o baza 6zel floresanla isaretlenmis 4 farkli baz
kullanilir. Bu bazlarin 3’ OH gruplari, tek seferde yalnizca bir baz eklenebilecek sekilde
kimyasal olarak korunur ve kalan tim molekiiller uzaklastirilir. Baglanan tek bir bazin
floresan 1simasi1 lazerle tetiklenir ve ortaya ¢ikan sinyal kaydedilir. Siradaki baz
eklenmesi i¢in 3> OH grubu koruyucusu ¢ikarilir ve eklenen yeni baz i¢in yine ayni
islem uygulanir ve bu olaylar dongi halinde dizi tamamlanana kadar devam eder.
Ardindan sinyaller sayesinde tanimlanan dizi okumalari referans genoma gore hizalanir.
Bu teknikle indel varyasyonlar, yapisal varyasyonlar, tek nikleotit polimorfizmleri
(SNP) ve CNV gibi farkli varyasyon tipleri tespit edilebilir.

¢

Genomik DNA

- - = DNA fragmanlarina adaptor takilmasi

! Baglanmayan
I ___" __-" fragmanlann
N uzaklastinlmasi

Array bazl dizi yakalama

Yeni Nesil Dizileme

Sekil 2-4: Genomik DNA’dan NGS tekniklerinden gercek zamanh dizileme yontemi
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2.5.2.1. Ekzom Dizileme (WES)

Ekzom dizileme, genomun kodlayan bdlgelerinin dizilendigi genomik dizileme
yaklasimlarindan biridir. Ekzom dizilemede iki yol vardir, ya DNA’nin ekzon
bolgelerini yiksek verimli bir DNA dizileme teknolojisi kullanarak dizilemek, ya da
DNA’nin protein kodlayan alt birimini se¢mektir. Bu dizileme tlriinde temel amag,
WGS daha diisiik bir maliyetle genomun tamamini degil yalnizca proteine doniisecek

olan dizideki protein olusumunu etkileyebilecek varyantlari tespit etmektir.

WES yontemi, dzellikle Mendel kalitimli nadir hastaliklarin ¢alismalari i¢in gok
Oonemlidir. Bu hastaliklar genelde ¢ok nadir gorilen varyantlardan dolay1 ortaya cikar.
Bir hastaliga yol agan varyantin protein kodlayan bolgede olmasi ihtimali daha yuksek
oldugu goz 6ntinde bulundurulursa, genomun %1’ini olusturan ekzonlara odaklanmak
hem daha hedefe yonelik hem de daha uygun maliyetli bir yaklagimdir. Bu yaklagim,
hem bir hastalig1 ortaya ¢ikaran genlerde yer alan varyantlari bulmak, hem de aym
Klinik gosteren hastalarin ekzomlarin1 kiyaslayarak o Klinikle iliskili yeni genleri

kesfetmek icin kullanilabilir.

Ekzom dizileme tekniginde hedef zenginlestirme yontemi ve sekanslama olmak
Uzere 2 temel adim vardir. Hedef zenginlestirme yonteminde sekansla asamasina
ge¢cmeden DNA’nin istenilen bolgelerinin yakalanmasi saglanir. Bu bdlgeleri
yakalamak i¢in array bazli yakalama veya sollisyonda yakalama yontemleri
kullanilabilir. Array bazli yakalamada, DNA nin istenilen bdlgelerini i¢eren tek sarmalli
fragmanlarla hazirlanmis mikroarrayler kullanilir. DNA fragmanlara ayrilir ve uglarina
adaptorler  eklenir. Ardindan bu fragmanlar mikroarray  kuyucuklarindaki
oligoniikleotitlerle hibritlestirilir. Yikama ile artiklar uzaklastirilir ve hibrit DNA
fragmanlart PCR ile g¢ogaltilir. Soliisyonda yakalamada ise, ilgili DNA bolgelerini
yakalamak icin 0zel bilyelerle isaretlenmis problar kullanilir. Bu problar fragmanlara
ayrilmig DNA ile hibridize edilir. Yikama sirasinda DNA fragmanlari bilyeler sayesinde
diger atik materyallerden ayristirtlir. Ardindan bilyeler g¢ikarilir DNA fragmanlari

sekanslanir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Cahsmada Incelenen Bireyler ve Aile Agaci

Bu tez ¢alismasinda, Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi N&roloji Anabilim
Dali’ndan Prof. Dr. Betlll Baykan tarafindan klinik degerlendirmesi yapilmis, epilepsi
tanil1 3 kardes, anne, baba, teyze ve day1 olmak iizere akraba olmayan ama ayni1 kdyden
olan bir ailenin Gyesi olan toplam 7 birey incelenmis olup, aileye ait aile agact Sekil 3-

1’ de gosterilmis ve etkilenmis 3 kardesin klinik bilgileri Tablo 3-1’de listelenmistir.

3 etkilenmis kardes Klinik acidan detayli olarak incelenmis ve kardeslere FAME
tanist konmustur. Annede hafif tremor belirtisi bulunmus fakat anne ve babaya FAME
tanis1 konmamistir. Teyze ve dayi, hatta calismamizda yer almayan 6lmiis anneannenin
yillar once bagka bir klinik tarafindan incelenmesi sonucu epilepsinin baska bir alt
tirinde 6yklsu bulunmaktadir ama birimimizce klinik agidan incelenememistir. Ayni
klinik tarafindan ¢ocuklara da ayni tan1 konmus fakat birimimizce incelenmesi sonucu
farkindalik eksikligi nedeniyle eski taninin hatali oldugu kanisina varilmis ve yapilan
tim incelemeler sonucunda tanilart FAME olarak diizeltilmistir (Aydin Ozemir ve ark.
2016). Aile iiyelerinden Bilgilendirilmis Onam Formu dahilinde EDTA’1 tiiplere 10 ml
periferik kan alinmistir. Alinan kanlardan ayni giin igerisinde DNA izolasyonu yapilmis
olup, izolatlara kayit dizin sirasina gore kodlar verilmistir. Kodlamalar1 yapilmis DNA
Ornekleri 2 tiipe ayrilarak, tiiplerden biri (A stogu) -20 °C, digeri (B stogu) -80 °C
dondurucuda saklanmistir. Calisma siiresince elde edilen tiim sonuglar sifre korumali

bilgisayarlarda muhafaza edilmistir.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 2021/594 dosya numarasi ile numaralandirilmis olup, 02/04/2021

tarihli 08 say1li etik kurul karar1 ¢ergevesinde yapilmustir.
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E09-55 E10-05 E10-143 E10-144

1} ‘ -

E09-100 E09-69 E09-52

Sekil 3-1: Calisilan aileye ait aile agaci

Tablo 3-1: Etkilenmis 3 kardese ait klinik bilgiler

Hasta/Mevcut  NObet baslangic Nobet tipi ve Ek bulgu

Yas/Cinsiyet yasi baslangic yas1

E09-100/38 y/E 17 yasinda MYO 17y, FS 3y, GTC 26y  Aurasiz Migren+
Depresyon +

E09-69/34 y/K 16 yasinda MYO 16y, ABS 16y Aurasiz Migren+
Anksiyete +

E09-52/33y/K 14 yasinda MYO 14y, GTC 14y, ABS 15y Aurasiz Migren+

Depresyon +

Anksiyete +

MYO: Miyoklonus: GTC: Jeneralize Tonik-Klonik; ABS: Absance; FS: Febril Nobet (Aydm-Ozemir ve ark.
2016)

3.1.2. Kullamlan Kitler ve Kimyasal Maddeler
Calisma boyunca kullanilan tim kimyasal maddeler Tablo 3-2’de yer

almaktadir.



Tablo 3-2: Kullamlan Kimyasal Maddeler
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Kimyasal Madde Firma, Mensei

2X DreamTaq Green Buffer (20mM MgCI2) Thermo Scientific, Amerika

C2H50H (% 99 Etil alkol) Merck, Almanya
Agaroz Invitrogen, Isvigre

50X TAE(Tris-Asetat-EDTA) Sigma, Almanya
DMSO (Dimetil stlfoksit) Sigma, Almanya

Betain (5M) Promega, Amerika
Etidyum Bromir (EtBr) Sigma, Almanya

Tris Sigma, Almanya
EDTA Sigma, Almanya
50bp-DNA ladder /100bp-DNA Ladder Biotechrabbit, Almanya

Calismada kullanilan kitlerin listesi Tablo 3-3’te sunulmustur.

Tablo 3-3: Kullanilan Kitler

Kimyasal Madde Ticari Firma/Mensei Ulke
QlAamp Blood Maxi Kit Qiagen, Amerika
QlAamp Blood Mini Kit Qiagen, Amerika

3.1.3. Kullamlan Ekipmanlar ve Hizmet Alinan Firmalar

Calismada tlim asamalarda kullanilan cihazlar Tablo 3-4’te listelenmistir.

Tablo 3-4: Kullanilan Cihazlar

Cihazin ismi Firma ismi
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Santrifjler

Masa ustt mini santrifij
Inkibator

Vorteks

Otomatik Mikropipetler
Spektrofotometre

Steril Kabin

Hassas terazi

Distile su cihazi
Elektroforez aleti

Jel goruntuleme sistemi
Bilgisayarlar

PZR cihaz1

Buzdolab1 +4°C

Derin dondurucu (-20°C, -80°C)
Etav

Giic kaynagi

Eppendorf Centrifuge (5415C), Labofuge,
Thermo Scientific Megafuge 40R

Hettich, Eppendorf

Hibrigene Techne

Yellowline (TTS2) , Biosan Vortex V-1 Plus
Eppendorf, Gilson

NanoDrop ND-2000/Thermoscientific
Thermo Scientific, HERA (51022515)
Shimadzu

Millipore

Thermo

UVP Imaging System
HP(W2072A),NOC(207LM00001),LG
22MP57HQ-P

Biorad Thermal Cycler T100

Sanyo

Ugur, Heraeus Sepatech

Techne Hybrigene

Stratagene

Hizmet alinan firmalar Tablo 3-5 ‘te gosterilmistir.

Tablo 3-5: Hizmet Alinan Firmalar ve Ahnan Hizmet Icerigi

Firma / Kurum Adi

Hizmet Alim Gerekgesi

Macrogene Europe, Hollanda

Sentromer DNA Teknolojileri, Tirkiye

Macrogene Europe, Hollanda

Tum Ekzom Dizileme (WES)
Primer Dizayni

Sanger Dizileme
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3.1.4. Kullanilan Cevrimici Veritabanlari, Araclar ve Analiz Programlar:

Calismamiz sirasinda yararlanilan bilgi ¢ekilen tim veritabanlar1 ve programlar

Tablo 3-6’da listelenmistir.

Tablo 3-6: Calisma Kapsaminda Kullanilan Elektronik Veritabanlari ve Analiz

Programlar:

Genomik Dizi Veritabanlari

Ensembl Genome Browser 106

https://www.ensembl.org

UCSC (University of California Santa Cruz)
https://genome.ucsc.edu/index.html
GRCh337/hg19

NCBI (National Center for Biotechnology)
Annotation Release 105
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Aciklama
Okaryotik baz1 tlrlerdeki genlere ait
bilgileri, genin transkriptleri dizileri ve

dizideki varyantlar1 vs. gosteren bir genom
veritabanidir

Referans dizi ve genoma dair gesitli bilgiler
iceren bir veritabanidir

Referans dizi ve genom bilgilerini iceren
baska bir veritabanidir

Populasyon Genetigi Veritabanlari

gnomAD (Genome Aggregation
Database)
https://gnomad.broadinstitute.org/

ExXAC (Exome Aggregation
Consortium)
http://exac.broadinstitute.org/

Aciklama

Cok cesitli  biliylik oOlgekli  dizileme
projelerinden, hem ekzom hem de genom
dizileme datasin1 toplamak ve uyumlu hale
getirmek, 0Ozet veriyi kullanilabilir hale
getirmek  amaciyla  gelistirilmis  bir
kaynaktir.

gnomAD ile ayn1 amagta kullanilan ama tlim
genom degil tim ekzom baz aliarak
hazirlanmig bir kaynaktir

Fenotip-Genotip Iliskisi Veritabanlar

Clinvar
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/

OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)
https://www.omim.org/

HGMD (The Human Gene Mutation Database)
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php

InterVar
https://wintervar.wglab.org/

Aciklama

Genomik varyasyon ve bu varyasyonlarin
insan saglig ile iligkisi hakkinda bilgi
toplayan bir veritabanidir.

Insandaki kahtsal hastaliklar ve hastaliklarin
fenotipleri, bu konudaki 6zet literatir bilgisi
ile anlatan bir veritabanidir.

Insanda kalitsal hastaliklardan sorumlu olan
tiim yayimlanmig gen lezyonlarini derlemeye
yonelik bir girisimdir.
Genetik  varyantlarin
yorumlanmasi i¢in  bir
yazilim aracidir.

klinik  olarak
biyoinformatik
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Varyantlarmm Ozellikleri ve Etkilerini
Gosteren Cevirimici Araclar

VEP (Variant Effect Predictor)
https://www.ensembl.org/Tools/VEP

Varsome

https://varsome.com/

Mutalyzer
https://mutalyzer.nl/

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

Polyphen 2
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

Aciklama
Farkli  gercksinimlere  uygun  ¢esitli
arabirimler  ve  genomik  varyantlarin

analizini yapilandirmak ve genisletmek igin
kapsaml bir genomik aciklama
koleksiyonuna erisim saglayan ENSEMBL
tabanli ¢cevrimigi bir aragtir.

Insan  varyantlar1  konusunda  Kiiresel
uzmanligi paylasmay1 amaclayan,
varyasyonlar icin toplayicit ve etki analizi
aracidir.

Bir gende tanimlanan varyantlarin standart
insan sekansi1 varyant adlandirma kurallart
ile yazilmasin1 ve agiklamasini kontrol
etmek i¢in gelistirilmis web tabanli bir
yazilim aracidir.

Bir amino asit degisiminin , dizi
homolojisine ve amino asitlerin fiziksel
Ozelliklerine  dayali  olarak  protein
fonksiyonunu  etkileyip  etkilemedigini
tahmin eder.

Insan SNP’lerinin, bir insan proteininin
yapist ve islevi Uzerindeki olas1 etkisini
dogrudan  fiziksel ve  karsilastirmali
degerlendirmeleri kullanarak tahmin eden
bir aractir.

Primer Dizayninda Kullanilan Cevrimici
Araclar

UCSC In-Silico PCR
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr

UCSC BLAT
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat

Aciklama

Sentezlenecek primerlerle In Silico ortamda
PCR vyapildiginda PCR da ¢ogalacak
amplikon bolgesini ve bu bdlgenin genom
uzerindeki yerini ve bir¢ok o6zelligini 6zel
haritalama ile gosteren bir veritabanidir.
Uzunlugu 25 veya daha fazla baz olan, %95
ve daha fazla benzerlige sahip dizileri hizli
bir sekilde bulmak i¢in tasarlanmis UCSC
tabanli bir aractir.

Primer Dizayninda Kullamlan Diger
Veritabanlar

OligoCalculator
http://biotools.nubic.northwestern.edu/Oligo
Calc.html

Primer3Plus
https://www.primer3plus.com/index.html

Aciklama

Primerlerin % GC orani, sicaklig1 gibi temel
Ozelliklerini  tespit etmeyi saglayan bir
veritabanidir.

Referans diziden alinan herhangi bir dizi
parcasina uygun sentezlenebilecek
muhtemel Forward ve Reverse Primer
ciftleri bu primerlere ait bazi bilgileri
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gosteren bir veritabanidir.

Biyoinformatik Analiz Programlar:

Sophia DDM

Integrative Genomics Viewer (IGV)

Chromas

CLC Main Workbench v5.02

Aciklama

Tim Ekzom Dizileme sonrasi data ile, farkl
veritabanlarindan aldig1 bilgiler dahilinde
varyant analizi yapmay1 saglayan Dbir
program

Ham ekzom datasindaki varyantlarin BAM
dosyasindan referans diziye hizalandigi,
varyantin kromozom (Uzerindeki konumunu
cevresindeki baz dizisini ve bu dizinin
karsilik  geldigi amino asit  dizisini
gosterebilen bir program

Kisisel bilgisayarda Ucretsiz kullanilabilen,
Sanger dizileme sonrasi veriyi analiz etmeyi
saglayan bir program

Sanger dizileme verisini, referans diziye
hizalayarak analiz etmeyi saglayan ve gorsel
olarak incelenmesine yarayan bir program

3.1.5. Calismada Kullanilan Primerler ve Gen Listesi

Ekzom dizileme datasindan yapilan analiz sonucu tespit edilen varyantlarin

bulundugu gen, NM kodu, ENST kodu, rs kodu, varyant bilgisi, bu varyantlarla yapilan

caligmalar i¢in dizayn edilen primerler, bu primerlerle yapilan okuma yonleri, amplikon

uzunlugu ve % GC igerigi bilgileri Tablo 3-7°de listelenmistir. Baz1 varyantlar icin

sanger sonuglar1 anlasilir olmadigi i¢in diger yondeki primer ile tekrar dizilemeye

gonderilmistir. Bu varyantlar tabloda Ust numaralandirma ile belirtilmistir.

Tablo 3-7: Caliymada Tespit Edilen Varyantlar, Varyantlara Ait Bilgiler ve Dizilenen

Primerler Listesi

NM/ENST/rs ) o Okuma %GC Amplikon
Gen Ad1 Varyant  Primer Dizisi (F/R) o
Kodu Yonu  Oram Uzunlugu
TGGTGACTGTGTGTCATCCG
SLC6A19 NM_001003841 ¢.1270C>G F %60 268bp
ACCATTGCCATGGGGACC

c.1687C>T GCATTATGATAACCCAATCCACC
(G>A) CTTTGCCCGACCTCTGAAAC

SCN3A  NM_006922.3

%34  370bp

€.548G>A ACATGTTCATACCCTCCGGC
(C>T) AGTAGCCTCACCTGTGTCCA

ADAMTS2 NM_014244

Ft %62  330bp
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LAD1

CPO

CSF1R

RNF44

€.458C>G CCCCATCCAGGAGAGGCT

(C>T)

NM_005558
- (G>C) GCCAGCACCTTCTCAGAGAT
ATAAGACACGGAGGAGGGCT
NM_173077  c.434A>G
CCAAATGGGGTTCCTTTCTTTACA
CCTTCTCTGAGCAAGGTGAGG
NM_005211.3 ¢.2239G>A
CCCCATCGTCACTCATCCAG
c.985G>A CTTAACCTGACAGGCACGCC
NM_014901

TGTCCGGGTTAAAGCGGTAC

RZ

%59  303bp

%38  383bp

%63  307bp

%63 417bp

1 E09-100 nolu birey R Primer ile tekrar ¢alisildi
2 E09-69/52/100/55 nolu bireyler F Primer ile tekrar ¢aligild:

3 Ailenin tamamu R Primer ile tekrar ¢alisildi

WES datasindan elde edilen varyantlar <“3.2.3. WES Datasindan Biyoinformatik

Analiz Stratejisi” bashginda detayli anlatildigi gibi belirli bir gen listesi ile

filtrelenmistir. Bu gen listesi, daha 6nce epilepsi panellerinde kullanilmis olan epilepsi

ile iliskisi olabilecek genlerle olusturulmustur. Olusturulan epilepsi gen listemiz Tablo
3-8deki gibidir.

Tablo 3-8: Epilepsi Gen Listesi

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

AARS

ABAT

ABCB1

ABCD1

ACY1

ADAR

ADGRG1

ADGRV1

ADSL

AFG3L2

AGA

AIMP1

ALDH5A1

ALDH7A1

ALG13

ALG3

AMACR

AMT

ARF

ARFGEF2

BCKDK

BRAT1

BTD

CACNA1A

CACNA1D

CACNA1IH

CACNA2D1

CACNA2D2

CACNB4

CASK

CASR

CBL

CCL2

CDK5RAP2

CDKL5

CDON

CENPJ

CEP152

CERS1

CHD2

CPT2

CRH

CSFIR

CSTB

CTSD

CTSF

cuL4B

CYFIP1

CYP27A1

DARS2

DCX

DEPDC5

DHCR7

DNAJC5

DNM1

DOCK?7

DPYD

DRD2

DYNC1H1

DYRK1A

EPIiLEPSi GEN LiSTESI
FAM126A GPR56 KCNMAL1
FARS2 GPR98 KCNQ2
FASN GRIA3 KCNQ3
FH GRIN1 KCNT1
FLNA GRIN2A KCTD7
FLVCR2 GRIN2B KDM5C
FOLR1 GRIN2D KIAA2022
FOXG1 GRN KIF1A
FOXH1 HACE1 KIF1BP
FOXRED1 HCN1 KIF5C
FRRSI1L HCN2 KPNA7
GABBR1 HCN4 L2HGDH
GABBR2 HDAC4 LGI1
GABRA1 HEPACAM LIAS
GABRB2 HNRNPU LMNB2
GABRB3 HSD17B10 MAGI2
GABRD HSPD1 MAPK10
GABRG2 HUWEL1 MARS2
GALC IER3IP1 MBD5
GAMT IFIH1 MCCC1

NEU1

NHLRC1

NODAL

NOL3

NOTCH3

NPRL2

NPRL3

NR2F1

NRXN1

OFD1

OPHN1

PAFAH1B1

PCBD1

PCDH19

PCNT

PGK1

PHF6

PHGDH

PIGA

PIGN

PRODH
PRRT2
PSAP
PSAT1
PSPH
PTCH1
PTEN

PTS

PURA
QARS
QDPR
RAB39B
RBFOX1
RBFOX3
RELN
RNASEH2A
RNASEH2B
RNASEH2C
RNASET2

ROGDI

SLC12A5

SLC13A5

SLC16A2

SLC19A3

SLC1A2

SLC25A12

SLC25A15

SLC25A19

SLC25A22

SLC2A1

SLC35A2

SLC35A3

SLC46A1

SLC6A1

SLC6A8

SLC9A6

SMARCA2

SMCI1A

SMS

SNAP25

SYNGAP1

SYNJ1

SYP

SZT2

TBC1D24

TBCE

TBL1XR1

TCF4

TGIF1

TNK2

TPPL

TREX1

TSC1

TSC2

TSEN2

TSEN34

TSEN54

TUBAILA

TUBB2A

TUBB2B
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21 ARG1 CHRNA2 EARS2 GATAD2B IQSEC2 MECP2 PIGO RYR3 SNIP1 TUBB3
22 ARHGEF15 CHRNA4 EEF1A2 GATM ITPA MEF2C PIGQ SAMHD1 SOX10 TUBB4A
23 ARHGEF9  CHRNA7 EFHC1 GCDH JRK MFSD8 PIGT SCARB2 SPATAS UBE2A
24  ARSA CHRNB2 EHMT1 GCH1 KANSL1 MLC1 PIGV SCN1A SPTAN1 UBE3A
25 ARX CLCN2 EIF2B1 GCSH KAT6B MMACHC PIK3R2 SCN1B SRGAP2 VANGL1
26 ASAH1 CLCN4 EIF2B2 GEF2 KCNA1 MOCS1 PLCB1 SCN2A SRPX2 WDR45
27 ASPA CLN3 EIF2B3 GFAP KCNA2 MOCS2 PLP1 SCN3A ST3GAL3  WDR62
28 ASPM CLN5 EIF2B4 GJC2 KCNAB1 MTHFR PNKP SCN5A ST3GAL5 WWOX
29 ATP13A2 CLN6 EIF2B5 GLDC KCNB1 MTOR PNPO SCNBA STIL ZDHHC9
30 ATP1A2 CLN8 EMX2 GLI2 KCNC1 NALCN POLG SCN9A STRADA ZEB2

31 ATP1A3 CNNM2 EPM2A GNAO1 KCNH1 NDE1 POLR3A SERPINI1 STX1B ZIC2

32 ATP6AP2 CNTNAP2 ETFA GNB1 KCNH2 NDUFA1 POLR3B SGCE STXBP1

33 ATR COL4A1 ETFB GNE KCNH5 NDUFAF5 PPT1 SHH SUMF1

34 ATRX COX15 ETFDH GOSR2 KCNJ10 NECAP1 PRICKLE1  SIK1 SUOX

35 AUH CPAG ETHE1 GPHN KCNJ11 NEDD4L PRICKLE2  SIX3 SYN1

3.2. YONTEM

3.2.1. DNA izolasyonu ve Kalite Kontrolii

Calismada yer alan aile bireylerinden elde edilecek DNA o6rnegi igin, tim
bireylerden EDTA’Il tipe 10 ml periferik kan alinmistir. Numunelerden Qiagen
firmasma ait QIAamp DNA Blood Maxi kit ile bu kitin spin protokoline uyarak
genomik DNA izolasyonu yapilmistir. DNA 0Ornegi istedigimiz kalitede ¢ikmayan
bireyler i¢in ayn1 numuneden yine ayni firmaya ait Qiagen firmasinin QlAamp DNA
Blood Mini kit ile Spin Protokol uygulanarak DNA izolasyonu yapilmigtir. Maxi ve
Mini kit icin DNA izolasyon semalar1 Sekil 3-2 ve Sekil 3-3’te gosterilmistir.

QlAamp DNA Blood Maxi kit ile elde edilen 1 ml gDNA 2 tiipe ayrilmistir. Biri
(500 pul) A stogu olarak, digeri (500 ul) ise B stogu olarak isimlendirilmistir. A stogu -
20 °C’de, B stogu ise -80 °C’de muhafaza edilip, ¢aligmalarda oncelikle A stogu

kullanilmustir.

NanoDrop 2000 Spektrofotometre cihaz1 ile 230, 260 ve 280 nm
dalgaboylarinda optik yogunluk o6lgiilerek, 2 pl DNA numunesi ile Kkalite ve
konsantrasyon tespiti yapilmistir. Materyalin konsantrasyonu, 1=50 pg/ml OD okuma
ile hesaplanmigtir. 260 nm/280 nm orani 1,8-2,0 arasinda, 260 nm/230 nm orant ise 2,0-

2,2 arasinda tespit edilen DNA’lar saf olarak degerlendirilmistir. Degredasyon olmadigi
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tespit edilen DNA 6rnekleri, Primer Optimizasyonu ve diger deneysel islemlere uygun

goriilmiistiir.



St |....i(

-_ —_— Liziz
1) 50 ml’lik falkon 2) Uzerine 12 ml AL
tiipiin icine 500 pl liziz soliisyonu eklenir. 3) 10 dk boyunca,
Proteinaz K ve iizerine Yeterli liziz saglamak 70°C’ye ayarlanmis
10 ml periferik kan icin bolca inkiibatdre birakilir.
eklenir. calkalanmalidir.
| -:.'-l_' o — _
o g Baglanma
4) 10 ml %6 99 safhikta
etil alkol (EtOH) 5) Karisim QIAamp 6) 3000 rpm’°de 3 dk
eklenir. Tiipler filtreli falkon tiipe santrifiij edilir. Dipteki
kuvvetli bir sekilde aktarilir. s1v1 dokiiliir.

calkalanir.

N T Y
|—v = - 1kama

i) I||||

7) Filtrenin tizerine 5 8) 4700 rpm’de 2 dk

ml AW1 yikama santiftj edilir. Yikama 9) 5 ml AW2 yikama
soliisyonu eklenir sonrasi dipteki s1v1 soliisyonu eklenir.
- d(-j] ..].. 1

™

LN

. T —_— = m [ Filtreden
‘ —Z % ‘ Kaldirma
10) 4700 rpm’de 17 dk 11) DNA’nin 12) Oda swakhgmdh
santifiij edilir. Yikama tutundugu filtre temiz 5 dk inkiibasyon
sonras1 yine dipteki bir tiipe aktarihr ve sirasinda DNA
s1v1 dokiiliir. filtrenin tam tizerine 1 filtreden ayrilir. 4700
ml AE DNA eliisyon rpm’de 3 dk santrifiij
soliisyonu eklenir. edilir. Santrifiij
sonrasinda gDNA

tiipiin dibine ¢dker. //

13)DNA -20°C’de
muhafaza edilir.

QI
I

Sekil 3-2: QlAamp® DNA Blood Maxi Kit ile DNA izolasyon Semasi
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£
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Sekil 3-3: QIAamp DNA Blood Mini Kit ile DNA izolasyon Semasi
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3.2.2. Tiim Ekzom Dizileme (WES) Calismasi

Etkilenmis 3 kardesin izole edilen DNA’lariyla Macrogene Europe, Hollanda
kurumundan hizmet alimi ile WES c¢alismas1 yapilmistir. Calisma Turk Noroloji
Dernegi’nin  katkilariyla gerceklestirilmistir.  Elde edilen data belirledigimiz

biyoinformatik analiz stratejisi ile analiz edilmistir.

3.2.3. WES Datasindan Biyoinformatik Analiz Stratejisi

E09-100, E09-69 ve EQ09-52 kodlu kardeslerin farkli zamanlarda WES
calismalar1 yapildi. Kardeslerden biri segilerek WES verisinden excel filtrelemesi ile
duplikasyonlar ¢ikarildi. Biotype tiirii psodogen olanlar ¢ikarildi, transcript consequence
cesitlerinden 3° UTR ve 5 UTR bolgelerindeki varyantlar, 3° downstream gen
varyantlari, 5’ upstream gen varyantlari, intronik varyantlar, kodlamayan bdlge
varyantlar1 ve sinonim varyantlar ¢ikarildi. Transkript degisimi gesitlerinden missense,
splice, nonsense ve frameshift varyantlar secildi. Literatiirdeki epilepsi panellerinde
caligilan tiim genlerin listesi ¢ikarildi. Bu listeye daha dnce siipheli gérdiigiimiiz SCN3A
ve SLC6A19 genleri de eklendi. Liste ENSEMBL ve OMIM’deki giincel isimlerle
tekrar duzenlendi. Olusturdugumuz son epilepsi genleri listesi ile gen filtrelemesi
yapildi. Kalan varyant listesindeki binlerce varyant1 daha da daraltmak i¢in Minor Alel
Frekans1 (MAF) degeri 6nce 0.05’in altinda kalanlar secildi. Elimizdeki varyant sayisi
hala binlerce sayida oldugu icin OMIM ve Human Phenotype Ontology (HPO) lizerinde
epilepsi ile iligkili varyantlar se¢ildi. Kalan varyantlar1 yine azaltmak i¢cin MAF<0.01
degerinin altinda kalan varyantlar se¢ildi. Kalan tim varyant listesinden diger iki
kardeste de ortak olanlar segilerek, istedigimiz filtrelemeler sonucunda 3 kardeste de

ortak olan varyantlar listesi olusturularak bu liste analiz edildi.

Ikinci bir yontem olarak, GRCh37 insan genomu referansindan kaynak alan
SOPHIA DDM Programinda analiz yapildi. Manuel analiz sirasinda kullanilan
filtrelemeler bu programda da yapildi. Iki farkli analiz yontemi verisinin birbirleri ile
uyumlu oldugu gozlemlendi. Tum filtrelemelere ek olarak SOPHIA DDM programinda
iki kardeste de Varyant Frekansi1 (VF) degeri %25 ve Uzeri olanlar, SOPHIA DDM
programina gore 0,9<PolyPhen<l ve/veya 0,9<SIFT<1 olanlar degerlendirilmeye
alindi. Kardeslerden birinin verisi eski bir versiyonda oldugu igin programa
eklenemediginden dolay1, kalan iki kardesin verisinden analiz yapilip en son ikisinde de

ortak bulunan varyantlardan ftigiincii kardeste de ortak olanlar filtrelenip bu varyantlar
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iizerinden deneysel calismalara devam edildi. Iki analiz yénteminden de ortak olarak
SLC6A19, SCN3A ve CSF1R genleri elde edildi. Bunlara ek olarak gen listesi
kullanilmadan SOPHIA DDM programinda aym filtrelemeler tekrar yapildi. Ayni
kriterlere gore ii¢ kardeste de ortak olan ADAMTS2, LAD1, CPO ve RNF44 genleri de
secildi. Etkilenmis tiim kardeslerde ortak olan varyantlar iizerinden en kayda deger
olandan baslayarak ilgili varyantlara primer dizayn edilip diger deneysel caligmalar

yapildi.

3.2.4. Tespit Edilen Varyantlarin Calismasi

Tespit edilen varyantlarin bulundugu gen, transkript, ekzon bilgileri, sekans
dizileri ve American College of Medical Genetics and Genomics-Association for
Molecular Pathology (ACMG-AMP) smiflandirmast vb. bilgiler ENSEMBL,
ENSEMBL VEP, InterVar ve Varsome veritabanlarindan temin edildi. Sekans
dizilerinden ilgili varyantlar1 da igerecek sekilde dizi kopyalandi. Bu dizilere, uygun ve
spesifik olacak sekilde primer dizayn edildi. Dizayn edilen primerler hizmet alimi ile
sentezlendi. Primerler firmanin belirttigi oranda sulandirildi. Kullanima hazir primerler
ile saglikli bir bireye ait DNA kullanilarak PCR optimizasyon ¢aligmalar1 yapildi.
Optimizasyon calismasi sonucunda her bir primere ayri ayri olacak sekilde, o primer
icin en uygun PCR kosuluna karar verildi. Uygun kosulda sirayla ilgili primerler ile tim
aile bireyleri Touchdown PCR yontemiyle calisildi. Sonrasinda Agaroz jel elektroforezi
yapilarak hastalara ait DNAlarin ilgili primerlerle ¢alisip ¢aligmadigi gozlemlendi.
Ardindan c¢alisan primerlerle, aile bireylerinin PCR drinleri Sanger dizilemeye
gonderildi. Sanger dizileme sonucunda gelen veri ile tum bireyler tim primerler icin

analiz edildi.

3.2.4.1. Varyantlara Primer Dizaym

Primer dizayni i¢in ihtiyag duyulan varyantin bulundugu gen ismi, gendeki
transkriptlerin bilgileri, gen dizisi gibi bilgiler Ensembl Genome Browser 106
veritabanindan temin edildi. Varyantin Ensembl isimlendirmesi olan ENST transkript
kodu, MANE Select’te karsilik gelen NM kodu, rs kodu, ekzon ve cDNA pozisyon
bilgisi, varyantin neden oldugu degisim tirl, aminoasit ve kodon degisimi, Ensembl
veritabanina gore SIFT ve Polyphen skoru bilgileri Ensembl’a ait VEP aracindan temin
edildi. Gene ait bilgiler ve dizi igin Ensembl veritabaninin GRCh38.p13 versiyonundaki

insan genom referansi segildi. Gen ismi taratildi, ilgili gene ait transkript tablosundan
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VEP tablosundaki ENST kodlu transkript sec¢ildi. MANE Select’te bu transkripte
karsilik gelen NM kodu Ekzom dizileme verimizdeki NM kodu ile kiyaslanip
dogrulandi. Transkript tablosunda ilgili transkripte tikladigimizda karsimiza ¢ikan
sayfadaki “cDNA” aracindaki dizi iizerinden VEP’ten edindigimiz c¢DNA
pozisyonundaki alele bakilip rs kodu kontroli yapildi. “Exons” aracindan ise
varyantimizin bulundugu ekzon/intron araligi 6grenilip ve uygun araliktaki varyantimizi
da iceren bir dizi parcasi1 kopyalandi. Kopyalanan dizi Primer3 Plus veritabaninda
taratilarak, elde edilen muhtemel primerler listesinden en uygun primer cifti secildi.
Segilen primer ¢ifti ile in silico ortamda PCR yapmak i¢in UCSC veritabaninin “In
silico PCR” araci kullanildi. PCR sonucu primerlerle birlikte amplikon dizisi ve bu
amplikonun genom (zerindeki lokasyon bilgisi elde edildi. UCSC dzerinden bu
lokasyonda 0zellikle de primerler (izerinde bulunan herhangi bir ‘Common SNP’ tespit
edildigi takdirde baska bir primer ¢ifti segilerek islemler bastan yapildi. Common SNP
tespit edilemedigi takdirde amplikon dizisi UCSC veritabaninin BLAT aracinda
taratildi. Tarama sonucundaki tablo incelenerek amplikonun genomda baglanabilecegi
tiim bolgeler ve bu bolgelerle ortak kisimlar tespit edildi. Istenmeyen baglanmalari olan
primer ciftleri iptal edilerek baska primer ¢ifti segildi. Bu tiir baglanmalari olmayan
primerler Sentromer DNA Teknolojileri firmasindan hizmet alimi ile Siparis edildi. 3
kardeste ortak oldugu tespit edilen varyantlar icin o bdlgelere uygun sekilde dizayn
edilen primerlerin UCSC in silico PCR sonuglart Sekil 3-4 ile Sekil 3-10 arasinda

verilmistir.
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SLC6A19 Primer ve Amplikon

NM Kodu ENST Kodu rs Kodu Oligocalculator
GC Yiizdesi
NM_001003841.3:c.1270C>G | ENST00000304460 | rs776944825 % 60

>chr5:1218878+1219145 268bp TGGTGACTGTGTGTCATCCG ACCATTGCCATGGGGACC
TGGTGACTGTGTGTCATCCGtgcaggccgtggagggcacaggcctggect
tcatcgtcttcaccgaggccatcaccaagatgcecgttgtcceccactgtgg
tctgtgctcttcttcattatcttctgcctggggctgtcatctatgtt
tgggaacatggagggcgtcgttgtgcccctgcaggacctcagagtcatce
ccccgaagtggcccaaggaggtgctcacaggtacgtgtgcagtcgggagg
GGTCCCCATGGCAATGGT

Varyasyon: 122. baz ¢.1270C>G

Mavi: Forward Primer

Sar1: Reverse Primer

Dizi intron 8/9 - exon 9 — intron 9/10 bolgelerinden kopyalandi

Sekil 3-4: SLC6A19 Geni NM_001003841:c.1270C>G Varyanti (Novel) Primer ve

Amplikon Dizisi
SCN3A Primer ve Amplikon
NM Kodu ENST Kodu rs Kodu Oligocalculator
GC Content:
NM_006922.3:c.1687C>T ENST00000283254.12 rs202004044 %34

>chr2:165140915-165141284 370bp GCATTATGATAACCCAATCCACC
CTTTGCCCGACCTCTGAAAC
GCATTATGATAACCCAATCCACCtaaagtgaagactaaatgaagtggttg
tatacttagtaaattgcaaatcagtattgttagtcagaaaaacactcttt
gtacttaaatttgctttaataaaaatatcaaaatatatgtgtcctctata
aatttgattatccatgtttaagagcaagagtatactaactccaaagaaaa
cagatcctttaatattaatatttattaaataattgcgttcttcccecctace
cccatcccattcctttectttttgectttectectgcagtectectecttgagtat

gtggctccctgttttccccaagacgcaatagcaaaacaagcattttca
GTTTCAGAGGTCGGGCAAAG

Varyasyon: 302. baz ¢.1687C>T

Mavi: Forward Primer

Sar1: Reverse Primer

Dizi intron 12/13 - exon 13 — intron 13/14 bolgelerinden kopyalandi.

Sekil 3-5: SCN3A Geni NM_006922.3:¢.1687C>T Varyant1 Primer ve Amplikon Dizisi
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ADAMTS2 Primer ve Amplikon

NM Kodu ENST Kodu rs Kodu Degisim | Oligocalculator
Tiirii GC Content:
NM_014244:¢c.548G>A ENST00000251582.12 | rs763905470 missense | % 62
COSV51083557

Mavi: Forward Primer
Sar1: Reverse Primer

Varyasyon: 179. baz ¢.548G>A

Dizi intron 2/3 - exon 3 — intron 3/4 bolgelerinden kopyalandi.

>chrb5:179272900-179273229 330bp ACATGTTCATACCCTCCGGC AGTAGCCTCACCTGTGTCCA
ACATGTTCATACCCTCCGGCcagcccagggttcaagctgagcaccagectyg
gggtgctgggcagggtcttcaggtgggaggtactccctgagggggtcectcece
tcgctgttcceccttecttggtettttgtgtgectggaaatctgatectgtt
gtctttgtcccgcaggctggtctgatcoagatggaggaggaggagttctt
catcgaacccttggagaaggggctggcggcgcaggaggctgagcaaggcc
gtgtgcatgtggtgtatcgccggccacccacgteccecctectectecgggggg
ccacaggcccTGGACACAGGTGAGGCTACT

Sekil 3-6: ADAMTS2 Geni NM_014244:¢.548G>A Varyanti Primer ve Amplikon Dizisi
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LAD1 Primer
NM Kodu ENST Kodu rs Kodu Degisim Oligocalculator
Tiiri GC Yiizdesi
NM_005558:¢.458C>G | ENST00000391967.7 | rs200727328 missense % 59

GCCAGCACCTTCTCAGAGAT

GGC

Varyasyon: 138. baz ¢.458C>G
Mavi: Forward Primer

Sar1: Reverse Primer

Dizi exon 3 bolgesinden kopyalandi.

>chrl1:201386738-201387040 303bp CCCCATCCAGGAGAGGCT

CCCCATCCAGGAGAGGCTggaggcagaggaggggaggaacagcttgagcec
ctgtgcaggccacacagaaacccctagtctccaagaaggaactggaaatc
ccacctcgccggagactgagtcgggaacagcggggce a tgggccctgga
ggaggagagcttggtgggcagggagccagaagagaggaagaaaggggtte
cagaaaagtccccagtcttggagaagtcctccatgccaaagaagacggca
cctgaaaagagcctggtctccgataaaacctccATCTCTGAGAAGGTGCT

Sekil 3-7: LAD1 Geni NM_005558:¢.458C>G Varyanti Primer ve Amplikon Dizisi
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CPO Primer ve Amplikon

NM Kodu ENST Kodu rs Kodu Degisim Oligocalculator
Tiiri GC Yiizdesi
NM 173077:¢.434A>G | ENST00000272852.4 | rs1462106311 | missense % 38

CCAAATGGGGTTCCTTTCTTTACA

tcatacctaTGTAAAGAAAGGAACCCCATTTGG

Varyasyon: 204. baz c.434A>G

Mavi: Forward Primer

Sar1: Reverse Primer

Dizi intron 4/5- exon 5 — intron 5/6 bolgelerinden kopyalandi.

>chr2:206959489+206959871 383bp ATAAGACACGGAGGAGGGCT

ATAAGACACGGAGGAGGGCTtggggactggagggtggaggtgtgatgtac
agtcacctcttataattaagttgaaattggtagaaaattaagagagaaaa
gatctcaaaataattctgaacatttctttcttaaatttccagattctaca
aaaccataaagacaactcaagtatacgcaagctccttaggaacctggact
tcqatgtccttccagttcttaacatagatggttatatctacacttggaca
actgtgagtacaccatgtttggtcctgggatgagttcatgaactaaagct
caattcaggttaatttttccaatgttatccattccggctctaaaaatatt

Sekil 3-8: CPO Geni NM_173077:¢.434A>G Varyanti1 Primer ve Amplikon Dizisi
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CSF1R Primer ve Amplikon

NM Kodu ENST Kodu rs Kodu Degisim | Oligocalculator
Tiiri GC Yiizdesi
NM_005211.3:¢c.2239G>A | ENST00000286301.7 | rs41355444 Missense | % 63
COSV53841644

GATGGGG

Mavi: Forward Primer
Sar1: Reverse Primer

Varyasyon: 152. baz ¢.2239G>A

>chr5:150057212-150057518 307bp CCTTCTCTGAGCAAGGTGAGG
CCCCATCGTCACTCATCCAG
CCTTCTCTGAGCAAGGTGAGGaggtcccagggccaggeccccatttgettg
ataacaagggaaaaggagaaggggctgctggggtgaggggtggggagtgt
ggcagggctgccctgacgcctcttcccaccctagacctggacaaggagga

gacggcccctggagctceccgggacctgcttcacttectceccageccaagtag
cccagggcatggccttectcecgcectteccaagaatgtgagtaggaacctggece
ctggctcatagccacccaggtctgtgctccggggaggCTGGATGAGTGAC

Dizi ekzon 16 - intron 16/17 - ekzon 17 - intron 17/18 bolgelerinden kopyalandi.

Sekil 3-9: CSF1R Geni NM_005211.3:¢.2239G>A Varyanti Primer ve Amplikon Dizisi
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RNF44 Primer ve Amplikon

NM Kodu ENST Kodu rs Kodu Degisim Oligocalculator
Tiirii GC Yiizdesi
NM_014901:c.985G>A | ENST00000274811.9 | rs114764573 missense % 63
COSV51269173

>chr5:176529545-176529961 417bp CTTAACCTGACAGGCACGCC
TGTCCGGGTTAAAGCGGTAC
CTTAACCTGACAGGCACGCCagctgggctcccttececececgectgcaacgtte
tgggctctgtttgcaaggagggagtcaggagagcggctctgtgtgcccca
ctcctgaccttgaccctgggcecccccacacttgtectcectectectagetcgatg
ctgccaatgtcaccaacagcaatggggcccaccatcagcctggacctgga
dﬂtggatgatgtggagatggagaactatgaggtcccatggagccccatgc
tgggaggtggggtttgggagacctgcagccctgggcgecgectgacccecegt
ctcctgcecccgcatgcaggecctectgaacctggeccgagecggectgggagat
gccaagccccggggtctcaccaaagcagacatagagcagctccecgtcGTA
CCGCTTTAACCCGGACA

Varyasyon: 202. baz c.985G>A

Mavi: Forward Primer

Sar1: Reverse Primer

Dizi intron 7/8 - exon 8 — intron 8/9 — ekzon 9 bolgelerinden kopyalandi.

Sekil 3-10: RNF44 Geni NM_014901.5: ¢.985G>A Varyanti1 Primer ve Amplikon Dizisi

3.2.4.2. Primerlerin Optimizasyon Calismasi

Dizayn edilen primerler 50 nmol skalada 100 puM konsantrasyonda olacak
sekilde sulandirildi. Daha sonra stok primerler 2.5 uM 100 pl ve 10 uM 100 pl olacak
sekilde 2 ayr1 konsantrasyona sulandirildi. PCR optimizasyonu sirasinda 2.5 pM
konsantrasyonlu primerler kullanildi. Optimizasyon asamasinda saglikl1 bir bireye ait 50
ng/ul konsantrasyonlu DNA ile DMSO ve Betaine + DMSO ve hicbir maddenin
eklenmedigi No Add kondisyonunda c¢alisildi. Calisma detayr Sekil 3-11 ‘de
gosterilmigtir.  Optimizasyon sonrasi PCR drdnleri  hazirlanan agaroz jelde

yuratilmistiir. Jel goriintiileri Sekil 3-12 ile Sekil 3-14 arasinda gosterilmistir.



36

Primer Optimizasyon Calismasi

BioRad SST PCR Cihan

x1 x5 PCR Kosulu
Red Taq |Mastermix | 13 18] 659 95°C |5 dk
25uM P 2 10 Touchdown (16 cy)
25uM  |Pr 2 10 94°C 45 sn
50ng/ul |DNA 1 5 No Add | DMSO B+D 61 (-0.5°C/cycle) 45 sn
Alq [1818 pl Tiip 1 Tip 2 Tip 3 72°C 1 dk
dH20 6,82 5.82 0 Normal PCR. (20 cy)
5M Betaine 0 0 6.5 94°C 45 sn
DMSO %100 0 1 032 52°C 45 sn
72°C 1 dk
Son Elong_ (1 cy)
72°C 15 dk
10°C @

Sekil 3-11: Primerlerin PCR Optimizasyon Calismasi

Sekil 3-12: SLC6A19 ve SCN3A Primeri PCR Optimizasyon Jel Goéruntisi
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Sekil 3-13: ADAMTS2, LAD1, CPO ve RNF44 Primerleri PCR Optimizasyon Jel
GOruntusu

Sekil 3-14: CSF1R Primeri PCR Optimizasyon Jel Goruntusu

Optimizasyon sonucunda tim primerler icin No Add kondisyonu uygun

bulunmus olup, tiim PCR ¢aligmalar1 bu kosulda yapilmaistir.
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3.2.4.3. PCR ve Agaroz Jelde Goruntuleme

Tum primerler Sekil 3-15’te detaylandirilmis Touchdown PCR protokolii ile No
Add kondisyonunda ¢alisilmistir. Calismada primerler 2,5 uM, ¢alisilan tiim bireylerin
DNA’s1t ise 50 ng/ul konsantrasyonunda olacak sekilde sulandirilmistir. PCR

¢alismasinin sablonu Sekil 3-16’da sematize edilmistir.

BioRad SST PCR Cihazi
PCE Kosulu
95°C 5 dk
Touchdown (16 cy)
94°C 45 sn
61 (-0.5°C/cycle) 45 sn
72°C 1 dk
Normal PCR (20 cy)
94°C 45 sn
52°C 45 sn
72°C 1 dk
Son Elong. (1 cy)
72°C 15 dk
10°C =

Sekil 3-15: Touchdown PCR Protokoli

Primer PCR Calismasi

x1  |xl10
RedTaq |MasterMix| 13,18 131.8
|25 pM[PForward| 2 20
PCR Mastermix - 155" NP Reverse| 2 20
dH0 | 682 6822
Alg 2
50 ng/ul|DNA 1 TOP1 [TUP2 |TUP3 |TUP4 |TUPS |TUP6 |TUP7 |TUPS |TUPS
Toplam | 25 E09-69 [E09-52 |E09-100|E09-53 [E10-05 [E10-143 |[E10-144|NK |PK
PCR Mastermix | 24| 24] 24| 24| 24| 24| 4| 24| u
DNA 1 1 1 1 1 1 1 of 1

NOT: Pouitif Kontrol (PK) tiipiine 30ng/ul'lik saghich bir bireye ait DNA eldendi. NK=Negatif Kontrol

Sekil 3-16: PCR Calismas1 Sablonu




39

Elde edilen PCR iiriinleri, 50 ml jel i¢in 2,5 pl EtBr eklenerek hazirlanan %2’lik
agaroz jelde 95 voltta 25 dk ydratuldu. Daha sonra Jel goriintiileme cihazinda bantlar

incelendi. Jel gorintlleri Sekil 3-17 ile Sekil 3-22 arasinda verilmistir.

Sekil 3-17: SLC6A19 ve SCN3A PCR Sonucu Jel Gorantusu



Sekil 3-18: ADAMTS2 PCR Sonucu Jel Goruntisu

Sekil 3-19: LAD1 PCR Sonucu Jel Goruntusu

40



Sekil 3-20: CPO PCR Sonucu Jel Gérantisu

Sekil 3-21: CSF1R PCR Sonucu Jel Goruntisu

41
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Sekil 3-22: RNF44 PCR Sonucu Jel Goruntusi

Tiim bantlarin dizayn edilen amplikon araligina uygun bant araliginda ve temiz
bir goriintiide ¢iktigi, Nonspesifik baglanmalarin  olmadigi ve tim bireylerin
Orneklerinin calistig1 tespit edilen PCR 6rnekleri 10 uM konsantrasyondaki primerler ile

birlikte Sanger dizilemeye gonderildi.

3.2.5. Sanger Dizileme ile Varyantlarin Konfirmasyonu
Varyantlarin ailesel segregasyonunu gérmek ve konfirmasyon igin sirastyla tiim
primerler ile calisgilmis olan PCR iriinleri ile Sanger dizileme yapilmistir. Sanger

dizileme Macrogen Europe, Hollanda firmasindan hizmet alimi ile gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Tespit Edilen Varyantlarin Bulundugu Aday Genler

Ekzom dizileme datasindan yapilan analiz sonucunda tespit edilen %25’in
tizerinde varyant fraksiyonuna sahip, 3 hasta kardeste de ortak olan varyantlar ve bu
varyantlara ait bilgiler Tablo 4-1’de, galisilan tim bireylere ait ailesel segregasyon

bilgisi Tablo 4-2’de verilmistir.

Tablo 4-1: Ekzom dizileme analizi sonucu tespit edilen varyantlar

Varyant CADD

hg19/hg38 . . ACMG
Gen . cDNA  Protein Ekzon Kodu Skoru ClinVar Simf
pozisyonu Yorumu
(Frekans)
- PM2-Mod,
SLC6A19 PP3-Sup,
5:1219114-C-G s776944825
(NM_001003841.3; €.1270C>G p.(Leud24Val)  9/12 NA BP1-sup VUS
5:1218999-C-G Novel(C>G)
ENST00000304460.11)
SCN3A 33 PM1-Mod,
2:165997493-G-A p.(Arg563Cys)
(NM_006922.3; ¢.1687C>T 13/28 15202004044 LB(2) PP3-Sup, Ben
2:165140983-G-A
ENST00000283254.12) BP6-Sup
ADAMTS2 25.2
5:178700052-C-T p.(Arg183GIn) PM1-Mod,
(NM_014244.5; c.548G>A 3/22  rs763905470 NA VUS
5:179273051-C-T PM2-Mod
ENST00000251582.12)
LAD1 21.4
1:201356031-G-C
(NM_005558.4; c.458C>G p.(Prol53Arg)  3/10 rs200727328 NA PM1-Mod Ben
1:201386903-G-C
ENST00000391967.7
CPO 24.3
2:207824416-A-G p.(Tyr145Cys) rs146210631 PM1-Mod,
(NM_173077.3; C.434A>G 5/9 NA VUS
2:206959692-A-G 1 PM2-Mod
ENST00000272852.4)
CSF1R 5.303 PM1-Mod,
5:149436930-C-T p.(Gly747Arg) Ben(1);
(NM_005211.3; €.2239G>A 17/22  rs41355444 BP4-Sup, Ben
5:150057367-C-T LB(5)
ENST00000286301.7) BP6-Sup
RNF44 5:175956761-C-T 259
(NM_014901.5; 5:176529760-C-T ¢.985G>A p.(Val329Met) 8/11  rs114764573 NA NA VUS
ENST00000274811.9)

Ben: Iyi huylu/Bening, LB: Muhtmelen iyi huylu/Likely Bening, VUS: Onemi belirlenemeyen/Varyant of Uncertain
Significance, NA: Not available, Mod: modarate, Sup: supported. Tablodaki bilgiler Ensembl VEP, InterVar ve

Varsome veritabanlarindan elde edilmistir.
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Tablo 4-2: Tespit edilen varyantlarin ailesel segregasyon bilgisi

G
) SLC6A19 SCN3A ADAMTS2 LAD1 CPO CSF1R RNF44
Birey
E09-69 het het homo het het het het
EQ09-52 het het homo het het het het
E09-100 het het homo het het het het
E09-55 het het het het het het WT
E10-05 WT WT het WT WT WT het
E10-143 WT WT het WT WT WT het
E10-144 WT WT het WT WT WT het

4.2. Varyantlarin IGV Goriintiileri
3 kardesin ekzom dizileme datasi analiz edildiginde, hepsinde ortak oldugu
tespit edilen varyantlarm SOPHIA DDM programi Uzerinden temin edilen IGV

goriintiisi Sekil 4-1 ile Sekil 4-6 arasinda verilmistir.
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Sekil 4-2: SCN3A genindeki ¢.1687C>T (G>A) varyantin IGV goriintiisii
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Sekil 4-3: ADAMTS2 genindeki ¢.548G>A (C>T) varyantin IGV goriintiisii
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Sekil 4-4: LAD1 genindeki ¢.458C>G (G>C) varyantin IGV gériintiisii
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Sekil 4-6: RNF44 genindeki c.985G>A (C>T) varyantin IGV goriintiisii



4.3. Varyantlarin Sanger Dizileme ile VValidasyonu
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llgili varyanta dizayn edilen primerlerle yapilan optimizasyon ve PCR

caligmalar1 sonucunda istenilen nitelikte oldugu tespit edilip, tim aile Ulyelerinin

DNA’lar1 ilgili primerler ile okutulmak (zere sanger dizilemeye gonderildi. Sanger

dizileme sonucu Sekil 4-7 ile Sekil 4-13-b arasinda gosterilmistir.

100
1

120
1

SLC6A19 _Amplicon ctgtggtctgtgctcttcttcattatg

Consensus CTGTGGTCTGTGCTCTTCTTCATTATG

=

140
'

tcttctgcctggggctgtcatctat

M_001003841:¢c.1270C>G

TCTTCTGCCTGGGGCTGTCATCTAT

Coverage

1_E09-69_SLC6A19-EX9F CTGTGGTCTGTGCTCTTCTTCATTATG

Trace data

I

TCTTCTGCCTGGGGCTGTCATCTAT

o

2_E09-52_SLC6A19-EX9F CTGTGGTCTGTGCTCTTCTTCATTATG

Trace data

=

TCTTCTGCCTGGGGCTGTCATCTAT

3_EO09-100_SLC6A19-EX9F CTGTGGTCTGTGCTCTTCTTCATTATG

Trace data " N\

A% \

&

TCTTCTGCCTGGGGCTGTCATCTAT

AN

4_E09-55_SLC6A19-EX9F CTGTGGTCTGTGCTCTTCTTCATTATG

o,

Trace data

=

TCTTCTGCCTGGGGCTGTCATCTAT

5_E10-05_SLC6A19-EX9F CTGTGGTCTGTGCTCTTCTTCATTATG

Trace data

-

TCTTCTGCCTGGGGCTGTCATCTAT

6_E10-143_SLC6A19-EX9F CTGTGGTCTGTGCTCTTCTTCATTATG

Trace data A N

IC]

)

TCTTCTGCCTGGGGCTGTCATCTAT

N

7_E10-144_SLC6A19-EX9F CTGTGGTCTGTGCTCTTCTTCATTATG

Trace data A I\

IC

=

TCTTCTGCCTGGGGCTGTCATCTAT

& A\
/ \ f \

Sekil 4-7: SLC6A19 genindeki ¢.1270C>G varyantinin Sanger Dizileme sonucu
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SCN3A_amplkongec tttctctgcagtctctcttgagtatec

49

320

gtggctccctgttttccc:

M_006922:c.1687C>T

GTGGCTCCCTGTTTTCCC!(

Consensus SCTTTCTCTGCAGTCTCTCTTGAGTATC

Coverage
o

1_E09-69_SCN3A-EX13FSCTTTCTCTGCAGTCTCTCTTGAGTATC

IC

GTGGCTCCCTGTTTTCCC!

2_E09-52_ SCNSA-EX1BF SCTTTCTCTGCAGTCTCTCTTGAGTATC

C

GTGGCTCCCTGTTTTCCC!

MWW

3_E09-100_SCNBA-EX1BF 3CTTTCTCTGCAGTCTCTCTTGAGTATC

C

GTGGCTCCCTGTTTTCCC!

4_E09-55-SCN3A-EX13F SCTTTCTCTGCAGTCTCTCTTGAGTATC

-

GTGGCTCCCTGTTTTCCC!

5_E10-05_SCN3A-EX1BF SCTTTCTCTGCAGTCTCTCTTGAGTATC

A\

C

GTGGCTCCCTGTTTTCCC!

MWW

6_E10-143_SCN3A-EX13FZCTTTCTCTGCAGTCTCTCTTGAGTATC

e A A AN

IC

GTGGCTCCCTGTTTTCCC!

AW

7_E10-144_SCN3A-EX13FSCTTTCTCTGCAGTCTCTCTTGAGTATC

IC|

GTGGCTCCCTGTTTTCCC!

aaamanimn,

Sekil 4-8: SCN3A genindeki ¢.1687C>T varyantinin Sanger Dizileme sonucu



ADAMTS2_ Amplicon :

Consensus

tgttgtctttgtcccgcaggctggtctgatcc

N

50

gatggaggaggaggag:’

M_O14244:c.5S48G>A

:TGTTGTCTTTGTCCCGCAGGCTGGTcTGATCCEGATGGAGGAGGAGGAG'

Coverage

1_E09-69_ADAMTS2-Ex3F

Trace data

2_E09-52 ADAMTS2-Ex3F : T

Trace data

TG T TG TC T T TG TCCCGOCAGGC TGGTC TGATCC

B

CATGGAGGAGGAGGAG™

/)

STTGTCTTTrGrCcccGCcAG

SGCTGGTCTGATCC

|

CATGCGAGGAGGAGGAG™

3_E09-100_ADAMTS2-Ex3R

Trace data

ETG T TGTCOCT T TITGTCCcCGoOAaAGGO TGGT OO TGAaATCC

GATGGAGGAGGAGGAGT

AV TATAAWAAANY

4_E09-55_ADAMTS2-Ex3F : T

Trace data

GTTGTCT

TTrGrccCccGoCAGGC TGGTC TGATCC

-

GATGCGGAGGAGGAGGAG™

5_E10-05_ADAMTS2-Ex3F :

Trace data

TG T TG TC T T TIGTCCCGCAGGC TGG TC TGATCC

=

CGATGGAGGAGGAGGAG™

A WA AN\

6_E10-143_ADAMTS2-Ex3F

Trace data

TG T TG TC T TITIGTrcCcCcGCAGGC TGGTC TGATCC

=

CATGGAGGAGGAGGAG

7_E10-144_ADAMTS2-Ex3F

Trace data

TG T TITGTC T TTrGrcccGGCcCAGGC TGGTOC TGATCC

=

CATGGAGGAGGAGGAG

Sekil 4-9: ADAMTS2 genindeki ¢.548G>A varyantinin Sanger Dizileme sonucu

LAD1_Amplicon

Consensus .
ra

S O O & ac agTS 999 9 << <

CSCS CS OO C A\ G C GG G G <

=t o o9 9 <

WM _OOSSSEs-

— W GGG

- e t g o a o 9 &S a9 &S

-—_aAsSaBcC <G

CC S W G GG A\CS GG A S A

Coverage
°

1_E09-69_LAD1-Ex3F

Trace data

> 0

L= gl =R =

\

2_EO09-52 LAD1-Ex3F

Trace data

IVAVAVAVASSYAVAYAVAYAVAVAVAVAYA

> 0

[ gl = R =N

3_EO09-100_LAD1T-Ex3F

Trace data

> 0

L= gl = B —

C W €SSO CSCS OSSO

4 _E09-55 LADIT-Ex3F .

Trace data

> 0

(= g = R =N

C € W CSCS O CS CS O CS S O

5 E10-05_LAD1T-Ex3R .

Mt AVAVAVAVAVAYAVAVAVAVAVAVAVAVAY

CS GGG A C AAGCGC GG GG

c T GGG o

CC T G GA GG A G S .A

AVAYAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAN

6_E10-143_LAD1-Ex3R .

.

GGG A A CAGOCGGGGGoa o

CTHT GGG o

CCOCT GG AGGAGGSGA

7_E10-144_LAD1-Ex3R .

Trace data

GCGGGA AN CAGOC GGG Ga o

=0 120 (2

CTHT GGG o

CCTHN GGAGGAGGA

Sekil 4-10: LAD1 genindeki ¢.458C>G varyantinin Sanger Dizileme sonucu
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LAD1 Geni E09-69 LAD1 Geni E09-52
110 120
§ & 5 ¢ ¢ ¢t ¢ T T e & ¢ BT T

-
4

- - = = - -
G c C C 4 T G G G

JAN

LAD1 Geni E09-100 LAD1 Geni E09-55
116 110
3 & ¢ % ¢t s 1§ § &

AL -
A A

Sekil 4-11: LAD1 genindeki varyantin Chromas Programindan alinmis Sanger dizileme
gorintuleri

(LAD1 geni icin sanger dizileme sonuglarinda heterozigot bireylerin o konumdaki goriintistnin
heterozigotluk mu yoksa kirlilik mi olduguna emin olmak i¢in ters primerle tekrar edilen Sanger dizileme
sonucu ile Chromas programindan olusturulmus Sanger dizileme goriintiileri)

180 200 =
CPO Amplicon:aagc tccttaggaacctggacttcoctatgtccttccagttcdt

NM_173077:c.434A>G

Consensus TAAGC TCCT T AGGAACCTGGACT TCT TG T CCT T CCAGT TC T

Coverage

1_EO09-69_CPO-EXSR A AGC TCC T TAGGAACC TGGACT TCTIAITGTCC T TITCCAGT TC T

2 EO09-52 CPO-EXSRIAAGC T CC T T AGGAACCTGGACTTCT

TG TCCOC T TCCAGT TCT

Trace data

3_EO09-100_CPO-ExXSR:AAGC TCC T T AGGAACCTGGACT T TCT TG TCO T T CcCcAaAGT TCc T’

AYYAVAAYAVAVAVAVAYAVAVAVAYAY

TG TCC T TCcCcAGT T TCT®

AV AVAVAYAVAVAVAVAYAYAVAVAYAY,

5 _E10-05_CPO-ExSR A AGC TCC T TAGGAACCTGGACTTCT TG TCC T TCcCAGT TCT®

L e AYAVAWAYAVAVAYAYAYAVAVAYAY

6_E10-143_CPO-ExXSR:IAAGC TCC T TAGGAACC TGGAC T TOCTAI TG TCC T TCTCAGT TC T

Meada AVAVAVAYAVAVAVAVAYAYAVAYS AV AAYAYAVAVAVAVAYAYAYAVAVAY

7_E10-144_CPO-ExXSR:IAAGC TCC T  TAGGAACC TGGAC T TOCT Al TG TCC T TCCAGT TC T

Trace data

4 _EO09-55 CPO-EXSR I A AGC T CCT T AGGAACCTGGACTTCT

Trace data

> > b (> ) (> )

Trace data

Sekil 4-12: CPO genindeki ¢.434A>G varyantinin Sanger Dizileme sonucu



52

1a0 1eo
CSF1R_Amplicon
tagacctggacaaggagogatgagoacggccccec tggagc tcc:

NWVI_0OO0SZ211.3:c.2239G>A

Consensus |

Coverage AGCGACC T GGACAAGGAGGAT  CGCACGGCCC T GGAGC T CCC
©

1_EO09-69_CSF1R-Ex17F
M AGCGACC TGGACAAGGAGGATIGIGACGGCCC OO TGGAGC TCCEC

B VAVAVAYAVAVAVAVAVAYAYS AAVAYAYAVAVAVAVAVAVIYAVAVAYNAVAVAYAY

2 _E09-52_CSF1R-Ex17F

T AGACC TGGACAAGGGAGGATIGIGACGGCCC OO TGGGAGC TCCc

EAVAYAVAYAYAVAVAVAVAYAYAYAVAVAYAVAVAYS /4 'AVAYAVAVAVAVAVAVAVAVAVIVAYANAVAVAAY

8._E09:100 _CSFR-ExtzE T AGACC T GGACAAGGAGGA T I GIGACGGOCCC OO T GGAGCOC TCCEe

NI

4_EO9-55_CSF1IR-EX17F pr a G AaAcCcc TGGGACAAGGGAGGA TlolAacaaGcccocTGGAGC TC CC

S5_E10-05_CSF1IR-Ex17TF T aGACC TGS 5 A S G ISIccAaCcCc GGG CcC c o TGGAGC TCCC

e e LV VY P

6_E10-143_CSF1R-EX17F T AGACC T GGACAAGGAGGATIGGACGGCCCOCTGGAGC TCC!

Trace data

7_E10-144_CSF1R-EX17F T AGACC TGGACAAGGAGGATIGIGACGGCCC OO TGGAGC TCC!

Trace data \

Sekil 4-13: CSF1R genindeki ¢.2239G>A varyantinin Sanger Dizileme sonucu

CSF1R Geni E10-05

128 138
- - - - - - - - - - - - - - - - - -
2] ] G G n G G ] T G G ] c G G [+ c [H c
i
N—/

Sekil 4-14: CSF1R genindeki varyantin Chromas Programindan alinmis Sanger dizileme
gorantuleri

(CSF1R geni icin sanger dizileme sonuglarinda E10-05 kodlu bireye ait 1g1imanin yiiksek diizeyde olmasi
nedeniyle CLC programindaki goriintiisii net olmadigi i¢in ayni bireyin Chromas programindan alinan
Sanger dizileme gorintisi)
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zoo

L
RNF44_Amplicon Tt c agcc taogacecec taoogacoltoo=a taoa totaogogaoga t
NWVI_ 014901 c.985G=>=A

Consensus TCAGCCTGGACCTGGAC!TGGATGATGTGGAGAT

Coverage

1_EO9-69_RNF4A4-EX8R T C A GCC TGGACC TGGACIKITGGA T GA TG TGGAGA T

Trace data

2_EO09-52_ _RNF44-EX8R T C AGCC TGGACC TGGACIMITGGA TGA TG TGGAGA T

3_EO9-100_RNF4A44-EX8R T C A GCC T GGACCC T GGACIAIT GGA T GA T G T GGAGA T

Trace data

a4_EO9-5S5_RNF44-ExXx8R T C A GCC TGGACC TGGACIKSGI T TGGA T GA TG TGGAGA T

Trace data

5 _E10-05 RNF44-EX8R T C A GCC TGGACC TGGACKS TGGA T GA TG TGGAGA T

Trace data

6_E10-143_RNF44-Ex8R T CAGCC TGGACC TGGACIAl TGGATGATG TGGAGAT

Trace dse AYAAWAYAVAYATAVYATAATAVAYA

7_E10-144_RNF44-Ex8R T CAGC OC T GGACC T GGGACGTGGATGATGTGGAGAT

e T T A 00000

Sekil 4-15: RNF44 genindeki ¢.985G>A varyantinin Sanger Dizileme sonucu

RNF44 Geni E10-144
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Sekil 4-16: RNF44 genindeki varyantin Chromas Programindan alinmis Sanger dizileme
gorantaleri

(RNF44 geni igin sanger dizileme sonuglarinda E10-144 kodlu bireye ait 1gima yiiksek diizeyde
olmasindan kaynakli CLC programindaki goriintiisi net olmadigi igin aym bireyin Chromas
programindan alinan sanger dizileme goruntusi)
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4.4. Varyantlarin Ailesel Segregasyonu
Primerler ve hastalarin 6rnekleri ile ¢alisilmis Sanger dizileme datasinin analizi

Sekil 4-14 ile Sekil 4-20 arasindaki gorsellerde aile agaci iizerinde gosterilmistir.

SLC6A19,c.1270C>G Varyasyonu Ailesel Segregasyonu

. 0

L o4 o

E09-55: Heterozigo E10-05: Wild Type E10-143: Wild Type E10-144: Wild Type

E09-100: Heterozigot E09-69: Heterozigot E09-52: Heterozigot

Sekil 4-17: SLC6A19 genindeki ¢.1270C>G varyantinin ailesel segregasyonu
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SCN3A4, ¢.1687C>T Varyasyonu Ailesel Segregasyonu
I E‘ : :
.. 0O

E09-55: Heterozigot E10-05: Wild Type E10-143: Wild Type E10-144: Wild Type

TATCCleTGGC

E09-100: Heterozigot E09-69: Heterozigot E09-52: Heterozigot

Sekil 4-18: SCN3A genindeki ¢.1687C>T varyantinin ailesel segregasyonu

ADAMTS?2 , ¢.548G>A Varyasyonu Ailesel Segregasyonu

: O
E09-55: Heterozigot = E10-05: Heterozigot E10-143: Heterozigot E10-144: Heterozigot

TecclglcAa T TCoCCclGlaAa T

WY ' /\/\T
1 . ‘ ‘

E09-100: Homozigot E09-69: Homozigot E09-52: Homozigot

TCC GATC

Sekil 4-19: ADAMTS2 genindeki ¢.548G>A varyantinn ailesel segregasyonu
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LADI , c.458C>G Varyasyonu Ailesel Segregasyonu

| T
' (0 Cg
E09-55: Heterozigot E10-05: Wild Type E10-143: Wild Type E10-144: Wild Type
> ;GW iGCCﬂCTG iGCCNCTG

E09-100: Heterozigot E09-69: Heterozigot E09-52: Heterozigot

Sekil 4-20: LAD1 genindeki ¢.458C>G varyantinin ailesel segregasyonu

CPO , c.434A>G Varyasyonu Ailesel Segregasyonu

00

’ [——CO é)

E09-55: Heterozigot E10-05: Wild Type E10-143: Wild Type E10-144: Wild Type

W TCTHTGT TCTHTGT TCTHTGT

E09-100: Heterozigot E09-69: Heterozigot E09-52: Heterozigot

Sekil 4-21: CPO genindeki c.434A>G varyantinin ailesel segregasyonu
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CSFIR , c.2239G>A Varyasyonu Ailesel Segregasyonu
I I:‘ : :
.. 0O

E09-55: Heterozigo E10-05: Wild Type E10-143: Wild Type E10-144: Wild Type

G A TIG|C IGATIGIGAC

Wi | D

n . ‘ E10-05 kodlu bireye ait Chromas

. i i programi sanger dizileme goriintiisii
E09-100: Heterozigot E09-69: Heterozigot E09-52: Heterozigot

N

HG A CC

Sekil 4-22: CSF1R genindeki ¢.2239G>A varyantinin ailesel segregasyonu

RNF44 , c.985G>A Varyasyonu Ailesel Segregasyonu

" [——O

E09-55: Wild Type E10-05: Heterozigot E10-143: Heterozigot E10-144: Heterozigot

;GACBTGGI iIGAC TGG/ iIGAC TGG/ IGACGIT GG/

‘ E10-144 kodlu bireye ait Chromas

m . ‘ programi sanger dizileme reverse

goriintiisii

E09-100: Heterozigot E09-69: Heterozigot E09-52: Heterozigot

wilhan i, e (VY

Sekil 4-23: RNF44 genindeki ¢.985G>A varyantinin ailesel segregasyonu
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5. TARTISMA

WES datasindan yapilan analiz sonucunda E09-69, E09-52 ve E09-100 kodlu (¢
etkilenmis kardesin verisinde ortak oldugu saptanan genlerin Sanger Dizileme ile tim
ailede taranmasi sonucunda elde edilen veriler, SLC6A19, SCN3A, CPO, LAD1 ve
CSF1R genleri paternal, RNF44 geni ise maternal gecis gostermistir. ADAMTS2 geni ise
resesif gegisli bir klinige yol acabilecek sekilde ebeveynlerden homozigot olarak
aktarilmigtir. ADAMTS2 geninde ise resesif modele uygun bir sekilde ebeveynlerin
tastyict oldugu, varyasyonun cocuklara homozigot olarak aktarildigi bir tablo

gOriilmiistir.

Sonuglar ksiminda da detayli anlatildigi gibi tespit edilen biitiin genlerde
cocuklar etkilenmisken ailenin diger bireyleri etkilenmemistir. Bu durum, ilk bakista
tespit edilen varyasyonlarin epilepsi ile iliskisi olmama ihtimalini disiindiirse de,
epilepsi gibi kompleks bir hastalig1 inceledigimiz ¢alismamizda s6z konusu genleri
eleme sebebi olamaz. Bu genlerde goriilen durumlar, epilepside yaygin olarak gorilen
penetrans yoklugu, penetrans disiikliigli, ekspresivite degiskenligi gibi durumlar veya
antisipasyon ile agiklanabilir. Bunun disinda klinigin ortaya ¢ikmasinda etkili olabilecek
ve cocuklarda olan ama saptadigimiz varyasyonlar1 aktaran ebeveynde olmayan
modifier genlerdeki varyasyonlarin varligi da sadece g¢ocuklarda klinigin ortaya
cikmasini agiklayabilecek bir diger faktor olabilir. Ayrica klinisyenin muayene ve takibi
sirasinda fenotipin her zaman gorilemeyebilecegi, bazi belirtileri yakalamanin zor
oldugu ve ancak ileri akselerometrik analizle saptanabilecegi fakat etkilenmemis
bireylere bu ileri tetkiklerin yapilmadigi yani etkilenmemis olarak nitelendirilen
bireylerin yalnizca yapilan tetkik ve incelemeler dahilinde klinige sahip olmadig: gibi

durumlar da goz ardi edilmemesi gereken 6nemli detaylardir.

SLC6A19: WES analizimiz sonucunda tespit edilen en 6énemli gen SLC6A19
genidir. Bu gende yer alan NM_001003841.3:c.1270C>G (ENST00000304460.11),
p.(Leud424Val) varyanti, VEP’e gore SIFT ve PolyPhen araglarinda zararli bir
varyasyon olarak, ACMG-AMP siniflandirmasina gore de Onemi belirlenememis
varyant yani Variant of Uncertain Significance (VUS) olarak smiflandirilmistir.
Literatirde bu konum icin rs776944825 kodu atanmis olsa da, C>G varyasyon daha

once hi¢ bildirilmemis olup, novel olan bu varyasyon ilk defa calismamizdaki
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hastalarda tespit edilmistir. Tanimlanmig FAME3 lokasyonunun (chr5p15.31-p15)
hemen ustinde bulunan chr5p15.33 konumunda yer alan SLC6A19 geni, 12 ekzonluk
ENST00000304460.11 transkriptini kodlamaktadir. Bu transkript 634 aminoasitlik ve
71 kDa’luk 6 nolu norotransmitter tasiyici ailesinin 19 nolu tiyesini (Solute Carrier
Family 6, Member 19) yani SLC6A19 proteinini kodlamaktadir (“SLC6A19 - OMIM”
n.d.). Bu gen daha once otozomal resesif Hartnup hastaligi, otozomal dominant
Hiperglisiniiri ve otozomal resesif veya digenik resesif Iminoglisiniiri ile
iliskilendirilmis olsa da daha oOnce epilepsi ile iliskilendirilmemistir. Fakat bu gen
olmasa da ayni gen ailesinin bir baska iiyesi olan SLC6A1l geni myoklonik-atonik
epilepsi ile iliskilendirilmistir (Carvill et al, 2015). 2018’de yapilan bir ¢alismada,
SLC6AL1 genindeki missense varyantlarin, GABA tasima aktivitesini azalttigi ve
cocukluk c¢agi epilepsisinin ortaya ¢ikmasinda onemli bir etkisinin oldugu ortaya

konmustur (Mattison et al, 2018).

SLC6A19 proteini bagirsak ve bobrekte apikal membranda norotransmitter
tastyicist olarak gorev yapar. Broer ve ark. 2004’te fareler iizerinde yaptigi bir
calismada, SLC6A19’un nétr aminoasitlerin aktif tasinmasini desteklerken notr
olmayanlarmm tasinmasini desteklemedigi gozlemlenmistir. Diger norotransmitter
tasiyict aile iiyelerinde tasima islemi klora bagliyken, SLC6A19°da sodyuma ve PH’a
bagli ve elektrojenik oldugu gorilmistir (Broer et al, 2011). NOrotransmitter
taginmasinda rol oynayan membran proteini olarak goérev yapan SLC6A19 her ne kadar
daha once epilepsi ile iligkilendirilmemis olsa da, genin epilepsi i¢in kritik olabilecek
bir isleve sahip olmasi, ii¢ etkilenmis kardeste de bu varyantin ortak olmasi, ayni gen
ailesinin benzer gérev yapan ve epilepsi gen listemizde de olan diger iiyelerinden
SLC6A1 (Carvill et al, 2015) ve SLC6A8 (Mercimek-Mahmutoglu et al, 2010)
genlerinin epilepsi ile iligkili olmasi gibi durumlar SLC6A19 genindeki varyasyonun
kuvvetle muhtemel epilepsi ile iliskili olabilecegini akla getirmektedir. SLC6A19
geninin farkli fenotipler icin otozomal dominant ve resesif, hatta digenik resesif gegisli
modelleri bulunmaktadir (“SLC6A19 - OMIM” n.d.). FAME’de otozomal dominant

gecisli oldugu diisiiniildiigiinde ailesel segregasyon klinikle uyusmaktadir.

SCN3A: Ug etkilenmis kardeste de ortak goriilen bir diger varyant SCN3A
geninin NM_006922.4:¢.1687C>T (ENST00000283254.12) transkriptinde,
p.(Arg563Cys) kodlayan, rs202004044 kodlu varyanttir. Bu varyant, Ensembl VEP
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aracina gore SIFT ve PolyPhen tahmin araglarina gore zararli (deleterious) ve
muhtemelen zarar verici (probably damaging) olarak, ACMG-AMP kriterlerine gore iyi
huylu yani bening olarak smiflandirilmistir. Bu tez ¢alismasi sirasinda, Clinvarda 2
farkli bildiride muhtemelen iyi huylu yani likely bening olarak degerlendirilmistir.
GnomAD veritabanina gore Diinya genelinde yaklasik 1/6300 oraninda gozlenlenmistir
(“rs202004044 (SNP) - Population Genetics - Ensembl Genome Browser 107” n.d.).
Kromozom 2g24.3 konumunda yer alan SCN3A geninin 28 ekzonluk bu transkripti,
2000 aminoasitlik ve 226 kDa’luk bir protein olan “voltaj kapili sodyum kanalin tip III
alfa alt birimini” kodlar (“SCN3A - OMIM” n.d.). Voltaj kapili sodyum kanali, farkli
tip beta ve alfa alt birimlerden olusan transmembran ozellikli bir glikoprotein
kompleksidir. Tip Il alfa alt birim (SCN3A proteini), bu kompleksi olusturan farkl tip
alfa alt birimlerinden sadece bir tanesidir (“Sodium Channel - Wikipedia” n.d.). Voltaj
kapili sodyum kanallari, néronal elektriksel uyarilarin néron ve kas dokularinda tiretimi
ve yayilmimi saglar (Nagase et al, 2000). SCN3A ise “gyrifikasyon” olarak
isimlendirilen serebral korteks katlanmasinda yer alir ve beynin konugma iireten
alanlarin1 etkiler (Gotthardt et al, 2000; “Gyrifikasyon” n.d.). Literatiirdeki bazi
caligmalarda, SCN3A genindeki birbirinden farkli varyantlar farkli epilepsiler tiirleri ile
iliskilendirilmistir (Vanoye et al, 2014; Lamar et al, 2017; Zaman et al, 2018).
Otozomal dominant gegisli olan SCN3A geni, FAME kliniginde de goriilen ailesel
segregasyon modeli ile Ortismektedir. Tim kardeslerde heterozigot formda
bulunmaktayken, ayn1 heterozigot varyanta sahip oldugu halde babanin hastalik belirtisi
gostermemesi en basinda da belirttigimiz gibi penetrans yoklugunu akla getirmektedir.
Bu duruma bir 6rnek olarak 2009 yilinda Holland ve ark. tarafindan yapilan bir
caligmada, SCN3A genindeki bagka bir varyantin yine baba tarafindan aktarilip babanin
etkilenmemis oldugu bildirilmis ve bu durum iliskili fenotipin penetransinin azalmasi
seklinde yorumlanmistir (Holland et al, 2009). Hem SCN3A geninde baska
varyasyonlarin, hem de bu genle ayni aileden olan epilepsi genleri listemizdeki SCN1A,
SCN2A, SCN5A, SCNB8A ve SCN9A genlerinin epilepsi ile iligkisi olmasi ve varyantin
etkilenmis ti¢ kardeste de bulunmasi nedeniyle bu varyantin da epilepsi ile buyuk bir

ihtimalle iliskisi olabilecegini diisiinmekteyiz.

ADAMTS2 geni ENST00000251582.12 transkriptini kodlamaktadir. Bu
transkriptte  saptanan NM_014244.5:c.548G>A, p.(Argl83GIn), rs763905470

varyantinin SIFT tahmin araci tarafindan tolere edilebilir (tolerated), PolyPhen tahmin
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aract tarafindan muhtemelen zararli (possibly damaging) oldugu, ACMG-AMP
siiflandirmasinda ise VUS oldugu belirtilmistir. Clinvar’da daha 6nce rapor edilmemis
ve GnomAD’a gore Diinya genelinde 1/50000 oraninda gézlemlenmistir (“rs763905470
(SNP) - Population Genetics - Homo_sapiens - Ensembl Genome Browser 107 n.d.).
Kromozom 5¢35.3 konumunda yer alan “A Disintegrin and Metalloproteinase with
Thrombospondin Tip 1 Motifs 2 yani ADAMTS2 geninin 22 ekzonluk transkripti, 1211
aminoasitlik ve 134 kDa’luk NPI enzimini (prokollajen 1 N-proteinaz) kodlar
(“ENST00000251582.12 (ADAMTS2-201) - Protein Summary - Ensembl Genome
Browser 1077 n.d.). 2005 yilinda sigir enzimi kullanilarak Colige ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismaya gore, sigir ADAMTS2 geninin 17 farkli rekombinant formu
olusturulmus ve bu formlarin islenmesi, aktiviteleri, boliinme 6zgiilligi arastirilmistir
(Colige et al, 2005). NPI enziminin tip I prokollajenlerin N terminal-propeptidini kestigi
ve tip Il ve 111 prokollajenleri pargaladigi tespit edilmistir. S6z konusu genin ait oldugu
ailenin (ADAMTS) Uyesi olan enzimlerin, kompleks olarak salgilandigi ve g¢esitli
patolojik ve fizyolojik streclerde gorev yaptigi saptanmustir. Elde edilen sonuglara gore,
ADAMTS2 zimojeni C terminal isleme ve proprotein konvertazlari araciligiyla bikag
bolunmede aktif gorev almaktadir. Enzimin C terminal domaini enzim aktivitesini
baskilarken, iki trombospondin tip | tekrari ise aktiviteyi arttirmaktadir. Calismada
ADAMTS2'nin  fibriler prokollajenleri islemenin disindaki iglevlerde de gorev

alabilecegini diigiinmiislerdir.

OMIM veritabaninda ADAMTS2 geni otozomal resesif Ehlers-Danlos Sendromu
ile iligkilendirilmis fakat herhangi bir epilepsi c¢esidiyle iligkilendirilmemistir.
Calismamizdaki ailede baba, anne, teyze ve day1 heterozigot, ¢ocuklar ise homozigottur.
Bu durumda genin ailesel segregasyonu ebeveynlerden resesif gegis seklindedir. Resesif
kalitim modeli, tespit ettigimiz varyantin ailesel segregasyonuna uymaktadir. Bu kalitim
modeli baba ve anne tarafinin etkilenmemis olmasi ile gocuklarin etkilenmis olmasini

aciklayabilir.

CPO: Tespit edilen bir diger geni CPO genidir. Bu gendeki
ENST00000272852.4 transkriptinde bulunan p.(Tyr145Cys) degisimine neden olan
NM_173077.3:c.434A>G, rs1462106311 varyantt VEP aracindaki verilere gore SIFT
tahmin araci tarafindan zararli (deleterious), PolyPhen tahmin araci tarafindan

muhtemelen zarar verici (probably damaging), ACMG-AMP’ye gbre VUS olarak



62

degerlendirilmistir. Varyant Clinvar veritabaninda daha 6nce herhangi bir hastalikla
iliskilendirilmemistir. GnomAD verilerine gore diinya genelinde 1/10000 oraninda
gozlemlenmistir (“rs1462106311 (SNP) - Population Genetics - Homo_sapiens -
Ensembl Genome Browser 107" n.d.) . Kromozom 2q33.3 konumunda yer alan CPO
geni, 9 ekzonluk bir transkripti kodlar. Bu transkript ise 374 aminoasitlik ve 42 kDa’luk
karboksipeptidazlarin bir ¢esidi olan CPO proteinine doniisiir (“ENST00000272852.4-
Protein Summary-Ensembl Genome Browser 1077 n.d.). Karboksipeptidazlar,
proteinlerin karboksiterminal yani C-terminal uglarindaki peptit bagini hidrolize ederler.
Bu enzimler, gida sindirimi, translasyon sonrasi modifikasyon, insiilin biyosentezi gibi
bazi biyolojik siiregleri diizenleme, kan pihtilasmasi, yara iyilesmesi, biuytime faktori
uretimi ve Ureme gibi bircok alanda gorev alir. OMIM’de bu gene ait kalitim paterni
belirtilmemektedir fakat calismamizda ailesel segregasyon babadan cocuklara gecis
seklinde goriilmiistiir. Bununla birlikte babanin hasta olmamasi ve ¢ocuklarin hepsinin
hasta olmasi, FAME Kkliniginin kalitim paterni ve epilepsinin kompleks bir hastalik
oldugu disiintildiginde genin  kalitim paternine dair soru net olarak

cevaplanamamaktadir.

LAD1: Ekzom dizileme verisinde ortak olan bir diger gen LAD1 genidir. Bu
gende tespit edilen NM_005558.4: ¢.458C>G (ENST00000391967.7), p.(Pro153Arg),
rs200727328 varyanti, VEP aracinda analiz edildiginde SIFT tarafindan tolere edilebilir
(tolerated), PolyPhen tarafindan muhtemelen zararli (possibly damaging) olarak,
ACMG verilerine gore iyi huylu yani bening olarak degerlendirilmistir. Clinvar’da
rs200727328 varyant1 higbir hastalikla heniiz iliskilendirilmemistir. GnomAD verilerine
gore diinya genelinde yaklasik 1/5000 oraninda goriilmektedir (“rs200727328 (SNP) -
Population Genetics - Homo_sapiens - Ensembl Genome Browser 1077 n.d.).
Kromozom 1932.1 konumunda yer alan LINEAR IgA DISEASE ANTIGEN yani LAD1
geninin 10 ekzona sahip ENST00000391967.7 transkripti, 517 aminoasitlik ve 57
kDa’luk  proteini  olan  Ladinin-1  proteinini  kodlar  (“LAD1-OMIM”
n.d.);(“ENST00000391967.7-Protein Summary-Ensembl Genome Browser 107 n.d.).
Bu proteini, dermal tabaka ile epidermal tabaka arasinda bazal membran sabitleyicisi
olarak gorev yapar. 1997 yilinda Motoki ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, bu
proteinin otoantijen olarak gorev yaptigi1 ve Lineer IgA hastalig ile iligkili oldugu tespit
edilmistir (Motoki et al,1997). O zamandan giiniimiize kadar baska bir hastalikla

iliskilendirilmemistir. Literatirde LAD1 geninin ailesel segregasyonu bildirilmemistir.
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“Bu genin kaliim paterni nedir?” sorusu CPO geninde oldugu gibi cevapsiz

kalmaktadir.

CSF1R: Tespit edilen 3. gen CSF1R genidir. Bu gendeki NM_005211.3:
€.2239G>A (ENST00000286301.7), p.(Gly747Arg), rs41355444 varyanti, VEP’e gore
tahmin araclarinda tolere edilebilir ya da iyi huylu ACMG-AMP’ye gore iyi huylu yani
bening olarak nitelendirilmistir. Fakat bu varyant, literatiirde epilepsi ile direkt olarak
iliskilendirilmese de beyin anormallikleri ve noérodejenerasyonla iliskilendirildigi ve
SOPHIA programi kullanmadan énceki manuel analizimizde dikkatimizi ¢ektigi igin
degerlendirmeye alindi. Bu noktada literatirde G>C degisim ve G>A degisim olmak
tizere iki farkli varyant rapor edilmistir. Calismamizda da goriilen G>A degisim
GnomAD genom verilerine gore diinya genelinde 1/500 oraninda goriilmektedir
(“rs41355444 (SNP) - Population Genetics ” n.d.). Kromozom 5932 konumunda yer
alan CSF1R geninin kodladigi 22 ekzonluk ENST00000286301.7 transkripti, 972
aminoasitlik ve 107 kDa’luk Koloni Uyarict Faktor 1 Reseptori’nii kodlar (“CSFIR -
OMIM” n.d.). Koloni uyarict faktdr 1 olarak adlandirilan bir proteinin bu reseptore
baglanmasiyla, hiicre iginde ¢oklu sinyal yolaklar1 aktiflesir. Bu durum hiicre
boliinmesi, biiylimesi ve farklilasmasi gibi temel hiicresel siiregleri diizenler. CSF-1
reseptoru, beyindeki néronlar1 koruyup muhafaza eden glial hiicrelerin zarinda yiiksek
miktarda bulunur (“CSF1R Gene: MedlinePlus Genetics” n.d.). Bu gen otozomal resesif
gecigli beyin anormallikleri, noérodejenerasyon ve disosteoskleroz ile otozomal

dominant gegisli I16koensefalopati ile iliskilendirilmistir.

RNF44 geni kardeslerin hepsinde ortak oldugu tespit edilen 7. gendi. Bu genin
kodladigi ENST00000274811.9 transkriptinde tespit edilen NM_014901.5:¢c.985G>A,
p.(Val329Met), rs114764573 varyant1 VEP verilerine gore SIFT tahmin arag tarafindan
zararli (deleterious) ve PolyPhen araci tarafindan ise muhtemelen zarar verici (probably
damaging) olarak, ACMG-AMP kriterlerine goére de VUS olarak tanimlanmistir.
Clinvar’da ne epilepsi ne de baska bir hastalikla alakali rapor edilmemistir. GnomAD
genome projesi verilerine gore dinya genelinde 1/1600 oraninda gorilmistur
(“rs114764573 (SNP) - Population Genetics - Ensembl Genome Browser 107 n.d.).
Kromozom 5g35.2 lokasyonunda yer alan RNF44 geninin ifade ettigi 11 ekzonluk bu
transkripti, 432 aminoasitlik ve 47 kDa’luk “Ring Finger Protein 44” yani RNF44
proteinini kodlamaktadir (“ENST00000274811.9 (RNF44-201) - Protein Summary -
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Ensembl Genome Browser 107 n.d.). RNF44 geninin kalitim modeline dair literaturde

bir bilgi bulunmamaktadir.
Caliymamin Limitasyonlari

Epilepsi poligenik ve kompleks yapida olan bir hastaliktir. Calismamizda tespit
ettigimiz genlerin epilepsiye kaydadeger bir katkis1 olsa da epilepsinin bu yapisi
nedeniyle genel bakis agisin1 anlamaya yetmeyebilir. Glinimizdeki major yaklasim
kompleks hastaliklarda nadir varyantlar1 incelemektir. Bu nadir varyasyonlar nadir de
goriilse klinik agidan etkisi biiyiiktiir. Bu yaklasima en son 6rnek, 2022’nin gectigimiz
aymda Karczewski ve arkadaslarinin biiylik ¢apli hasta kitlesi ile ekzom dizileme
teknigi kullanilarak yapmis oldugu c¢alismadir. S6z konusu c¢alismada, g¢esitli
fenotiplerde nadir ekzonik varyasyonlarin etkisi sistematik olarak degerlendirilmis,
nadir varyasyonlar1 gézardi etmemenin 6nemi ortaya konmustur. Bu bakis agisinin bir
Ornegi olan calismamizda, kisa okumali ekzom dizileme teknigi kullanilmistir.
Kullanilan teknigin dizileme 6ncesi PCR’a bagli bir teknik olmas1 sebebiyle PCR’dan
kaynaklanabilecek hatalar veya dizilemede GC’den zengin bolgelerin ¢ok iyi cover
edilememis olma ihtimali nedeniyle herhangi bir varyasyon kagirilmis olabilir. Bununla
birlikte, kullandigimiz teknigin kisitlayict bir yonii de, FAME kliniginde son
zamanlarda intronik pentamer ekspansiyonunun gindeme gelmesi ve ekzom dizileme
tekniginin intronik bolgelerdeki varyasyonlar1 ya da yapisal varyasyonlari tespit
edememesidir. FAME Klinigi igin kaydadeger bir 6nem arz eden intronik bélgelerin de
incelenmesi gerekmektedir. Bu tez g¢aligmasinin kapsami WES ve WES analizidir.
Siradaki ¢alismanin kapsami ise intronik tekrarlayan boélgelerinin analizi olacaktir. Bu
tez ¢alismasi ve devami niteliginde olacak intronik bolgeleri incelemeyi amaclayan bu
calismalar, birlikte bir biitiin olusturarak FAME gibi c¢ok nadir bir epilepsiden
etkilenmis 3 kardesin genomundaki hem ekzonik hem de intronik varyasyonlari

incelemis olacaktir.
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