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CALISMA BASAMAKLARI:
1- Tiim Ekzom Dizileme islemi :

CGalisamaya dahil edilme kriterlerine sahip ve aCGH sonuglari normal ¢ikan 13 olguda gergeklestirildi. Bu agsamada asagida tanimlanan islem
basamaklari gerceklestirildi:

1.1- Coklu Parelel dizileme (Massively parallel sequencing)

Yeni nesil dizileme (YND) teknolojileri ile genomik veriden g¢oklu parelel dizileme yapilarak ylksek hacimli dijital veri kisa bir siire iginde
elde edilebilmektedir. Bu yeni teknolojinin temel noktasi, birgok dizileme reaksiyonunu es zamanli yaparak birim zamanda daha fazla sonug
elde edebilmesidir. Bu nedenle bu sistemler yiiksek verimli (high-throughput) sistemler olarak da bilinmektedir.

1.2.Tliim Ekzom dizileme ve analiz

Tim ekzom dizileme, genomik DNA’nin sadece kodlayan bdlgelerinin prob - yakalama (capture) teknolojisi ile elde edilerek, YND cihazlarinda
dizilenmesidir. Ekzon bdlgelerinin yakalanmasi amaci ile K40, K74, K111, K112, K206, K300, K301, K302, K303 nolu hastalarda Agilent
SureSelect V5 kiti ve K304, K305, K306 ve K307 nolu hastalarda Sophia WES V1 kiti kullaniimistir.

Ornek hazirlama asamasindan sonra, ortalama 300 uzunlukta elde edilen DNA pargalari lllumina NovaSeq cihazi ile her iki ugtan (pair-end)
150 bp olarak dizilenmistir. Ham veri Sophia DDM® veri analizi platformu araciligi ile analiz edilmistir. Hizalama ve varyant bulma islemleri
Sophia Genetics’in tescilli bir temel algoritmasi olan Pepper® tarafindan hg19 insan genom referansina gore gergeklestirilmistir. Hizalama
sonrasi her bir 6rnek icin okuma kalitesini igeren bilgiler asagidaki Tablo 1 ve 2’de sunulmustur.

Genomik DNA pargalarinin insan referans genomuna hizalama islemi sonrasinda elde edilen dosya BAM formatindadir. BAM formatindaki
verinin gorsellestirilmesi amaci ile Integrative Genomics Viewer (IGV) yazilimi kullanildi (1).



2- Varyantlarin Analizi:

Hizalama isleminden sonra, tekli niikteoid degisimlerinin (SNP) ve kiiglik INDEL (insersiyon-delesyon) tespiti ve anotasyonu yapildi. Varyant
bulma ve anotasyon islemleri Sophia Genetics’in MOKA® yazilimi ile gergeklestirildi ve her bir varyant icin varyantin protein dizilimi
uzerindeki etkisi (missense, stop gain vs), ¢esitli populasyonlardaki (1000G,Exac,ESP) goérilme sikligl, tahminleme algoritmalari
(SIFT,PolyPhen) ile varyantin yikicilik etkisi gibi bilgiler eklendi. Hastalik etkeni olabilecek varyantlarin filtrelenmesi Sophia DDM yazilimi
uzerinde gergeklestirildi. Ayrica varyant analizine, PROVEAN, HGMD ve Clin Var tahmin araglari da eklendi. Akraba evliligi olan ailelerde,
hasta bireyin anne-babadan aldigi ortak haplotipi analiz etmek amaci ile homozigotluk haritalamasi HomSI yazilimi ile yapildi (2) .

Tim ekzom dizileme sonucu 25X okuma derinligi agisindan degerlendirildiginde %94.22’sinin bu agidan analize uygun oldugu saptanmistir.
Yapilan analizde yiiksek olasilikla protein UGzerine etkisi olacagl dislnilen small insersiyon ve delesyon (kiguk insersiyon ve delesyon),
frameshift (cergceve kaymasi mutasyonlari), nonsense (erken dur kodonu olusumu ile glidiik protein olusumuna sebep olan mutasyonlar),
missense (aminoasit degisikligi yaratan nokta mutasyonlar), splice-site (splicingi bozan mutasyonlar) 6n planda degerlendirilmis olup
filtreleme kriteri olarak ESP, 1000G ve EXAC veri tabanlarinda sikligi %1’in altinda olan nadir varyantlar incelemeye alinmistir.

Filtreleme adimlari ve bu islemler sonucunda geriye kalan varyant bilgileri Tablo 3’ te sunulmustur.

Tablo1 : Ornek Basina Okuma Sayisi istatistikleri

Okuma Sayisi
Hizalanan
Ornek Toplam Hizalanan yiizdesi
K40 40,168,218 39,828,611 99.15%
K74 46,475,924 46,088,304 99.17%
K112 45,299,292 | 44,933,610 99.19%
K206 44,462,772 | 44,035,516 99.04%
K302 49,260,952 48,797,266 99.06%
K303 46,998,836 46,603,125 99.16%
K111 58,220,514 | 57,729,529 99.16%
K300 49,260,952 48,797,266 99.06%
K301 46,998,836 46,603,125 99.16%




K304 127,496,868 | 123,214,483 96.64%
K305 136,348,900 | 132,129,280 96.91%
K306 91,496,916 89,388,892 97.7%
K307 78,060,906 76,507,207 98.01%

Tablo 2 : Hedef Bélge Okuma Derinligi Istatistikleri

Hedef Bélge Okuma Derinligi

Ornek 25x 50% 100x
K40 86.87% 61.24% 19.02%
K74 89.90% 69.10% 27.84%
K112 89.20% 67.60% 26.04%
K206 88.78% 66.23% 24.69%
K302 92.68% 76.14% 39.26%
K303 90.95% 72.21% 33.29%
K111 94.22% 81.68% 50.03%
K300 92.68% 76.14% 39.26%
K301 90.95% 72.21% 33.29%
K304 99.48% 69.58% 79.34%
K305 99.33% 96.92% 82.15%
K306 98.38% 92.75% 72.49%
K307 98.62% 91.98% 67.43%

Tablo 3 : Varyant Filtreleme Adimlari

Filtreleme Adiml Ornek

iltrelem imlari

eleme @ K40 K74 K112 | K206
Toplam varyant (okuma sayisi 25) 96460 | 104308 | 102430 | 95455




GMAF <0.01 in 1000Genome, EXAC ve ESP5400 11721 12796 12658 11583
Cesitli hastaliklardan olusan in-house exome veri
tabaninda e (n = 20) bulunmayan 4906 5433 5389 4793
Fonksiyon kaybi yapan (Frameshift/in-frame INDEL,
missense, nonsense, no start or splicing, exont25) 852 786 1144 992
Hastalik iligkili gen (n=63) 1 1

i Ornek
Filtreleme Adimlari K111 |K300 |K301 |K302 |K303 |K304 |K305 |K306 |K307
Toplam varyant (okuma sayisi 25) 96612 (91143 |93438 | 89139 | 112967 | 128897 | 118599 | 113265 | 126883
GMAF <0.01 in 1000Genome, EXAC ve 8006 | 10847 | 17191 15712 | 13938 | 16686
ESP5400 9028 8495 8463
Cesitli hastaliklardan olusan in-house exome 802 738 1782 1665 1278 1466
veri tabaninda e (n = 20) bulunmayan 157 844 732
Fonksiyon kaybi yapan (Frameshift/in-frame 1433 | 1623 | 3908 | 3726 | 2911 2941
INDEL, missense, nonsense, no start or
splicing, exont25) 1606 | 1661 1368
Varyant Frekansi > %10 (Yalancl pozitif 761 686 1200 | 1062 | 1018 | 1001
elemesi) 714 761 709
OMIM veri tabaninda tanimh genlerde 556 569 559 595 535 865 808 759 828
Aday varyant 1 3 3 2 2 2 2 3 3

3-Varyantlarin Sanger dizileme teknigi ile degerlendirmesi:

Tim ekzom dizileme islemi gergeklestirilen 13 hastada fenotiple iliskili farkli nadir varyantlar bulundu ve Sanger dogrulamasi ile aile igi

dagilim da yapildi. Olgularin aile agaglari ve varyatlarin dagilimi ile in slico tahmin araglarina gére analizleri Tablo 4’de verildi.




TUM CALISMA BASAMAKLARI SONUCU ELDE EDILEN BULGULAR:

1-0Olgu K40: Hastanin klinik bulgulari ve aile agaci analizi ile birlikte degerlendirildiginde 2 nadir varyant tesbit edildi (Tablo 4):

1- SCN2A (MIM:613721) geninde heterozigot (NM_001040142) nadir bir varyant olup Clinvar ve HGMD’de tanimlanmamisti. Segregasyon
analizinde ayni varyasyon saglikli annede de heterozigot olarak saptandi. Bu sebeple hastalikla iligkili olmadigi dusintlda.

2- CYFIP2 geninde c.2347A>G (p.lle783Val) heterozigot (NM_001037333) bir varyant olup Clinvar ve HGMD’de tanimlanmamis bir
mutasyondu. Segregasyon analizinde ayni varyasyon saglikli babada da heterozigot olarak saptandi. Bu nedenle klinik bulgulari ile iligkili
olmadig! distndlda.

3- ACMSD geninde heterozigot c.547C>T (p.Arg183*) varyasyonu saptandi. Varyasyon Clinvar ve HGMD’de tanimlanmamis olup popilasyon veri
tabanlarinda da bulunmuyordu. Ancak stop kodon olusturmasi sebebiyle varyasyonun protein (izerinde etkili olabilecegi 6ngoruldi. Ayrica OMIM'de
tanimli bir fenotipi olmayan gen, Pubmed’de “The ACMSD gene, involved in tryptophan metabolism, is mutated in a family with cortical myoclonus,
epilepsy, and parkinsonism.” yayininda epilepsi ile iliskilendirildigi icin ebeveynlerden de segregasyon analizine gidildi. Ancak varyasyon saglikl annede
de saptandigi icin fenotipi aciklayamacag distintld.

Aile agaci ve varyantlarin aile icin dagilimi Sekil 1°de goriilmektedir
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Sekil 1: Olgu K40’1n aile agaci ve varyantlarin aile igin dagihmi

2-0lgu K74: Hastanin klinik bulgulari ve aile agaci analizi ile birlikte degerlendirildiginde 2 nadir varyant tesbit edildi (Tablo 4):

1-GABRD geninde c.847+4 C>T heterozigot (NM_000815) nadir bir varyant olup Clinvar ve HGMD’de tanimlanmamis bir mutasyondu.
Segregasyon analizinde ayni varyasyon saglikli annede de heterozigot olarak saptandi. Bu sebeple hastalikla iliskili olmadigi distnalda.

2-PRUNE1 geninde c.316G>A (p.Asp106Asn) (NM_021222) homozigot mutasyonu saptandi. Bu varyant Clinvar ve HGMD’de tanimlanmis
olup “Neurodevelopmental disorder with microcephaly, hypotonia, and variable brain anomalies” (MIM: 617413) fenotipi ile
iliskilendirilmisti (3) . Bu olgu da Tirkiye’den bildirilmisti. Segregasyon analizinde ayni mutasyon igin ebeveynler ve saglikl kardes
heterozigottu (Sekil 2). Ayrica hasta olguda homozigot varyant dogrulandi. Boylece hastanin molekdler genetik tanisi konmus oldu. Bizim
olgumuzun fenotipinde epileptik ensefalopati olmasi ve beyin anomalilerinin olmamasi 6zgiin bir 6zellik gostermekteydi.
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Sekil 2: Olgu K70’in aile agaci ve varyantlarin aile igin dagihmi

3-0lgu K112: Hastanin klinik bulgulari ve aile agaci analizi ile birlikte degerlendirildiginde 2 nadir varyant tesbit edildi (Tablo 4):

1-CACNA1A geninde heterozigot c.6449 G>A (NM_000068) nadir bir varyant saptandi. Bu varyant Clinvar ve HGMD’de tanimlanmamisti.
Segregasyon analizinde ayni varyasyon saglikli annede de heterozigot olarak saptandi. Bu sebeple hastalikla iliskili olmadigi distnalda.

2-SMC1A geninde heterozigot c.2923C>T (p.Arg975*) (NM_006306) mutasyonu saptandi. Bu mutasyon Clinvar ve HGMD’de tanimlanmis
olup “epilepsy, early onset, with cluster seizures” ile iligkilendirilmisti (3). Segregasyon analizi sonucunda mutasyonun de novo oldugu
gosterildi. X’e bagh dominant kalitim géstermesi ve klinigin uyumlu olmasi sebebiyle hastaliktan sorumlu mutasyonun bu oldugu distnaldu.
Boylece hastanin molekiiler genetik tanisi konmus oldu. Epilepsi fenotipi de tanimlanan olguya belirgin benzerlik gostermekteydi (4). Ayrica
farkh dismorfik 6zellikleri de vardi.
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Sekil 3: Olgu K112’in aile agaci ve varyantlarin aile igin dagilimi

4. Olgu K206. Hastanin klinik bulgulari ve aile agaci analizi ile birlikte degerlendirildiginde 2 nadir varyant tesbit edildi (Tablo 4):
1-ARX geninde 25031550-2503850 hemizigot delesyon (NM_139058) saptandi. Ancak MLPA analizi ile dogrulanamadi.

2-WWOX geninde homozigot ekzon 7-8 delesyonu (NM_016373) saptandi (Sekil 4). Diger 6rneklerde ayni bolgede boyle bir degisiklik
olmamasi nedeniyle bu delesyonun teknik bir sorundan kaynaklanmadigi kabul edildi. MLPA analizi delesyonu dogrulandi. Bu delesyon
Clinvar ve HGMD'de tanimlanmis olup “epileptic encephalopathy, early infantile, 28; EIEE28” ile iliskilendirilmisti (5) ve klinik bulgularla tam
ortismekteydi. Boylece hastanin molekiiler genetik tanisi kondu.
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WWOX ekzon 7-8 homozigot delesyon

Sekil 4: Olgu K260’In aile agaci ve varyantlarin dagilimi

5. Olgu K111: Hastanin kliniginde ilerleyici ataksi, serebellar bulgular, ilaca direngli miyoklonik olmak Gzere farkli nébetler ve radyolojik
olarak ilerleyici sereballar atrofi vardi. Elektron mikroskopisi incelemesinde periferik duysal sinirde osmofilik graniller tesbit edildi ve
‘Ceroid Lipofuskinozis’ 6n tanisi kondu. Yapilan analiz sonucunda hastanin klinik bulgulari ve aile agaci analizi ile birlikte degerlendirildiginde
KCTD7 (MIM:611725) geninde homozigot c.818A>T (p.Asn273lle) (NM_001167961) nadir bir varyant saptandi (Tablo 4). Hastaya yapilan
homozigotluk analizi sonuglarinda ilgili varyanti da igine alan genis bir homozigot variant bolge (Chr7: 36-70 Mbp) tespit edildi. Bu varyant
Clinvar ve HGMD’de tanimlanmis bir mutasyondu. Saptanan bu mutasyon, daha énce yayinlanmig ve Seroid Lipofuskinozis Néronal ( CLN14)
(MIM: 611726 ) olarak tani konmus ve yine Tirk ailelerinden N27 ve N41 no.lu ailelerde de gdsterilmis idi (6). Bu varyantin klinik tabloyu



kesinlikle agiklamasi nedeniyle dogrulama ve aile igi dagilimin arastirilmasi i¢cin Sanger dizilemesi yapildi. Homozigot varyant olguda
dogrulandi, anne baba ve 2 kardesi de taslyici olarak bulundu (Sekil 5). Béylece hastanin molekdler genetik tanisi konmus oldu.
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Sekil 5: Olgu K111’ in aile agaci ve varyantlarin aile igi dagihmi
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6. Olgu K300: Hastanin klinik bulgulari ve aile agaci analizi ile birlikte degerlendirildiginde 3 farkli gende 4 nadir varyant bulundu (Tablo 4):

1- SZT2 (MIM:615463) geninde heterozigot c.185G>C ve heterozigot ¢.5162T>G varyasyonlari saptandi (Tablo 4). Tahmin araglarinin bir

kisminda hastalik yapici ya da tahrip edici idi (Tablo 4).

2- EHMT1 geninde heterozigot c.407C>G ve
3-MBD5 geninde heterozigot c.4358A>G varyasyonlari saptandi. Bu 2 varyant da tahmin araglarinin bir kisminda hastalik yapici ya da tahrip

edici idi (Tablo 4). Segregasyon analizinde her dort varyant annede saptanmis olup (Sekil 6), klinik agidan annenin saglikl olmasi sebebiyle
varyasyonlarin patojenitesi hakkinda net bir yorum yapilamadi. Analiz edilen diger genlerde herhangi bir mutasyona rastlanmadi.



Akraba evliligi olmayan bu hasta igin yapilan homozigotluk haritalamasi sonucunda, homozigot bdlge tespit edilemedi. Hasta nadir
varyantlari da heterozigot olarak gorilmektedir. Bu durumda hastada homozigot resesif gegisli bir varyant degil, birlesik heterozigotluk ya
da digenik etkili bir sonu¢ beklenmektedir.
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Sekil 6: Olgu K300’ln aile agaci ve varyantlarin dagilimi

7. Olgu K301: Sik ve yakin akraba evlilikleri olan ve siklikla fokal epilepsiler (11 olgu) , 1 olguda sadece febril konvilziyon olan genis bir
ailenin EBEE fenotipinde olan tek olgusu idi (Sekil 7). Ailede hakim olarak gorilen ailevi fokal epilepsi tanisi nedeni ile, en ¢ok iliskili 2 gen
(KCNT1, DEPDC5) incelendi. Ancak etkili olabilecek bir varyant bulunamadi. Daha sonra fokal epilepsi ile iliskilendirilmis 24 gen (CHRNA2
CHRNA4 CHRNB2 DEPDC5 GRIN2A GRIN2B KCNQ2 KCNQ3 KCNT1 LGI1 MIOS NPRL2 NPRL3 NTRK2 PCDH19 SCN1A SCN1B SCN2A SCN8A
SEC13 TBC1D24 WDR24 WDR59) analiz edildi. Etkili bir varyant bulunamadi.

Diger epilepsy genleri ile ilgili nadir varyantlar incelenerek hastanin klinik bulgulari ve aile agaci analizi ile birlikte degerlendirildiginde 3
farkh gende 3 nadir varyant bulundu (Tablo 4):

1- DOCK7 geninde homozigot ¢.3257T>A (p.Leu1086*) (NM_014141) trunkasyon mutasyonu saptandi (Tablo 4) (Sekil 7). Mutation Tester’a
gore hastalik yapici bu mutasyonun. Sanger dizilemesi ile aile i¢i dagihm analizi de yapilmis olup anne ve babanin ayni mutasyon igin
tastyici olduklari saptanmistir (Sekil 7).



DOCK7 geninde EBEE23 (MIM: 615859) adh klinik tablo ile iliskilendirilmis sadece bir yayin olup akraba olmayan 3 kiz kardeste bilesik
heterozigot trunkasyon mutasyonlari tanimlanmistir (7). Olgularin fenotipi olgumuzla tam uymakta olup genetik gegcisi ile de tani
koydurucudur. Fokal epilepsisi olan halada ve kizinda bu varyant tesbit edilmedi. Ayrica bu iki amcanin ikiser cocuklarinda ayni varyasyon
analiz edildi ve normal saptandi. Bu verileri projemizin ¢alisma asamasinda yayinladik (8).
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Sekil 7: Olgu K301’in aile agaci ve varyantin dagilimi

2- CNTNAP2 geninde in silico analizlerde hastalik yapici olan heterozigot varyant tesbit edildi (Tablo 4). CNTNAP2/ NM_014141; heterozigot
varyanti saglikli baba ve fokal epilepsisi olan halada ve epilepsisi olan oglunda saptandi. Fokal epilepsisi olan amcalarda ve ailenin fokal
epilepsili diger aile Uyelerinde ise bu varyant saptanmadi (Sekil 7). Bu gen ile iliskili epilepsi tablosunun resesif bir kalitim géstermesi ve
segregasyon analizinin uyumlu olmamasi nedeniyle de klinigi agiklayici olmadigi distinulda.

3-SCN9A geninde heterozigot c.2384T>C (p.Val795Ala) varyasyonu saptandi. in silico analizlerde hastalik yapici oldugu dngériilen heterozigot
varyant saglikli bireylerde (saglikl yengede ve EEG anomalisi olan hasta kizinda heterozigot) de tesbit edildi (Tablo 4). Fokal epilepsisi olan
amcalar ve onlarin epilepsi tanili gocuklarinda bu varyant tespit edilmedi. Segregasyon analizinin uyumlu olmamasi sebebiyle varyasyonun
klinigi agiklayici olmadigi 6ngoruldi.

8. Olgu K302

Yapilan analiz sonucunda hastanin klinik bulgulari ve aile agaci analizi ile birlikte degerlendirildiginde 2 gende anlamli varyant bulundu:



1-SCN8A geninde heterozigot c.2629A>C (p.Asn877His) (NM_001177984) mutasyonu saptandi (Tablo 4). Bu mutasyon Clinvar ve HGMD’de
tanimlanmamis olup “epileptic encephalopathy, early infantile, 13; EIEE13” ile iliskilendirilmistir (9). Sanger dogrulamasi ve segregasyon
analizi sonucunda mutasyonun de novo oldugu gosterildi (Sekil 9) ve hastanin molekiler tanisi kondu.

Ayrica rasopati yolaginda etkin bir gen olan ancak heniz iliskili fenotipi tanimlanmamis HRASLS genindeki homozigot c.454+1G>A
varyasyonu anlamli bir segregasyon gostermekteydi (Tablo 4) (Sekil 9).
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Sekil 8: Olgu K302’nin aile agaci ve varyantin dagilimi

9. Olgu K303:

K301 no. lu ve molekiler genetik tanisi konan hastanin fokal epilepsisi olan halasinda yapildi (Sekil 9). Potasyum kanali ile iliskili ve hastalikla
iliskisi henliz gosterilemeyen bir gende (KCNH6) varyant bulundu (Tablo 4). Ancak segregasyon analizi uyumlu degildi. K301 no. lu yegeninde
bulunan DOCK7 genindeki varyant da tesbit edilmedi.



Ailede hakim olarak goérilen ailevi fokal epilepsi tanisi nedeni ile fokal epilepsi ile iliskilendirilmis 24 gen (KCNT1, DEPDC5, CHRNA2 CHRNA4
CHRNB2 DEPDC5 GRIN2A GRIN2B KCNQ2 KCNQ3 KCNT1 LGI1 MIOS NPRL2 NPRL3 NTRK2 PCDH19 SCN1A SCN1B SCN2A SCN8A SEC13
TBC1D24 WDR24 WDR59) ve daha sonra tim nadir varyantlar analiz edildi. Fenotiple uyumlu bir varyant bulunamad:.
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Sekil 9: Olgu K303 aile agaci ve varyantlarin dagilimi

10. Olgu K304:
Yapilan analiz sonucunda;

1- NAGS geninde heterozigot c.1450T>C (p.Trp484Arg) mutasyonu saptandi (Tablo 4). Mutasyon HGMD veri tabaninda hastalikla iliskili
mutasyon ve Clinvar veri tabaninda ise patojenik olarak tanimlidir (9). NAGS geni mutasyonlari OMIM veri tabaninda otozomal resesif N-
asetilglutamat sentaz eksikligi ile iliskilendirilmistir. Daha dnce literatlirde genin promoter ve enhancer bolgelerinde mutasyonlar



tanimlanmis ve hastalikla iliskilendirilmistir. Hastada 2. Mutasyonun gosterilebilmesi amaciyla NAGS geni promoter ve enhancer bolge
Sanger dizilemesi yapildi. Ancak patolojik varyant bulunamadi. Hastalik resesif olarak tanimlandigi igin olgumuzun durumunu
aciklamamaktaydi. Ancak olasi ikinci mutasyonun derin intronik, UTR bdlgeleri ya da gross insersiyon ya da delesyon mutasyonu seklinde
olma olasiligl bulundugu ve bu agidan WGS ve ekzon array ile arastirilmasinin gerekli oldugu dusiintlda.

2- BCORL1 geninde hemizigot c.4754A>C (p.GIn1585Pro) varyasyonu saptandi (Tablo 4). Varyasyon populasyon calismalarinda nadir olarak
bildirilmis bir varyant olmakla birlikte HGMD ya da Clinvar'da herhangi bir hastalikla iligkilendirilmemisti. OMIM'de gen ile iliskili bir
fenotip olmamakla birlikte Pubmed’de “Variants in the transcriptional corepressor BCORL1 are associated with an X-linked disorder of
intellectual disability, dysmorphic features, and behavioral abnormalities.” yayini mevcuttu. in-silico analizlerde varyasyonun patojenitesi
hakkinda geliskili sonuglar bulunmakla birlikte, olgunun bazi klinik bulgularini agiklayabilecegi disliniilerek anne ve olgudan Sanger
dogrulamasi istendi. Sanger analizinde saptanan varyasyon igin annenin heterozigot, olgunun hemizigot oldugu gosterildi. Annenin X’e
bagh hastalik olmasi sebebiyle klinik gostermiyor olabilecegi distnuldi.

' ()
N/ ]\_/‘
/[\. ./\“‘ RCORT.1 c.4754A>C HFT
| )
\_/ o/ N
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Sekil 10. Olgu K304 aile agaci ve varyantlarin dagilimi

11. Olgu K305:

Yapilan analiz sonucunda 2 gende homozigot mutasyonlar saptandi ve saptanan varyasyonlar Sanger yontemi ile dogrulanmis olup
segregasyon analizinde saglikli anne ve babanin mutasyonlari heterozigot olarak tasidiklari saptanmistir.

1- ADSL geninde homozigot c.1277G>A (p.Arg426His) mutasyonu saptandi. (Tablo 4). Mutasyon HGMD veri tabaninda hastalikla iligkili
mutasyon ve Clinvar veri tabaninda ise patojenik olarak tanimlidir (10). ADSL geni mutasyonlari OMIM veri tabaninda otozomal resesif
Adenylosuccinase deficiency ile iliskilendirilmistir. Bu mutasyonun hastalik ile iliskili oldugu kabul edildi.

2- VARS2 geninde homozigot c.970A>T (p.lle324Phe) varyasyonu saptandi. Saptanan varyasyon ACMG kriterlerine gore klinik 6nemi
bilinmeyen varyasyon olarak degerlendirilmektedir. Varyasyona popilasyon ¢alismalarinda (1000G, EXAC, ESP, gnomAD) daha dnce hig
rastlanmamigtir. VARS2 geni mutasyonlari OMIM veri tabaninda otozomal resesif Combined oxidative phosphorylation deficiency type 20
ile iliskilendirilmistir (#615917). Fenotipte progressive external ophthalmoplegia, ptosis, and ataxia ve 1 olguda nébet tanimlanmistir.
Ayrica beyin MRG’da ilerleyici ak madde tutulumu vardir. Olgumuzda klinik bulgular ilerleyici olmayip, radyolojik bulgu yoktur.
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Sekil 11. Olgu K305 aile agaci ve varyantlarin dagilimi

12. Olgu K306:

Yapilan analiz sonucunda 3 gende mutasyonlar saptandi:

1- NALCN geninde homozigot ¢.3954+1G>A varyasyonu saptanmistir (Tablo 4). Saptanan varyasyon ACMG kriterlerine gbre patojenik
olarak degerlendirilmektedir. Varyasyona popiilasyon c¢alismalarinda (1000G, ExXAC, ESP, gnomAD) daha 6nce hi¢ rastlanmamistir. NALCN
geni mutasyonlari OMIM veri tabaninda otozomal resesif “Hypotonia, infantile, with psychomotor retardation and characteristic facies 1”
ilgili fenotipi ile iliskilendirilmis olup hastamizin klinik bulgulari ve dismorfik 6zellikleri ( Gg¢gen yliz, mikrognati, diislik yerlesimli ve biylik
kulaklar, genis agiz, ince Ust dudak) fenotiple 6rtismektedir (11). Sanger yontemi ile segregasyon analizinde bu varyant olguda



dogrulanmis ve saglikli anne ve babanin mutasyonlari heterozigot olarak tasidiklari saptanmistir. Bu nedenlerle olgumuzun fenotipini
aciklayan bu varyant hastalik ile iliskili olarak kabul edilmistir.

Ayrica olguda asagidaki 2 genetik varyasyon daha saptanmistir. Ancak klinik tablo ile uyumlu gériismemistir:

2- KIAA2022 geninde hemizigot c.2720A>C (p.Glu9o7Ala) varyasyonu saptanmistir. Sanger yontemi ile segregasyon analizinde bu varyant
olguda dogrulanmis ve saglikli annenin mutasyonu heterozigot olarak tasidigi saptanmistir. Saptanan varyasyon ACMG kriterlerine gore
klinik 6nemi bilinmeyen varyasyon olarak degerlendirilmektedir. Varyasyona popilasyon galismalarinda ExAC ve ESP’de 1 hemizigot olgu
daha 6nce hig bildirilmistir. KIAA2022 geni mutasyonlari OMIM veri tabaninda X’e bagli mental retardasyon tip 98 ile iliskilendirilmistir
(12). in-silico analizlerde varyasyonun hastalik yapici olmadigi éngériilmektedir. Bu gen varyantlari ile iliskilendirilen dismorfik 6zelliklerin
bir kisma (yuvarlak yiz, kisa filtrum, kisa burun, éne donik burun delikleri, belirgin nazal képrii) hastamizda yoktur.

3- CHD4 geninde daha 6nce literatlrde konjenital kalp hastasinda tanimlanmis (13) ve patojenik olarak Clinvar veri tabaninda bildirilmis
olan heterozigot c.4822G>A (p.Val1608lle) mutasyonu saptanmistir. Ancak olgunun konjenital kalp hastaligi bulunmamaktadir. Ayrica
varyasyonun in-silico analizleri hastalik yapici olmadigi yonindedir. ACMG kriterlerine gére varyant klinik Gnemi bilinmeyen varyasyon
olarak degerlendirilmektedir. Segregasyon analizinde de anne heterozigot olarak saptanmistir.
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Sekil 12. Olgu K306 aile agaci ve varyantlarin dagilimi

13. Olgu K307:
Yapilan analiz sonucunda 3 gende mutasyonlar saptandi:

1- CACNA1H geninde heterozigot c.942C>T (p.Pro341Pro) varyasyonu saptanmistir (Tablo 4). Saptanan varyasyon ACMG kriterlerine gore
klinik 6nemi belirsiz varyasyon (VUS) olarak degerlendirilmektedir. Varyasyona populasyon galismalarinda (1000G, ExAC, ESP, gnomAD)
daha 6nce hi¢ rastlanmamistir. in-silico analizlerde varyasyonun hastalik yapici oldugu éngériilmektedir. CACNA1H geni mutasyonlari



OMIM veri tabaninda “Epilepsy, idiopathic generalized, susceptibility to, 6” (#611942) fenotipi ile iliskilendirilmistir. Segregasyon
analizinde ayni varyant annede de saptanmistir. Bu sebeple varyasyonun klinigi agiklamadigi diistiniimustir.

2-ICK geninde heterozigot c.71T>C (p.lle24Thr) varyasyonu saptanmistir. Saptanan varyasyon ACMG kriterlerine gore klinik 6nemi belirsiz
varyasyon (VUS) olarak degerlendirilmektedir. Varyasyona popitilasyon calismalarinda (1000G, ExAC, ESP, gnomAD) daha 6nce hig
rastlanmamustir. in-silico analizlerde varyasyonun hastalik yapici olmadigi 6ngériilmektedir. ICK geni mutasyonlari OMIM veri tabaninda
«“Epilepsy, juvenile myoclonic, susceptibility to, 10” (#617924) fenotipi ile iliskilendirilmistir. Segregasyon analizinde ayni varyant saglkli
annede de saptanmistir. Bu sebeple varyasyonun klinigi agiklamadigi dislintGlmustr.

3- SEC24B geninde homozigot c.3121_3124delCTCT (p.Leu1041Metfs*29) varyasyonu saptanmistir. (Tablo 4) Saptanan varyasyon ACMG
kriterlerine gore klinik 6nemi belirsiz varyasyon (VUS) olarak degerlendirilmektedir. Varyasyona populasyon galismalarinda (1000G, ExAC,
ESP, gnomAD) daha 6nce hig rastlanmamustir. in-silico analizlerde varyasyonun hastalik yapici oldugu 6ngériilmektedir. SEC24B geni
mutasyonlart OMIM veri tabaninda herhangi bir fenotiple iliskilendirilmemistir. Ancak literatiire bakildiginda temporal lop epilepsisi ve
hipokampal sklerozu olan olgularda SEC24B geninde nadir varyasyonlara rastlandigi bildirilmistir (14). Bu varyant igin segregasyon
analizinde ebeveynlerin heterozigot , olgumuzun ise homozigot oldugu gosterilmistir. Saglikl kardeste segregasyon devam etmektedir.

O
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SEC24B c.3121_3124delCTCTHET SEC24Bc.3121_3124delCTCTHET
ICKc.71T>CHET ICKc.71T>CNORMAL
| CACNA1H c.942C>T HET

[

ﬂ SEC24Bc.3121_3124delCTCTHOM
ICKc.71T>CHET
CACNA1H c.942C>T HET

Tablo 4: Olgularda bulunan varyantlarin in-silico ve diger veri tabanlarina gore analizleri



Tahmin

K206
araglari Kao Kao K74 K112
GABRD: CACNA1A: SMC1A:
SCN2A: CYFIP2: ACMSD: intron 7 |PRUNE: .6449 G>A) | €.2923C>T
c2197G>A  [(234TA>G | c547C>T (Coarea  [C3T16G>A 1 006 | (p-Arga7s?) WWOX:
(p.Ala733Thr [P-lle783Val) (p.Arg183*) csT) (p.Asp106Asn | .= = NM_00630 Ekzon 7-8 NM_016373
) heterozigot |[NM_00103733 | NM_00123786 | heterozigo | NM_021222 6 Homozigo
3 heterozigot | 5 heterozigot |t homozigot | heterozigot | heterozigot t delesyon
Nadir variant .
(MAF <0.01) Nadir
variant Tanimli degil
ExAC Tanimh degil Tanimh degil (MAF <0.01) Taniml degil | Tanimli degil Taniml degil
Nadir variant Nadir Tanimli degil
(MAF <0.01) .
variant
1000G Tanimh degil Tanimh degil (MAF <o0.01) Taniml degil | Tanimli degil Taniml degil
Nadir variant . Tanimli degil
(MAF <0.01) Nadir
variant
ESP Tanimh degil Tanimh degil (MAF <0.01) Taniml degil | Tanimli degil Taniml degil
Mutation Hastalik Hastalik yapici Hastalik yapici Hastalik yapici | Hastahk Hastalik
taster yap|C|a - yapici yapici -
SIFT Tahrip edici’ Tahrip edici - Tahrip edici - -
POLYPHEN Muhtemelen Muhtemelen
2 iyi huylu® tahrip edici - tahrip edici - -
PROVEAN Nétral® Zararh - Zararh - -
Tanimli degil Tanimli degil Tanimli Tanimli
HGMD Tanimli degil Tanimli degil |(patojenik) Tanimli degil | (patojenik) Tanimli (patojenik)
Tanimli degil Tanimli degil Tanimli Tanimli
Clinvar Tanimli degil Tanimli degil |(patojenik) Tanimli degil | (patojenik) Tanimli (patojenik)




Tahmin

araglar K111 K300 K301
CNTNAP2
SKCTD7: c.818A>T | SZT2 SZT2 DOCK7 SCN9A c.3653C>T
(p.Asn273lle) c.185G>C €.5162T>G €.3257T>A | c.2384T>C (p.Pro1218Leu)
homozigot (p.Ser62Thr) |(p.Phe1721Cys) (p.Leu1086*) | (p.Val795Ala) heterozigot
heterozigot |heterozigot homozigot | heterozigot
Tanimli Tanimli degil
ExAC Tanimh degil Tanimh degil Tanimli degil | degil Tanimh degil
Tanimli degil | Tanimh Tanimh degil
1000G Tanimh degil Tanimh degil degil Tanimh degil
Tanimh degil | Tanimh Tanimh degil
ESP Tanimh degil Tanimh degil degil Tanimh degil
Mutation Hastalik Hastalik yapici Hastalik
taster Hastalik yapici® yapici® yapicl Polimorfizm Hastalik yapici
Tahrip edici Tolere Tahrip edici
SIFT Tahrip edici® Tahrip edici edilebilir




lyi huylu .
Muhtemelen Muhtemelen lyi huylu
POLYPHEN2 | tahrip edici tahrip edici lyi huylu
Zararh Zararh
PROVEAN | Zararli’ Nétral Nétral
Tanimh degil
Tanimli,  hastalik Tanimli Tanimli degil
HGMD yapicl Tanimh degil degil Taniml degil
Tanimh degil
Tanimh degil
Tanimli
Clinvar Tanimli, patojenik | Tanimli degil degil Tanimh degil
Tahmin
araglar
K302 K303 K304
SCN8A:  c.2629A>CKCNH6: c.469G>T BCORL1: c.4754A>C NAGS: €.1450T>C
. ) (p.GIn1585Pro)
HRASLS: (p.Asn877His) (p.Glu157*) heterozigot hemizigot (p.Trp484Arg)
heterozigot heterozigot
C.454+1G>A
homozigot




210 het, 1 30 hemizigot
ExAC hom Tanimh degil Tanimh degil Tanimh degil
Tanimh degil 1 homozigot
1000G Tanimh degil Tanimli degil Tanimh degil
ESP Tanimh degil [Tanimh degil Tanimh degil Tanimli degil Tanimh degil
Mutation Hastalik Hastalik yapici Hastalik yapici Hastalik yapici
taster yapici® Hastalik yapici®
SIFT - Tahrip edici - Tolere edilebilir Tahrip edici
Muhtemelen tahrip" benign Muhtemelen tahrip
POLYPHEN2 - edici edici
PROVEAN - Zararl - Zararh Zararl
Hastahk - - -
HSF yapicl -
Tanimh degil Tanimli degil Tanimli: DM (Disease
HGMD Tanimli degil [Tanimli degil mutation)
Clinvar Tanimli degil [Tanimli degil Tanimli degil Tanimli degil Tanimli: Patojenik

§Varyant (gen: pozisyon)



Tahmin araglan

K305 K306
NALCN:
€.3954+1G>A CHD4: c.4822G>A KIAA2022: €.2720A>C
VARS2: C.970A>T| ] o
homozigot (p.Val1608lle) heterozigot |(p.Glu9o7Ala) hemizigot
(p.lle324Phe) homozigot
ADSL: Cc.1277G>A
(p.Arg426His) homozigot
ExAC Taniml degil Taniml degil Taniml degil 9 het 1 hemizigot
Tanimli degil Tanimli degil
1000G Tanimli degil Tanimli degil Taniml degil
ESP Taniml degil Taniml degil Taniml degil 9 het 1 hemizigot
Mutation taster | Hastalik yapici® Hastalik yapici® Hastalik yapici® Polimorfizm Polimorfizm

SIFT Tahrip edici - - Tolere edilebilir Tolere edilebilir
POLYPHEN2 Muhtemelen tahrip edici |Benign - Benign Benign
PROVEAN Zararh - - Notral Notral

HSF - - Zararh - -




Tanimli: DM  (Disease Tanimli: DM (disease[Tanimli degil
HGMD mutation) Tanimh degil Taniml degil mutation)
Clinvar Tanimhi: Patojenik Tanimli degil Tanimli degil Tanimli: Patojenik Tanimli degil
Tahmin
araglar K305 K306
NALCN:
C.3954+1G>A CHD4: c.4822G>A KIAA2022: €.2720A>C
ADSL: C.1277G>A VARS2: C.970A>T homozigot (p.Val1608lle) (p.Glu9o7Ala) hemizigot
(p.lle324Phe) homozigot :
(p.Arg426His) P g heterozigot
homozigot
ExAC Tanimli degil Tanimli degil Tanimli degil 9 het 1 hemizigot
Tanimli degil Tanimli degil
1000G Tanimh degil Tanimh degil Tanimh degil




ESP Tanimh degil Tanimh degil Tanimh degil 9 het 1 hemizigot
Mutation Polimorfizm Polimorfizm
taster Hastalik yapici® Hastalik yapici® Hastalik yapici®
SIFT Tahrip edici - - Tolere edilebilir Tolere edilebilir
Muhtemelen  tahrip Benign Benign
POLYPHEN2 edici Benign -
PROVEAN Zararh - - Notral Notral
HSF - - Zararh - -
Tanimh: DM (Disease Tanimh: DM (disease[Taniml degil
HGMD mutation) Tanimh degil Tanimh degil mutation)
Clinvar Tanimli: Patojenik Tanimh degil Tanimh degil Tanimli: Patojenik Tanimli degil




Tahmin araglan

K307

CACNA1H:
€.942C>T

(p.Pro341Pro)

ICK:  ¢c.71T>C

heterozigot

(p.lle24Thr)

SEC248B:
p.Leu1041Metfs*29

(c.3121_3124delCTCT)

heterozigot homozigot
ExAC Tanimli degil Tanimli degil Tanimli degil
1000G Tanimli degil  Tanimh degil Tanimli degil
ESP Tanimli degil Tanimli degil Tanimli degil
Mutation Hastalk yapici
taster Hastalk yapici  |Hastalk yapici
SIFT - Tolere edilebilir -
POLYPHEN2 - Benign B
PROVEAN - Notral -

Splicing’i bozma -
HSF potansiyeli -
HGMD Tanimli degil Tanimli degil Tanimli degil
Clinvar Taniml degil Taniml degil Tanimli degil




TARTISMA VE SONUC:

Klinik, radyolojik, ayrintil metabolik testler ve karyogram/molekiiler karyotipleme ile etyolojisi agiklanamayan 13 olguya tim ekzom
dizileme yapildi ve % 77 (10) olguda, 3’U de novo olan klinik tabloyu agiklayan varyant bulundu: Olgularin 5’inde (%38) fenotiple
ortiisen, HGMD ve Clinvarda patolojik olarak tanimli mutasyonlar bulunarak kesin molekdler genetik tani konmus oldu. Bes hastada
ise fenotiple ortisen, aile igi segregasyonu uygun ancak HGMD ve Clinvar’da taniml olmayip in slico analizlerde sadece ‘mutation
taster’da ‘hastalik yapicr olarak tanimlanan ‘muhtemel patolojik’ varyantlar bulundu. Bu olgularin 1’inde hastalik yapici etkisi hentiz
bildirilmemis ancak epilepsi ile iligkili olmasi muhtemel farkl bir gende de varyant gosterildi. Son 3 hastada ise klinigi agiklayacak
heterozigot varyantlar bulundu ancak bu varyantlarin aile igi segragasyonu uygun degildi. Hatta 1 olguda (K300) tim genom ¢alismasi
da sonugsuz kaldi. Ailelere genetik danisma verilirken olasi penetrans farkliliklari da dikkate alinmistir.

Erken gocukluk ¢agi epileptik ensafalopatilerinde tim ekzom dizileme y&ntemi ile olgularin yaklasik %30’una tani konulmaktadir
(15,16). Calismaya dahil edilen olgularin nébet baslama yaslari, se¢me Olgiitleri ve diger 6zellikler ile bu farkhiliklari agiklayabilir. Bizim
¢alismamizda tim ekzom dizileme yontemi ile tani konulma oraninin daha yiiksek olmasinin, olgu sayisinin azligi ile ilgili olabilecegi
gibi, 6ncesinde tim olgularin aCGH ile taranarak kopya sayi degisikliklerinin dislanmasi, klinik fenotip ile belirlenebilecek tek gen
defektlerinin guruba alinmamasi (SCN1A ile iliskili Dravet sendromu gibi), ayrintili metabolik incelemeler ve metabolik tedavilerin
(vitamin B6, PNP5, folinik asid) denenmis olmasi gibi giigli 6n segim olgutlerinin kullaniimis olmasi sonucu oldugunu disiinlyoruz.

Anlamli varyant bulunamayan olgularda, 1 yil arayla yeni tanimlanan varyantlara yénelik analizleri siirdiirmeyi planhyoruz.
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