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ONSOz

Erken baslangigh epileptil ensefalopati (EBEE)’ler, 6zellikle beyin gelisiminin en kritik
periyodunda tedaviye direncgli genelde birden ¢ok cesitte ve sik nobetler ile yogun iktal ve
interiktal EEG epileptojen potansiyellerin goruldigu ve buna bagl davranigsal, kognitif ve
motor regresyonla sonuclanan heterojen beyin bozukluklari gurubudur. Etyolojide yapisal
beyin anomalileri, metabolik nedenler, cevresel etkenler yaninda monogenik nedenler
giderek artmaktadir. Son yillarda molekuler genetik diinyasinda gelisen yontemlerle EBEE ile
iliskilendirilen pek ¢ok gen tanimlanmistir ve bunlarin sayisi hizla artmaktadir. Bilinen ilgili
genleri iceren panellere kiyasla, tim ekzom dizileme yontemleri bu agidan daha aydinlatici

olabilmektedir.

Projenin g¢alisma gurubunu tesgkil eden EBEE hastalari genellike sporadiktir. Bu
nedenle, birden cok etkilenmis bireyin oldugu ve ¢ok az sayida bulunan aile ¢alismalari ¢ok
degerlidir. Calismamizda timiinde yakin akraba evliligi ve birden ¢ok etkilenmis birey olan 3
aile ele alinmistir. Yasayan 2 etkilenmis kardes olan 2 ailede 1’er birey, 4 adet etkilenmis
ancak hayatta olan 1 bireyi olan ailede ise ¢ocuk, anne ve babada tim ekzom dizileme
yapilmistir. Trio olarak c¢aligilan ailede fenotiple ¢ok uyumlu bir gen defekti bulunmusgtur.
Ohtahara sendromu dusgunullen 3. ailede de EBEE ile iligkilendirimis yine nadir bir gen
varyanti bulunmustur. iki erkek kardesin etkilendigi West sendromu ve otizmli olguda ise
otizm velveya epilepsi ile iligkili ¢esitli genlerde homozigot/bilesik heterozigot varyantlar

bulunmustur.

Bu aday genlerin Sanger dizileme ydntemi ile aile bireylerinde dogrulanmasi halen

yapiimaktadir.

Bu calisma, TUBITAK tarafindan desteklenen bir hizli destek (1002) projesidir.
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1. OZET

Amagc: Erken baslangicli epileptik ensefalopatiler (EBEE), degisik Klinik bulgulari olan
epileptik sendromlari icermekte olup etyoloji c¢esitlilik arzeder. Edinsel nedenlerin
saptanamadigi olgularda genetik etyolojinin arastiriimasi, gerek patogenezi anlamak gerekse
de akilcil ve 6zgun tedavi geligtirmek icin giderek 6nem kazanmaktadir. Bu galismada EBEE
tanisi konulmus ve edinsel nedenlerin digslandi§i hastalarda, hastalikla iliskili olan ya da

iligkili olabileceg@i dusunllen genlerde olasi mutasyonlarin varhdi arastirilmasi amaglandi.

Kapsam ve yontem : Projenin ¢alisma gurubunu teskil eden EBEE hastalari genellikle
sporadiktir. Bu nedenle, birden cok etkilenmis bireyin oldugu aile ¢calismalari ¢cok degerlidir.
Tumunde yakin akraba evliligi ve birden ¢ok etkilenmis birey olan 3 aile ¢aligmaya alindi.
Yasgayan 2 etkilenmig kardeg olan 2 ailede 1’er birey, 4 adet etkilenmig ancak hayatta 1 bireyi
olan ailede ise ¢ocuk,anne ve babada yeni nesil dizileme yontemiyle tim ekzom dizileme

yapildi. Aday genler homozigot varyantlar icinden segcildi.

Sonug: Trio olarak calisilan ailede fenotiple ¢ok uyumlu bir gen defekti bulunmustur.
Ohtahara sendromu dusunullen 3. ailede de EBEE ile iligkilendirimis yine nadir bir gen
varyanti ayrica epilepsi ile iligkili bir metabolik hastalikta tanimlanan varyant da tesbit
edilmistir. ki erkek kardesin etkilendigi West sendromu ve otizmli olguda ise otizm ve/veya
epilepsi ile iligkili cesitli genlerde homozigot/bilesik heterozigot varyantlar bulunmustur.Bu
aday genlerin Sanger dizileme yontemi ile aile bireylerinde dogrulanmasi planlanmaktadir.
Bu aday genlerin Sanger dizileme yodntemi ile aile bireylerinde dogrulanmasi halen
yapilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Erken ¢ocukluk ¢cagi epileptik ensefalopatileri, genetik etyoloji, yeni nesil

dizileme,tiim ekzon dizileme, otizm, mental retardasyon



2. ABSTRACT

Aim: Early onset epileptic encephalopathy (EOEE) includes different epileptic syndromes and
etiological factors. Recently, by using new technologies in molecular genetics, the discovery
of candidate genes associated with EOEE has progressively increased. If the pathogenesis
of seizures is known, it will be possible to develop specific medications and also organize

rational treatment options.

In this project we aimed to explore the known and novel candidate genes through utilization
of whole-exome sequencing in patients with early onset epileptic encephalopaties (EOEE)

whose etiology could not be identified by various metabolic and radiological investigations.

Materials and method: Patients with EOEE are generally sporadic cases. Molecular genetic
testing on families with more than one affected patients is very informative. We included 3
consangious familes with more than 1 affected children. By next-generation sequencing,
whole exome analysis was done in 5 cases (in one of two alive index cases in 2 familes and

in the index case and healthy parents in the third family).

Results: Phenotypic features were very likely related to the gene defect found in the index
case and her parents. In the proband with Ohtahara syndrome, a homozoygous variant
described rarely in EOEE cases was found. Additionally, a homozoygous variant reported in
a rare metabolic disorder with epilepsy was detected. In the proband with West syndrome a
number of homozygous variants of some genes reported to be associated with autism,
mental retardation and/or epilepsy were revelaed. Confirmation of those genetic variants in

the family members by Sanger sequencing is pending.

Key Words: Early onset epileptic encephalopaties, genetic etiology, next generation

sequencing, whole exome sequencing, single gene mutations, autism, mental retardation
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3. PROJE ANA METNI

GiRiS

Epilepsi en sik norolojik hastaliklardan olup yasam boyu sikhgi %3’dar. Erken
baslangicli epileptik ensefalopatiler (EBEE), 6zellikle beyin gelisiminin en kritik periyodunda
tedaviye direncli genelde birden ¢ok cesitte ve sik ndbetler ile yodun iktal ve interiktal EEG
desarjlarinin gorildiga ve buna bagh davranigsal, kognitif ve motor regresyonla sonuglanan
heterojen beyin bozukluklari gurubudur. Altta yatan etyoloji yaninda sliregelen yodun klinik
ve elektrofizyolojik epileptik aktivite, birden ¢cok sayida ve ylksek doz ilag kullaniminin biligsel
ve davranigsal etkilenimden sorumlu oldugu dustnilmektedir (Covanis.2012). Degisik klinik
bulgulari olan epileptik sendromlari iceren EBEE’de etyoloji cesitlilik arzeder. Edinsel
nedenlerin saptanamadigl olgularda genetik etyolojinin arastiriimasi, gerek patogenezi
anlamak gerekse de akilcil ve patogeneze yonelik 6zgin tedaviler gelistirmek igin giderek

onem kazanmaktadir.

GENEL BILGILER

ILAE (International Leage Against Epilepsy) tarafindan vyapilan giincel
siniflandirmada epilepsiler genetik, yapisal-metabolik ve nedeni belli olmayanlar olarak 3 ana
gruba ayrilmistir (Shorvon vd., 2011). EE’ler ise baglangi¢ yasi ve elektro-klinik tabloya gore
siniflandiriimistir. Neonatal ve infantil EE tanimina giren EBEE’leri olusturan baslica elektro-
klinik tablolar, erken miyoklonik epilepsi, Ohtahara sendromu, Dravet sendromu, West
sendromu, malin migratuvar epilepsi ve Doose sendromudur (Kamien, vd., 2012; Covanis,
2012)

EBEE etyolojisi heterojen olup 4 ana gurupta incelenebilir: 1-Yapisal beyin
anomalileri:  fokalkortikaldisplazi, lizensefali, hemimegalensefali  gibi  gelisimsel
malformasyonlar 2-Metabolik nedenler: Amino asit —protein, enerji, lizozomal ve
peroksizomal metabolizma bozukluklari gibi3- Cevresel nedenler:
hipoksikiskemikensefalopati, hipoglisemi, damarsal olaylar, pre ve postnatal enfeksiyonlar,
timorler ve kafa travmasi gibi nedenlere baglh gelisen sekel lezyonlardir. 4- Genetik
nedenler: Taninabilen dismorfik 6zelliklerle giden sendromlar (Angelman, Aicardi, ARX ile
ilgili bozukluklar, PEHO gibi), kromozomal (halka kromozom 21,
mikrodelesyon/duplikasyonlar gibi) ve monogenik hastaliklardan (Dravet sendromu SCN1A,

CDKL5, FOXG1, MECP2 ve STBP1 gibi) olugsmaktadir.
1
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Hizli paralel dizileme teknikleriyle elde edilen veriler de novo mutasyonlarin EE
etyolojisinde 6nemli yeri oldugunu ortaya koymaktadir. Bu yontemle Carvill. vd. (2013) 500
EE olgusunda 19 bilinen ve 46 aday geni arastirdilar ve %10 olguda patojenik mutasyonu
gosterdiler. Bir diger ekzon dizileme c¢alismasinda 264 olgu ornekleri trio olarak
degerlendirildi ve 2 yeni patogenik gen mutasyonu gosterildi. Bu ¢aligmalar ve diger pek ¢ok
yeni ¢alismalardan elde edilen veriler (Veeramah vd. 2013; Asher ve Scaglia , 2012; Jain,
2013) gen mutasyonlari ve kopya tekrar sayilarinin EE'nin en az %?20’sinden sorumlu

oldugunu gdstermektedir.

Tdm ekzon sekanslama yonteminin tanimlanmig genlerin bulunmasinin yaninda daha
Onceden saptanmamis yeni mutasyonlarin da saptanmasina olanak verdigini géstermistir
(Mastrangelo, vd 2012). Ancak yontemin pahali olmasi ve ulasilabirliginin zor olmasi
nedeniyle literatirde c¢ok sayida galisma mevcut degildir ve olanlarin da vaka sayisi siklikla

fazla degildir (Mastrangelo, vd 2012).

Su ana kadar elde ettigimiz molekiler genetik verileri, epileptik sendromlarda 6nemli oranda
genotipik ve fenotipik heterojenite oldugunu géstermektedir. Ornegin KCNT1 genindeki farkli
defektler 2 farkli epilepsi fenotipine neden olmaktadir. Otozomal dominant frontal lob
epilepsisisi genellikle okul yaslarindan itibaren baslayan ve tedaviye kolay yanit veren ve
belli bir yastan sonra kaybolan bir fenotiptir. Oysa sit ¢ocuklugunun malin migratuvar
epilepsisi bir EBEE c¢esidi olup gerek tedaviye yaniti gerekse de prognozu acgisindan ¢ok
farkli bir noktadadir. Benzer sekilde SCN1A genetik defekti ile olusan Dravet sendromu ve

GEFSo sendromu prognostik agidan genis bir spektrumun 2 zit ucundadir.

EBEE icinde etyolojisi en iyi aydinlatilan Dravet sendromu genotipik heterojenitenin tipik bir
ornegidir. Olgularin %80’inden fazlasinda sodyum kanali patolojisine neden olan SCN1A gen
defektleri gosterilmistir (Hirose vd., 2013). Bu olgularin en az %95'’i denovo degisikliklerdir.
Bu gen defekti gosterilemeyen az sayida olguda ise farki sodyum kanali patolojileri ile iligkili
gen defekteleri (SCN2A, SCN8A ve SCN1A vs...) bildirilmistir.

EE’lerle iligkili mutasyonlara ait tam fenotipik spektrum halen tamamen ortaya ¢ikmadigi icin
seri gen calismalari oldukga blylk gruplarda yapiimaktadir. Ancak pozitif sonu¢ yaklasik
%10 orani ile sinirh kalmaktadir (Covanis, 2012). Bu nedenle yeni genlerin arastiriimasi ya
da tanimlanmig genlerde farkli mutasyonlarin arastirilmasi genetik taniya ve fenotip-genotip

iliskisini anlamamizi sagladigi gibi bu zor epilepsi hastaliginin patogenezini anlamamiza ve
2
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O0zgun tedavi geligtiriimesine de katkida bulunmaktadir. KCNT1 gen defekti saptanan 2
farkh epilepsi fenotipinde genetik defektler farkli da olsa nébetler K kanallarinin islev
kazanimi seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda kinidin, artmis kanal islevini dizelterek
hedefe yonelik ve etkin bir tedavi segenedi olusturmaktadir. Potasyum kanallari (KCNQ2/3)
gen mutasyonlar ile iligkili epileptik sendromlarda ise retigabine hedefe yodnelik bir tedavi
segenegidir. Dravet sendromunda SCN1A gen defekti artmis Na kanal islevine neden olur.
Bu kanal iglevini etkiliyen karbamazepin ve lamotrigine ndbet artisina neden olur. Bu genetik

defektin saptanmasi olumsuz bir tedaviden kaginilmasini saglar.
GEREC VE YONTEM

Olgu Secimi:

Calisma gurubu, asagidaki segim oélgitlerine gore belirlendi:

ilk 6 ayda baslayan klinik nébet dykisi (ilaca direncli en az 2 farkli nébet tiri ve
yasla farkli nébetlerin ortaya gikmasi),

1- 3'den fazla sayida farki zamanlarda yapiimis ve en az 1 saatlik EEG ya da
video/EEG moniterizasyonu ile kaydedilen interiktal (hipsaritmi ve varyantlari ya
da multifokal epileptojen potansiyel ve temel aktivitede yaygin yavaslama) veya
iktal bulgular,

2- 3den fazla sayida farki zamanlarda yapilmis norolojik degerlendirme
bulgularina (néromotor psikososyal gelisimde orta-agir dizeyde gerilik veya
orta-agir dizeyde zeka geriligi),

3- En az 1.5 Tesla ile yapilmis ve néroradyolog tarafindan degerlendirilen kraniyel
MR (gerekirse MRS) incelemesinde klinik tabloyu agiklayacak bulgu olmamasi,

4- Asagida belirtilen biyokimyasal ve metabolik testlerde patoloji bulunmamasi : 1.
Basamak tetkikleri: tam kan sayimi, kan sekeri, kalsiyum, fosfor, magnezyum
duzeyleri, karaciger ve bobrek fonksiyon testleri, kan drik asit, lipid, vitamin B12
ve folat duizeyleri, tiroid fonksiyon testleri, kan gazi ve elektrolitleri, kanda laktat,
piruvat ve amonyak duzeyleri, idrarda keton, trik asit ve rediktan madde, idrar
ve kan aminoasitleri, idrar organik asitleri, biotinidaz aktivitesi, homosistein
diuzeyi, acilkarnitin profili, 2. BOS glukoz, laktat ve aminoasitleri, transferrin
izoelektrik fokus, ¢ok uzun zincirli yag asitleri, bakir ve seruloplazmin dizeyi.

5- Sendromik malformatif 6zelliklere ve/veya pozitif genotipiye sahip olmamak,
6- Normal karyotipi,

7- Nobetlerin en az 2 hafta streyle uygun dozda pridoksal, pridoksal 5 fosfat ve
folinik asit oral ya da im uygulamasina yanit vermemesi
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Olgular:
Calismaya alinan ailelerin klinik dzellikleri ve soyagaclari asagida 6zetlenmistir.

Aile-1: Anne baba saglikh ve 1. derece kuzen evliligi mevcuttu. Ailenin ilk gebeligi EBEE
tanili 7.ayinda vefat eden kiz , 2. ve 3. gebelikleri saglikl kiz, 4. gebelik EBEE tanili 7.ayinda
vefat eden erkek, 5. gebelik EBEE tanili 5 yasinda vefat eden erkek, son gebelik ikiz esi biri
EBEE tanili 7.ayinda vefat eden kiz, digeri EBEE tanili hayatta olan kiz olgu vardi. EBEE
alan tim olgularda nébetler ilk 2 ay icinde baslayip Ohtahara sendromu tanisi aldi; izleyen
aylar icinde epileptik/tonik spazmlar ile taninan West sendromuna dénusti. Uygun tedavilere
ragmen yasamlari boyunca hi¢ bir zaman tam ndbet kontroli olmadi ve agir mental motor
gerilik ve ciddi otistik bulgular mevcuttu. Olim nedeni olarak yatakta mor bulmak ya da nébet
esnasinda morarip 6lum tanimlandi. Yagsayan tek indeks olguda da ilaca kismen yanitli
parsiyel epilepsi devam etmekteydi. Kardiyak degerlendirmede 2. AV blok vardi. Ailenin soy

gecmisinde anlamli bagka bir 6zellik yoktu. (Sekil-1; Aile agaci)

Aile-2: Anne ve baba saglikl ve aralarinda 1. derece kuzen evliligi mevcuttu. Ailenin ilk
gebeligi EBEE (3 aylk baslayan West sendromu ve izleyerek parsiyel epilepsi, otizm ve agir
mental motor gerilik) tanili hayatta olan erkek, 2. gebelik EBEE tanii (4.5 aylik West
sendromu ve hafif dizeyde 6grenme gugligu) hayatta olan erkek, diger dort gebeligi saglikli
iki kiz ve iki erkek cocuk vardi. Ailenin soy gegmisinde, annenin kiz kardesi 32 yasinda olup
yeni baslayan parsiyel epilepsi ve annenin babasinda erigkin yasta baslayan posttravmatik
epilepsi hikayesi vardi. Yurt disinda yagsayan dede hakkinda tibbi veri saglanamadi (Sekil 2:
Aile agaci).

Aile-3: Anne ve baba saglikh ve aralarinda 1. derece kuzen evliligi mevcuttu. Ailenin ilk
gebeligi EBEE tanili kiz ve ikinci gebeligi EBEE tanili erkek olgu idi. Bu olgularda tonik
spazm seklinde nébetleri 1. ayda baslayip Ohtahara sendromu tanisi aldilar. izleyen aylarda
West sendromuna donustu. Medikal tedavi yarar saglamadi. Halen tonik spazm, dusme
nobetleri ile EE devam etmektedir. Ketojenik diyet agdir enfeksiyonlari tetikledigi icin 1.
kardeste uygulanamadi. iki kardeste de agir mental motor gerilik ve yogun otistik bulgular
mevcuttur. Dayida dogumsal sinirsel sagirlik vardir. Ailenin soy ge¢cmisinde baska bir 6zellik
yoktu (Sekil-3 : Aile agaci).,

Proje ve dolayisiyla butce oOnerisi 8 hasta igin yapilmasina ragmen, EBEE olgularinda
genetik tani agisindan degerli olan ve birden cok etkilenmis, secim dlc¢ltlerimize uygun
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bireyleri olan ailelerimizin varliyi nedeniyle aile galismasina oncelik verildi. Ug hasta ve 1
anne-baba olarak 5 6rnekte tim ekzom dizileme calismasi yapildi ve but¢e harcamasi 3
aileden alinan toplam 5 érnek igin gergeklesti.

Tdm bu tercihler, projenin danismani tarafindan asagidaki gerekgeler ile yapildi:

1-Tum ekzom dizileme c¢alismalarinda, 6zellikle ailede tek bireyin etkilendigi durumlarda trio
calismasi, Ozellikle resesif gecisli durumlarda olasi varyantlarin analizi agisindan sadece
etkilenmis bireyin degerlendirmesinden ¢ok daha bilgi vericidir. Bu nedenle yasayan tek
bireyin oldugu ailede trio olarak 3 bireyde ¢alisma gerc¢eklestirildi.

2-Etkilenen iki kardesin de yasadidi diger 2 ailede ise sadece tek etkilenmis bireyde tim
ekzom dizileme c¢alismasi yapilip olasi varyantlarin aile i¢cinde segregasyonun yapilmasi
tercih edildi.

3- Calismanin gerceklesecegi Biruni Universitesi Molekiiler Genetik laboratuvari alt yapi
calismalarinin bagvuru agsamasinda planlanandan daha yavas gerceklesmesi ve daha sonra
kapanmasi nedeniyle yuritlct tarafindan baslangigtan itibaren proje secim 6lgitlerine uygun
yeterli sayida olgu saglanmasina ragmen kalan 3 hasta c¢alismaya alinamadi. Bu
olumsuzluklar proje sure asimina da neden oldu.

Hastalardan Kan Ornegi Temini ve DNA Ayristiriimasi

EBEE tanisi konulmus hastalardan ve anne-babalari ve etkilenmis kardeslerinden en az 2 cc
kan ornegi alinarak EDTA’l tuplerde 4° C buzdolabinda DNA ayrigtiriimasi yapilana kadar
saklandi. DNA eldesi “PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen)” kiti yardimiyla Uretici
firmanin protokoll takip edilerek yapildi. DNA saflidi ve konsantrasyonu NanoDrop ND-
2000c¢ kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi. DNA 6rnekleri, spektrofotometrik
analizin yani sira jel elektroforezi yontemi kullanilarak da DNA integritesi agisindan analiz
edildi.

Yeni Nesil Dizileme ve Analizi

Ekzonik DNA kdutuphanesi “lllumina TruSeq Sample Preparation Kit” ve “lllumina TruSeq
Exone Enrichment Kit” kitleri yardimiyla Uretici firmanin protokoll takip edilerek hazirlandi.
“llumina TruSeq PE Cluster Kit v3-cBot-HS” kiti ile paired-end kiime olusturma islemleri ve
“TruSeq SBS Kit v3-HS Reagent Kit” kiti ile yakalama sonrasi kitiphanelerinin dizilenmesi
islemleri Uretici firmanin protokolii takip edilerek gerceklestirildi. ilk kiimeleme iglemi “lllumina
cBot Machine” lzerinde yapildi. Paired-end dizileme ortalama 101 okuma boyunda Illumina
HiSeqg 2000 sisteminde gercgeklestirildi. “Base calling” ve goruntl analizi “lllumina’s Real
Time Analysis Software version 1.13” yazilimi kullanilarak yapildi. Paired-end dizi okuma
sonugclari BWA yazilimi araciligiyla human genome (hg19) referans dizisine eslestirildi. PCR

duplikasyonlari  (duplicate) SAMtools  kullanilarak  uzaklastirildi.  Duplikasyonlarin
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uzaklastirimasindan sonra, hedeflenmis ekzon bélgelerinin coverage derinligi BED tools
kullanilarak hesaplandi. insersiyon ve delesyon bélgeleri civarindaki yeniden eslestirme
islemi “The Genome Analysis Toolkit v1.6 (GATK) IndelRealigner” kullanilarak yapildi. Tek
nukleotid degisimleri ve kiicik indellerin bulunabilmesi icin eslestiriimis dizi okumalari “GATK
UnifiedGenotyper” ile tavsiye edilen parametreler kullanilarak analiz edildi. Kalite skoru
50’nin altinda olan varyantlar diglandi. Geriye kalan varyantlar dbSNP (build 135) ile
karsilastirilarak yeni bir varyant olup olmadigi hususunda incelendi. Hastalikla iligkili oldugu
dusundlen genler tzerindeki varyasyonlar Integrative Genomics Viewer (IGV) kullanilarak
arastirildi. Varyant analizi SIFT, PolyPhen2 HDIV, MutationTaster, PROVEAN adh 4 farkh
tahmin araci ile yapildi.

Analiz esnasinda asagidaki filtreleme kriterleri kullanildi:

1) Bolge: Ekzonik, Splays, Kodlamayan RNA ekzonik , Kodlamayan RNA splays

2) Fonksiyon: Cergceve kaymasi/ Ceceve kaymasi olmayan indel, Esanlamli olmayan, Stop
kodon kazanimi/kaybi

3) Frekans: EXAC veritabani < %1, 1000Genomes veritabani < %5

4) Genotip : Homozigot varyantlar secildi

5)Mutasyon etkisi: 4 tahmin araci tarafindan etkisiz oldugu gosterilen varyantlar elendi

6) Kalitim: Dak ailesinde ayrica anne babanin heterozigot hastanin homozigot oldugu

varyantlar segildi

BULGULAR:

Fenotipe etkisi olacagi diisiiniilen gen varyantlari:

Aile-1’ de hayatta olan EBEE tanili olgu ile anne ve babaya tim ekzom dizi analizi yapildi. Bu
ailenin soyagaci bilgileri bize ilk planda otozomal resesif bir kalitim olabilecegini
dustndirmektedir. Bu nedenle ilk 6nce anne ve babada heterozigot indeks olguda
homozigot olan varyantlar filtrelendi. Bu varyantlar i¢erisinde populasyon veri tabanlari olan
1000 Genomes Project ve ExomeVariant Serververitabanlarinda minér allel frekansi 1’in
altinda olan ve sinonim olmayan varyantlar secildi Bes gende 5 varyant bulundu. Bunlar
icinde fenotiple ¢cok uyumlu 1 varyant belirlendi (Tablol). GNB5 geninde tesbit edilen
‘cerceve kaymasr’ seklinde degisiklik olup patojen olma olasihigr ¢ok kuvvetlidir. Anne ve

babada ise hichir semptom olmayip bu varyant i¢in heterozigot idiler.
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Aile-2' de EBEE tanil bir indeks olguya tim ekzom dizi analizi yapildi. Otozomal resesif ya
da X’e bagh kalitim en uygun kaltim sekilleri olarak diisiniildii. ilgili varyantlar Tablo 1’de
gosterildi.

1. ik analizde X’e bagli kalitim paternine uygun olarak, 45 gende 108 varyant tespit edildi.
A-ATRX geni ile iligkilendirilen ve ndrolojik semptomlari da iceren baslica sendromlar Alpha-
thalassemia/mental retardasyon sendromu(OMIM 301040) , mental retardasyon-hipotonik
yluzler sendromu (OMIM 309580) idi.

B-CCDC22 gen defektleri ile tanimlanmis Ritscher-Schinzel ya da 3C (cranio-cerebro-
cardiac) (RSS/3C) beyin kalp anomalileri ile yiiz ve ellerde dismorfik bulgulari olan nadir bir
sendromdur (Leonardi, 2001).

C. GRIA3 homozigot bir varyant olup otizm, epilepsi ve zihinsel gerilik ile iligkilidir (Philips, vd
2014).

D. NLGN3 homozigot bir varyant otizm duyarlihgi ile iligkilidir (Jamain, 2013).

2- Otozomal genlerle ilgili varyasyonlari (Tablol).:

A. Degisen odakl ailevi fokal epilepsi ile iligkilendirilen DEPDCS5 ve absans epilepsi ile
iliskilendirilen CACNA1H genlerinde otozomal dominant kalitimli heterozigot varyantlar tesbit
edildi.

B.Otizm ile stpheli iliskisi olan NLGN3 geninde homozigot bir varyant vardir (Jamain, 2013).
C. CNIH3 geninde bilesik heterozigot varyasyon tesbit edildi. Bu gen AMPA reseptor protein
3’U kodlar.

Aile-3'de indeks erkek olguya tiim ekzom dizileme yapildi. ilk analizde otozomal resesif
kalitim paternine uygun olarak homozigot 91 gende 141 varyant tesbit edildi. Klinik bulgularla
en uyumlu varyatlar Tablo 1’de gdsterildi. Bunlar icinde en kuvvetle muhtemel aday
SLC25A22 genindeki varyant olup bu gen ile ilgili tanimlanmis feontiple ¢ok uyumludur
(OMIM 609304) (Molinari, 2009). Ayrica direncli epilepsi ve agir gelisim geriligine neden olan
ABAT genindeki bialelik varyasyonlar klinik tablo ile uyumludur.

5. ve 6. Is paketleri halen yapilmaktadir.
TARTISMA ve SONUG
Son yillarda molekiler genetik dunyasinda gelisen yontemlerle EBEE ile iligkilendirilen pek

¢cok gen tanimlanmistir ve bunlarin sayisi hizla artmaktadir. Bu genlerin 6nemli bir kismi

sinaptogenez, dendritik dallanma, néronal gbé¢ ve farklilagma, néroransmitter yapim ve

7



4

TUBITAK

salinimi, néron zari reseptdr yapi ve islevleri ve tasiyicilarla iligkili olup MSS geligimi ve
organizasyon semalari ve epilepsi patogenezini anlamamiz konusunda buyuk katkida
bulunmaktadir (Carvill vd. 2013). Su ana kadar elde ettigimiz veriler, bu epileptik

sendromlarda énemli oranda genotipik heterojenite oldugunu géstermektedir (Jain, 2013).

Epilepsi genlerinin bir kism1 MSS gelisimi igin gerekli proteinlerle iligkili oldugu igin bu genler

epilepsi olmaksizin ya da beraber otizm ve gelisimsel/ziihnsel gerilik tablolari ile de iligkilidir.

Bu calismada etyolojisi gesitli laboratuar ve radyolojik yéntemlerle saptanamayan erken
baslangicli epileptik ensefalopati (EBEE) olgularinda tim ekzon dizileme ybdntemi ile
tanimlanmis genlerin incelenmesi ve iliski saptanamayan olgularda yeni genlerin

arastiriimasi amaclanmistir.

Calisma gurubunu olusturan olgularin timinde kardes(ler)de benzer fenotip olup anne ve
babalar kuzen evliligi gostermekteydi. Bu nedenle etkilenmis kardesleri hayatta olmayan 1.
ailede trio olarak tim ekzom analizi yapildi. Diger ailelerde ise etkilenmis sadece 1l'er
kardeste analiz yapildi. Bir sonraki basamakta tim aile bireylerinde fenotiple iligkisi kuvvetle

muhtemel homozigot varyantlarin ekzom dizilemesi ile dogrulanmasi planlandi.

Aile-1’ de soyagaci bilgileri bize ilk planda otozomal resesif bir kalitim olabilecegini
dustndirmektedir. Bu nedenle ilk 6nce anne ve babada heterozigot, indeks olguda
homozigot olan varyantlar filtrelendi. Bu varyantlar icerinde GNB5 geninde tesbit edilen
‘cerceve kaymasli’ seklinde delesyon olup hastamizin fenotipi, cok yakinda tanimlanan ve bu
gen defekti ile iligkilendirilen fenotipe birebir uymaktadir. Lodder ve vd. (2016) tarafindan
GNB5 geninde tanimlanan ‘fonksiyon kaybi’ yada missense mutasyonlar ile kalp hizi
degisiklikleri/hasta sintis sendromu, hipotoni, zihinsel gerilik, epilepsi ve epileptik
ensefalopati, retina hastaligi ve gastro-ozafagal reflii tanimlanmistir. Bu bulgular fonksiyonel
calismayla da dogrulanmigtir. Agir hipotoni, zihinsel gerilik ve otistik bulgular ve epileptik
ensefalopati tablosu olan bizim hastamizda da 2. Derece AV blok saptanmis ve ‘pacemaker’
uygulamasi indikasyonu konmustur. Olgumuzda cerceve kaymasi delesyonuna bagl olarak
klinik tablonun agir seyretmesi bu yayinda tanimlanan fonksiyon kaybi degisklikleri ile iliskili
agir fenotiple de uyumludur. Anne ve babada ise hi¢gbir semptom ve klinik bulgu olmayip bu
varyant icin heterozigot idiler. Hastamiz ve aile Uylerine bu gene yonelik ekzon dizileme

planlandi.
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Aile-2' deki kalitim sekli, otozomal resesif ya da X'e bagli kalitim en uygun kalitim gekilleri

olarak dugunuldu. Ancak otozomal dominant kalitima uygun varyantlar da degerlendirildi.
1-X ile baglantili bir kalitim sekline uygun 2 farkli gen ve iligkili fenotipler vardi:

A-ATRX geni ile iliskilendirilen ve norolojik semptomlari da iceren baslica sendromlar Alpha-
thalassemia/mental retardasyon sendromu (OMIM 301040) , mental retardasyon-hipotonik
yluzler sendromu (OMIM 309580) idi. Alpha-thalassemia/mental retardasyon sendromu
(OMIM 301040) kraniyal ve yuzde cesitli dismorfik 6zellikler, mikrosefali, genital anomaliler,
agir gelisimsel ve zihinsel gerilik, hipotoni ve alfa talasemiye bagh hafif-orta dizeyde
anemidir. Ayrica 1/3 olguda epilepsi bildirilmistir (Gibbons vd. 1995) Anemi her olguda eslik
etmeyebilir. Guerrini vd. (2000) 4 etkilenen bireyi olan genig bir ailede fenotipin yeni bir
ATRX mutasyonuna bagll olarak hafif mental retardasyon ve epilepsiden tam fenotipin
ortaya c¢ikisina kadar degisebildigini gosterdi. Bizim ailemizde de etkilen iki erkek kardes
benzer epileptik ensefalopati (West sendromu) ¢esidine sahip olmakla birlikte tedaviye yanit
ve zihinsel gelisim diizeyi cok farkhydi. indeks olguda agdir diizeyde gelisim geriligi ve otistik
bulgular varken kardesinin West sendromu tedaviye hizla yanit verdi. Geligim dizeyi abisine
gore cok iyi bir dizeyde olup normal egitim almaktadir. Abideki gelsim dizeyindeki gerilik
dogru tedaviye geg ulasmasi ile de agiklanabilir. Ancak aktif nébetleri halen devam ediyorken
(12 yasinda), kardesi uzun yillardir nébetsiz idi.

B- CCDC22 gen defektleri ile tanimlanmis Ritscher-Schinzel-2 ya da 3C (cranio-cerebro-
cardiac) (RSS/3C) beyin kalp anomalileri ile yuz ve ellerde dismorfik bulgulari olan nadir bir
sendromdur (Leonardi vd. 2001). Yaklasik %80 olguda kalp defektleri ile serebellum/arka
cukuru tutan (Dandy-Walker ve vermis hipoplazisi ve arka gukur kistleri gibi ) anomaliler
vardir. Zihinsel gerilik bildirilen bu sendromda bizim olgumuzda bulunan otistik bulgular ve
epilepsi /EE bildiriimemistir. Bizim olgularimizda da radyolojik olarak bahsi gecen yapisal
anomaliler tesbit edilmedi.

C. Epilepsi ile iligkisi henlz bildirilmemis aday genlerden otizm ile supheli iligkisi olan NLGN3
geninde homozigot bir varyant tesbit edildi (Jamain, vd. 2013). ilk indeks vakada otizm ve
zihinsel gerilik ortadir diizeyde olmakla beraber bu EE tablosunun gec¢ tedavi edilmesi ile
iligkili de olabilir. Nitekim erken tani alan 2. Kardeste otizm olmayip 6grenme gucligu hafif
duzeydedir.

D.GRIA3 geni norostimulatér bir protein olan glutamat 3 reseptorini kodlar. Erkeklerde
ziihnsel gerilik tablosu ile iligkilidir. Ayrica makrosefali, epilepsi, miyokloniler ve otistik

davranislar olan klinik tablo da tanimlanmistir (Philips, vd 2014).
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2- Otozomal resesif/dominant kalitimla ilgili genler ve varyasyonlar:

A.Degisen odakl ailevi fokal epilepsi ile iligkilendirilen DEPDCS5 ve absans epilepsi ile
iliskilendirilen CACNA1H genlerinde otozomal dominant kalitimli varyantlar tesbit edildi. Bu
epilepsi tablolari bizim olgularimizdan farkli olarak daha ileri yaslarda ortaya ¢ikar ve daha iyi
bir seyir izler. Teyzede ve muhtemelen dedede bildirilen epilepsi tablolari, indeks olgulardan
fenotipik olarak ¢ok farkli olmakla birlikte epilepsi ile iligkili genlerde bulunan heterozigot
varyasyonlar dikkate degerdir. Annede epilepsi olmamasi dominant kalitimli genlerin diisik
penetransi ile ilgili olabilir. Ancak bu varyantlar gecmiste EE ile iliskilendirilmemisgtir.

B.CNIH3 geni AMPA reseptor protein 3'U kodlar ve henuz bildirilmis bir hastalikla iligkili
degildir (Gene ID: 72978 ). AMPA’nin nérostiimulator bir nérotransmitter olmasi nedeniyle

epilepsi ile iligkili olabilecegi dusundldl.

Aile-3'de Klinik bulgularla en uyumlu varyatlar icinde en kuvvetle muhtemel aday SLC25A22

genindeki varyant olup bu gen ile ilgili tanimlanmis fenotiple ¢ok uyumludur (EBEE tip 3
OMIM 609304) (Molinari,vd. 2009). Bu klinik 6zellikler, daha cok Ortadogu ulkelerinde
tanimlanmis c¢ok nadir bir EBEE tablosu olup olgularda bizim vakalarimizda oldugu gibi

hemen hi¢ norolojik gelisim basamag kaydedilmemistir.

Ayrica ABAT geni epilepsi igin dnemli bir inhibitoér nérotransmitter olan GABA metabolizmasi
ile iligkilidir. Biyokimyasal tanisi ancak BOS’da GABA seviyesi Olcllerek dogrulanan bu ¢ok

nadir klinik tablodaki 6zellikler de bizim olgumuza benzemektedir (Jaeken,vd.1984).
PIGN genindeki bialelik varyasyonlar agir gelisim geriligi, minér dismorfik bulgular ve ilaca
direncli jeneralize epilepsi ile seyreden ¢ok nadir bir klinik tablo ile iliskilendirilmistir (Flemimg,

vd, 2016)

Tespit edilen aday genlere ait varyantlarin aile segragasyon calismalarinin yapilmasi

planlandi.
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Tablo 1: Tim ekzom dizileme sonrasinda hastalikla iligkili oldugu disunidlen varyantlar
(fs:Cerceve kaymasi; TNP: Tek Nikleotid Polimorfizmi; hm: Homozigot; hz: Hemizigot; ht:
Heterozigot)

cDNA/Protein .
_ _ lligkili Hastalik (OMIM
Aile |Konum Gen Degisikligi Etki
Numarasi)
A chrl5: GNBS NM_006578 Cergceve [Kardiyak Aritmili Geligim
52439669 c.355delG kaymasi |Geriligi (617173)
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(hm) Al119Pfs*16 delesyonu
Alfa Talesemi/ Mental
Retardasyon Sendromu
chrX: NM_000489 _
(301040); Alfa Talesemi
76855894 c.5697+9G>A . _
(h?) ATRX Kirpilma |myelodisplazi sendromu,
z
(300448); Mental
retardasyon-hipotonik yiiz
sendromu, (309580)
chrX: NM_014008
- Ekzonik
49104709 CCDC22 |c.1150 C>T NP 3C Sendromu
(hz) p.R384C
NM_00116666 _
chrX:70389940 [NLGN3 Ekzonik o
€.2420 G>A X-e bagl otizim yatkinhgi
(hz) TNP
p.R807Q
Bilesik
chr1:224927025 NM_152495 )
heterozigot
ve C.456-6A>T ve
CNIH3 kirpilma ve
chrl:224927032 c. 457A>T _
(bilesik ht) M153L ekzonik
ilesi :
¥ P TNP
NM_001256743c. _
chrX:122336604 ekzonik X-e bagl mental
GRIA3 385 C>G
(hz) TNP retardasyon (300699)
p.P129A
Idiyopatik jeneralize
epilepsi yatkinhgi
NM_001005407 PREPSTY 9
chrl16:1268439 (611942) ve cocukluk
(i) CACNA1H [c. 5657 G>A b s
agl absans epilepsi
p.R1886H §as Prie
yatkinhgi (611942)
NM_001242897 _ Degisken odakli ailesel
chr22:32229931 ekzonik _ )
DEPDC5 |c.1901C>T fokal epilepsi (604364)
(ht) TNP
p.S634F
chrl6:
NM_020686 GABA-transaminaz
8870351 ABAT Kirpiilma o
(hm) €.1269+4A>C, eksikligi (613163)
m
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Coklu Konjenital
chrl8: NM_012327 _ _ _ _
Ekzonik  |anomaliler-hipotoni-
59824440 PIGN c. 364 G>C
TNP nobetler sendromu
(hm) p.E122Q
(614080)
chrX: NM_173495 _ o
Ekzonik  |X’e bagh otizim yatkinligi
23397873 PTCHD1 |c.517A>G
TNP (300830)
(hz) p.1173V
chrll: NM_001191060 _ Erken Baslangich
Ekzonik o ]
792932 SLC25A22 |c.350A>G NP Epileptik Ensefalopati
(hm) p.Ql17R, (609304)
| 1 2

0

T oo 00 00

e O N OO ®

e

Sekil 1: 1. Ailenin soyacagi

16




v

TUBITAK

E Epilepsy (unknown etiology) E Coronary Heart Disease G Diabetes Mellitus E Postraumatic Epilepsy
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Sekil 2: 2. Ailenin soyagaci
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