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OZET
Epilepside Kopya Sayis1 Varyasyonlarinin Arastirilmasi

Epilepsi, bir néron grubunda ortaya ¢ikan anormal, asir1 ve eszamanl elektriksel
desarjlara bagli yineleyici ndbetlerle seyreden yaygin bir noérolojik bozukluk olarak
tanimlanmaktadir. Diinya genelinde 50 milyondan fazla kisiyi etkiledigi ve prevalansinin
her 1000 kiside yaklasik 7.6 olgu oldugu bildirildi. Epilepsi genetik, yapisal, enfeksiyoz,
metabolik, immiin ve bilinmeyen nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikmakla birlikte, olgularin
%40-60’1min genetik kokenli oldugu gosterildi. Mevcut calismalar, epileptogenezde
dogrudan rol oynadig1 degerlendirilen yaklasik 300 gende insersiyon/delesyon (indel) ve tek
niikleotit varyantlarmin (SNV) tanimlandigini; ayrica noérogelisimsel siireclerle iliskili
500’den fazla epilepsi geninin rapor edildigini géstermektedir. Buna ek olarak, kopya sayisi
varyasyonlarinin (CNV) epileptogenezde anlamli bir rol istlendigi gosterildi ve farkli
epilepsi tiplerinde CNV sikliginin %5 ile %12 arasinda seyrettigi bildirildi. Bu ¢aligmada,
kisa varyant analizi sonucunda genetik tan1 konulamayan 102 epilepsi hastasina ait tiim
ekzom dizileme wverileri yeniden islenerek kopya sayist varyasyonlari arastirildi.
Gergeklestirilen biyoenformatik analizler ve molekiiler dogrulama sonrasinda 8 hastada

klinigi agiklayabilecek kopya sayisi varyasyonlari tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Epilepsi, Genetik, Kopya sayisi varyasyonlari, Tiim ekzom dizileme
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ABSTRACT
Investigation of Copy Number Variations in Epilepsy

Epilepsy is defined as a common neurological disorder characterized by recurrent
seizures resulting from abnormal, excessive, and synchronous electrical discharges in a
population of neurons. It has been reported to affect more than 50 million people worldwide,
with a crude prevalence of approximately 7.6 per 1000 individuals. Although epilepsy arises
from genetic, structural, infectious, metabolic, immune, and unknown causes, 40-60% of
cases have been shown to be genetic in origin. Current studies have identified
insertion/deletion (indel) and single-nucleotide variants (SNVs) in approximately 300 genes
directly implicated in epileptogenesis; moreover, more than 500 epilepsy genes related to
neurodevelopmental processes have been reported. In addition, copy-number variants
(CNVs) have been shown to play a significant role in epileptogenesis, and their frequency
has been reported to range between 5% and 12% across different epilepsy subtypes. In this
study, whole-exome sequencing (WES) data from 102 epilepsy patients who remained
undiagnosed after short-variant analysis were reprocessed to investigate CNVSs.
Bioinformatic analyses and molecular validation identified CNVs in 8 patients that could

account for the clinical phenotype.

Keywords: Epilepsy, Genetics, Copy number variation, Whole exome sequencing
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1. GIRIS ve AMAC

Epilepsi, diinya genelinde 50 milyondan fazla kisiyi etkileyen ve her 1000 kisiden
yaklasik 7.6’sinda goriilen nobetlerle karakterize yaygin bir norolojik bozukluktur. En sik
gorildiigli donemler erken ¢ocukluk ve 60 yas sonrasi olmakla birlikte, epilepsi her yasta
gelisebilen bir hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerinde, epilepsi olgularmin

yaklasik %80’inin diisiik ve orta gelirli lilkelerde goriildiigii belirtilmektedir (1, 2).

Epilepsi nobetlerinin farkli tiplerde oldugunun gozlenmesiyle birlikte epilepsi
siniflandirmasinin gerekli oldugu 18.yiizyilda anlasilds. Ilk epilepsi siniflandirma ¢alismalari
Gestaut liderliginde 1964’te basladi ve 1969’da ILAE (International League Against
Epilepsy) genel kurulunun onayladig1 siniflandirma semasi olusturuldu. Epileptik ndbetlerin
tanim ve siniflandirmasinin tek bir cergevede toplanmasinin, hastaligin kiiresel 6lcekte
karsilagtirmali bi¢imde degerlendirilmesi acisindan kritik bir gereklilik oldugunu ilk fark
eden isim Gastaut oldu. Bu dogrultuda uzun vadede gegerliligini koruyacak bir sistem
olusturmak amaciyla kararli bir bicimde calismalar yiiriittii. Gastaut’nun bu alandaki
yaklagimi, 1964 yilinda Marsilya Kolokyumu’nda sundugu taslak siniflandirma ile bilim
cevrelerinde destek gormeye basladi. Siireci takip eden yillarda, 1969°da New York’ta
diizenlenen toplant1 sonucunda hem Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Ligi (ILAE) Genel
Kurulu hem de diinya genelindeki ndroloji ve ndrofizyoloji topluluklar tarafindan kabul

edilen bir siniflandirma semasi ortaya kondu (3).

ILAE tarafindan yapilan siniflandirma ¢aligmalar1 1969°dan gilintimiize kadar devam
etmektedir. [LAE'nin son smiflandirma raporuna (2017) gore epilepsi li¢ farkli diizeyde
siiflandirilmaktadir. Nobet tiplerine (fokal, jeneralize ve bilinmeyen), epilepsi tipleri
(fokal, jeneralize, kombine fokal-jeneralize ve bilinmeyen) ve epilepsi sendromlarina
(6rnegin, cocukluk absans epilepsisi, West sendromu, Dravet sendromu gibi) gore
simiflandirilmaktadir. Epilepsiler genetik, yapisal, enfeksiydz, metabolik, immun ve
bilinmeyen olmak iizere ¢ok ¢esitli etiyolojiye sahiptir. Genetik olmayan epilepsilerin cogu
enfeksiyon, travma, beyin tiimori, alkolizm, Alzheimer hastaligi ve felg gibi diger
rahatsizliklarin  yarattigt beyin hasar1 kaynakli olup tiim epilepsilerin %Z20-30'unu

kapsamaktadir. Epilepsilerin %40-60"1 genetik nedenlerden kaynaklanmaktadir (4—7).

Epilepsi, klinik belirtileri ve genetik altyapis1 bakimindan heterojenite gosteren
karmasik bir hastaliktir. Bazi genlerde ortaya ¢ikan varyasyonlar dogrudan epilepsiye ya da

temel bulgu olarak epilepsinin goriildiigii sendromlara yol agmaktadir. Diger bazi genler ise

1



beynin gelisimsel bozukluklariyla ve epilepsiyle iliskilidir. ILAE'ye gore genetik epilepsiler
hem monogenik (kalitsal ya da de novo) hem de kompleks (¢evresel faktorlerle birlikte veya
gevresel faktorler olmadan poligenik) kalitim gostermektedir (7). Epilepsilerin biiyiik
cogunlugu bir ya da birden fazla genin ¢evresel faktorlerin etkisi olmadan veya g¢evresel
faktorlerin birlikte etkiledigi kompleks kalitim ile aciklanmaktadir. Bununla birlikte,
epilepsinin otozomal resesif, otozomal dominant, X'e bagl resesif, X'e bagli dominant ve
mitokondriyal kalittm paternleri bulunmaktadir. Bir gendeki varyasyonun farkli tipte
epilepsiye veya farkli genlerdeki varyasyonlarin ayni tipte epilepsiye sebep olmasi, birden
fazla gendeki varyasyonun cevresel unsurlarin etkisiyle birlikte epilepsi fenotipini

gostermesi, epilepside genetik etiyolojiyi ortaya ¢ikarmayi zorlastirmaktadir (8, 9).

Tanimlanmis epilepsi sendromlari ve bu sendromlarla iliskilendirilen genler genomik
teknolojilerin yaygin olarak kullanilmaya baslanmasiyla her gecen giin artmaktadir.
Epilepsiyle iliskili genetik mekanizmalarda InDel (insersiyon- delesyon) ve tek niikleotit
varyasyonlarinin disinda kopya sayisi1 varyasyonlari (Copy Number Variation; CNV) da
dikkate deger bir rol tistlenmektedir (5, 10). CNV, referans genom ile kiyaslandiginda bir
DNA segmentinin kopya sayisinda goriilen olagan disi degisiklikler (kayiplar veya
kazanimlar) olarak ifade edilmektedir (11-13). CNV'ler normal genomik varyasyonun bir
pargast olmasina ragmen bazi nadir CN'V'ler hastaliklara sebep olmaktadir. Nadir CNV'ler,
bircok tek gen hastaligi ve multifaktoriyel hastaliklarda rol oynamaktadir (14). CNV’ler
aciklanamayan entelektiiel yetersizlik (intellectual disability; ID), dogumsal anomaliler ve
ndbetler dahil olmak iizere néropsikiyatrik bozukluklar olan hastalarda olduk¢a 6nemli
goriilmektedir ve epilepsiyi de igeren kompleks kalitimli norogelisimsel bozukluklarin
baslica etiyolojik faktorleri arasinda yer almaktadir. (15). Cesitli arastirmalarda kopya sayisi
varyasyonlarinin epilepsiye yatkinlik yaratan bir faktér ya da dogrudan hastaligin nedeni
oldugu ortaya kondu. Epilepsili bireylerde patojenik CNV’lerin orani yaklasik %5-12
araliginda bildirildi (10, 16, 17).

CNV'leri tamimlamaya yonelik geleneksel yaklagimlar, karyotipleme ve floresan in
situ hibridizasyon (FISH) gibi sitogenetik teknolojilerdir (18). 2003 yilindan beri dizi tabanli
karsilagtirmali genomik hibridizasyon (array based comparative genomic hybridization;
arrayCGH) ve tek niikleotid polimorfizm array (single nucleotide polymorphism array; SNP
array) yaklagimlart da kullanilarak CNV'lerin genom ¢apinda tespiti saglanmaktadir (19).

Son yillarda yeni nesil dizileme (NGS), genotipleme amaciyla sik kullanilan bir strateji



haline geldi. Bu teknoloji, tek bir deneyde yiiz milyonlarca kisa okuma iiretmekte ve

CNV’lerin yiiksek ¢oziintirliikte analizine olanak saglamaktadir (20).

NGS tabanli veriler, yalnizca kisa varyantlarin degil, ayn1 zamanda kopya sayist
varyasyonlarinin da tespit edilmesine olanak saglamasi sayesinde epilepsinin genetik
temeline yonelik arastirmalari 6nemli dlgiide ilerletti. Bu ¢alismada, kisa varyant analizi
sonucunda herhangi bir tek niikleotit varyasyonu veya (InDel) varyant1 tespit edilemeyen
epilepsi hastalarina ait tim ekzom dizileme verileri kullanilarak biyoenformatik analiz
gerceklestirildi. Bu kapsamda, kopya sayisi varyantlarinin tanimlanmasi, klinigi
aciklayabilecek genetik nedenlerin ortaya konulmasi, epilepsinin genetik etiyolojisinde rol
oynayabilecek genomik bolgelerin belirlenmesi ve epilepsi ile iliskili yeni aday genlerin
tanimlanmasi hedeflendi. Bunun yani sira, ek bir genetik test maliyeti olusturmadan tani
alamayan hastalarda genetik nedenlerin belirlenmesi saglanarak, hedefe yonelik tedavi

seceneklerine ulagma potansiyeli artirildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Epilepsi ve Nobet

Epilepsi, néron gruplarmin anormal ve asir1 elektriksel desarjlar1 sonucunda ortaya
cikan tekrarlayici ndbetlerle seyreden yaygin bir sinir sistemi bozuklugudur. Nobetler,
viicudun bir bolimiinii ya da tamamini etkileyen kisa siireli istem dis1 kasilmalarla ortaya
¢ikmaktadir. Bazi olgularda biling kaybina ek olarak mesane ve intestinal kontroliin kaybiyla
birlikte seyretmektedir (5). Epilepsi, hem statik hem de ilerleyici 6zellik gosterebilen bir
Klinik tablo olmakla birlikte ozellikle bilissel yetersizlikler gibi komorbiditelerle
seyretmektedir (21).

Epilepsili bireylerin yaklasik %80’inin diisiikk ve orta gelirli iilkelerde yasadigi,
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan rapor edildi. Bu bdlgelerde dogum travmasi, kafa travmasi
ve enfeksiydz hastaliklar gibi cevresel risk faktorlerinin yayginligi epilepsi prevalansini
artiran baslica nedenler arasinda yer almaktadir (2). Ayrica, diisiik ve orta gelirli tilkelerde
yiiksek oranlarda goriilen akraba evliliklerinin, genetik etiyolojiye bagl epilepsi vakalarinin

artisinda 6nemli bir rol oynadig literatiirde bildirilmektedir (22, 23).
2.2. Epilepsi Simiflandirmasi

Epilepsinin dogru siniflandirilmasi, klinik yonetim ve tedavi planlamasi agisindan
biiyiik 6nem tasimaktadir. Uluslararas: Epilepsi Birligi (ILAE), epilepsinin etiyolojisine ve
nobet tipine dayali olarak zaman igerisinde ¢esitli siniflandirmalar gelistirdi; bu kapsamda
2017 yilinda epilepsi tanisinda kullanilacak giincellenmis bir siniflama sistemi yayimlandi.
ILAE 2017 siniflamasinda epilepsi, {i¢ ana basamak tizerinden degerlendirilmektedir: [1]
ndbet tipinin belirlenmesi, [2] epilepsi tipinin belirlenmesi ve [3] epilepsi sendromunun
tanimlanmasi. Nobet tipleri, baglangi¢ 6zelliklerine gore fokal, jeneralize veya baglangici
bilinmeyen olarak kategorize edilmektedir. Fokal nobetlerin tek bir hemisferde basladigi;
jeneralize nobetlerin ise her iki hemisferi eszamanli olarak etkiledigi belirtilmektedir.
Baslangic1 belirlenemeyen nobetler, gozlemsel eksiklikler veya teknik kisitlamalar
nedeniyle smiflandirilamayan nébetleri icermektedir. Ikinci basamakta epilepsi tipi
tanimlanmakta; tcilincii basamakta ise klinik bulgular, elektroensefalografi (EEG) ve
norogoriintiileme verileri dogrultusunda miimkiinse belirli bir epilepsi sendromu tanisi
konulmas1 oOnerilmektedir. Bununla birlikte, ILAE 2017 siniflamas1 altinda epilepsinin
etiyolojisinin de sistematik olarak tanimlanmasi gerekliligi vurgulanmakta ve yapisal,

genetik, enfeksiyoz, metabolik, immiinolojik veya bilinmeyen nedenler olmak iizere alti
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temel etiyolojik kategori tanimlanmaktadir (Sekil 1). Genetik nedenlerin, 6zellikle erken
baslangi¢hi epilepsilerde dnemli bir yer tuttugu belirtilmektedir. Bu yeni yaklagimin, epilepsi
tanisinda daha kesin bir terminoloji kullanilmasin1 ve genetik arastirmalarin epilepsi

etiyolojisindeki yerinin daha iyi anlasilmasini destekledigi ifade edilmektedir (7).

NOBET TiPLERI ETIYOLOJI
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Sekil 1. ILAE 2017 epilepsi siniflandirmasinin sematik gosterimi (Scheffer’dan, 7)

2.3. Epilepsi Etiyolojisi
2.3.1. Yapisal Nedenler

Epilepsinin yapisal etiyolojisi, beyinde dogustan veya sonradan gelisen anatomik
bozukluklara bagli olarak ortaya ¢ikan ve nébetlerin olusumunda dogrudan rol oynayan
nedenleri kapsar. Yapisal nedenler, genellikle manyetik rezonans goriintiileme (MRG) gibi
norogdriintiileme yontemleriyle saptanabilen hipokampal skleroz, kortikal gelisimsel
malformasyonlar, beyin tliimorleri, vaskiiler lezyonlar ve travmatik beyin hasar1 gibi
patolojileri igerir. Bu tiir lezyonlar, epileptogenez siirecinde ndronal aglarin yeniden
yapilanmasina, sinaptik dengesizliklere ve epileptik odaklarin olusumuna zemin
hazirlamaktadir. Ayrica, yaygin epilepsi formlarinda yapilan biiyiik 6lgekli nérogoriintiileme
calismalari, hipokampal hacim azalmasi ve kortikal kalinlikta diizensizlik gibi yapisal beyin

anormalliklerinin siklikla eslik ettigini gostermektedir (24, 25).



2.3.2. Enfeksiyoz Nedenler

Epilepsinin enfeksiydz nedenleri, 6zellikle merkezi sinir sistemini (MSS) etkileyen
enfeksiyonlarin akut ve kronik etkileriyle iliskilidir. Viral, bakteriyel, fungal ve parazitik
etkenlerin MSS'de enfeksiyon olusturmasi, ndroenflamatuvar yanitlar1 tetikleyerek
epileptogenez siirecine katkida bulunmaktadir. Literatiirde, geligsmis {ilkelerde MSS
enfeksiyonu geciren bireylerde istemsiz ndbet goriilme oraninin %6.8—8.3 arasinda degistigi,
ancak diisiik ve orta gelirli tilkelerde bu oranin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (26).
Ozellikle viral ensefalitler gibi MSS'yi dogrudan etkileyen enfeksiyonlar, akut semptomatik

nobet riskini artirmakta, bazi olgularda ise kalic1 epilepsiye neden olabilmektedir (27).
2.3.3. Metabolik Nedenler

Epilepsinin metabolik etiyolojisi, dogustan gelen kalitsal metabolik bozukluklara
bagli olarak ortaya ¢ikmakta ve cogunlukla erken yasta baslayan, tedaviye direngli ndbetlerle
seyretmektedir. Bugiine dek 600'den fazla metabolik epilepsi tanimlanmis olup, bu
bozukluklar kalitsal metabolik hastaliklarin yaklasik %37’sini olusturmaktadir. Bu grup
icinde enerji metabolizmasi bozukluklari, glikozilasyon bozukluklari, norotransmitter
sentezi ve katabolizmasiyla ilgili defektler ile sinaptik vezikiil dongiisiinii etkileyen
hastaliklar yer almaktadir. Metabolik epilepsilerin yaklasik %18’ inin 6zgiil tedavilere yanit
verdigi ve bu nedenle erken taninin biiyllk 6nem tasidigi bildirilmektedir. Bu tiir
epilepsilerde taniya ulagsmak i¢in klinik bulgularin yani sira kan ve idrar metabolit analizleri,
ileri biyokimyasal testler ve genetik analizler kullanilmaktadir. Uygun tedaviyle birlikte
nobet kontrolii saglanabilmekte, ilerleyici norolojik bozulmalarin oniine gegilebilmektedir
(28, 29).

2.3.4. immun Nedenler

Epilepsinin immiin etiyolojisi, son yillarda yapilan ¢aligmalarla birlikte daha iyi
anlasild1 ve "immiin aracili epilepsi" kavrami klinik uygulamalarda yer edinmeye basladu.
Otoimmiin ensefalitler akut semptomatik nobetlere neden olabilirken, bazi durumlarda kalici
epileptik odaklara doniisen kronik immiin siirecler de gelisebilmektedir. Ozellikle hiicre
yiizeyi antijenlerine (6rnegin NMDA, LGI1, CASPR2) kars1 gelisen otoantikorlarin yapisal
bir beyin lezyonu olmaksizin nébetlere neden olabildigi; buna karsin hiicre i¢i antijenlere
kars1 gelisen otoantikorlarin genellikle immiin yanittan ¢ok sekonder yapisal hasara bagl
epileptogenezle iligkili oldugu gosterilmektedir. Otoimmiin kaynakli nébet bozukluklarinda

tani, klinik belirtiler, EEG ve goriintiileme bulgulart ile birlikte 6zgiil otoantikorlarin
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saptanmasina dayanir. Bu hastalarda immiin tedavilere (kortikosteroidler, IVIG,
plazmaferez) erken donemde baslanmasi, hem nobet kontrolii hem de sekellerin 6nlenmesi

acisindan onem tasimaktadir (30, 31).
2.3.5. Bilinmeyen Nedenler

Baz1 epilepsi olgularinda, kapsamli klinik degerlendirme, ileri diizey goriintiilleme
yontemleri ve genetik testlere ragmen altta yatan neden belirlenemez. Bu tiir durumlar,
ILAE’nin 2017 epilepsi siniflamasinda “bilinmeyen nedenli epilepsi” basligi altinda
tamimlanir (7). Etiyolojinin belirlenememesi, ¢ogu zaman mevcut tani yontemlerinin
duyarhilik smirlartyla iliskilidir. Ozellikle genetik gegis siiphesi bulunan fakat bilinen
genetik  varyantlarla aciklanamayan olgularda, heniiz tanimlanmamis molekiiler
mekanizmalarin varlig: diistiniilmektedir. Gelecekte yapilacak ileri ndrogenetik, epigenetik
ve transkriptomik ¢alismalarin bu olgularin aydinlatilmasinda 6nemli katkilar saglayacagi
ongoriilmektedir. Bu baglamda, "bilinmeyen nedenli epilepsi" kavrami yalnizca tanisal bir
eksikligi degil, ayn1 zamanda epilepsinin biyolojik ¢esitliligini ve arastirma gereksinimlerini

yansitmaktadir.
2.3.6. Genetik Nedenler

Epilepsinin genetik temeli, monogenik varyantlardan poligenik yatkinliklara ve gen-
cevre etkilesimlerine kadar uzanan genis bir spektrum igerisinde degerlendirilmektedir.
Genetik epilepsilerde, voltaj kapili sodyum (SCNI1A), potasyum (KCNQ2), kalsiyum
(CACNA1A) ve kloriir (CLCN2) kanallarini; ligand kapilt gama-aminobiitirik asit
reseptorleri (GABAR'lar), glutamat ve NMDA reseptorleri gibi sinaptik reseptorleri; HCN
kanallari, asetilkolin reseptorleri, bazi metabolik enzimler, tasiyici proteinler, hiicre iskeleti
elemanlar1 ve adezyon molekiilleri gibi bir¢cok farkli protein smifin1 kodlayan genlerde
patojenik varyantlar tanimlandi. Bu yapilarla iliskili yaklagik 300 gende tek niikleotid
varyasyonu (SNV) ve kiigiik insersiyon-delesyon (InDel) varyantlar1 saptandi; ayrica
500’den fazla norogelisimsel epilepsi geni, kapsamli hasta serileri tizerinden iligkilendirildi
(17, 32-34). Bunun yan sira, epilepsili bireylerde yapilan genom ¢apinda analizler, genleri
tamamen veya kismen etkileyen delesyon ve duplikasyonlarin da hastalik etiyolojisinde

onemli rol oynayabildigini gdstermektedir.

Kopya sayis1 varyasyonlari, 6zellikle siddetli norogelisimsel epilepsilerde ve
sendromik olgularda tan1 degeri tasiyan yapisal varyantlar arasinda yer almaktadir (10, 35).

Bu genetik varyasyonlarin bir kism1 gain-of-function (fonksiyon kazanimi) veya loss-of-
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function (fonksiyon kaybi) etkilerle protein fonksiyonunu degistirmekte, baz1 mutasyonlar
ise ayn1 gen iizerinden birden fazla epileptik fenotipe neden olabilmektedir (36). Ozellikle
de novo mutasyonlar, epileptik ensefalopatilerin etiyolojisinde belirleyici rol oynamakta;
ailesel gecis gosteren varyantlar ise diisiik penetrans ve degisken ekspresivite nedeniyle
tanisal yorumlamada zorluk olusturmaktadir (17, 37). Epilepsinin bu diizeyde genetik
heterojenite gdstermesi, fenotipik smiflandirmalart giiglestirmekte ve molekiiler tant

yaklasimlariin 6nemini vurgulamaktadir.
2.4. Epilepsi Etiyolojisinde Kopya Sayis1 Varyasyonlari
2.4.1. Kopya Sayis1 Varyasyonlarinin Tanimi

Epilepsi etiyolojisinde, tek niikleotid varyantlar1 ve kii¢iik insersiyon/delesyonlarin
yani sira, kopya sayisi varyasyonlarinin (CNV) da énemli bir rol oynadig: bildirildi (5, 10).
CNV’ler, referans genomla karsilastirildiginda DNA'nin belirli bir segmentinde meydana
gelen kopya sayist degisiklikleri — kayip veya kazang — olarak tanimlanmaktadir (11-13).
CNV'lerin boyutlari, ilk ¢alismalarda 1000 baz ¢iftinden (1 kbp) biiyiik segmentler olarak
tanimlanirken (12) daha sonraki ¢alismalarda yaklasik 100 baz ¢iftinden biiyiik (14) ve son
yillarda ise 50 baz gifti ile birka¢ megabaz ¢ifti (Mbp) arasinda degisen segmentler olarak
tanimlanmaktadir (38, 39). Delesyon, duplikasyon, inversiyon ve translokasyon gibi
genomik yapisal yeniden diizenlemeler CNV olusumuna neden olmaktadir (5). CNV’ler,
icerdigi genlerin kopya sayisindaki degisiklikler yoluyla gen ekspresyon diizeylerini
etkileyerek, haploid genom basmna tek bir gen kopyasindan elde edilen transkripsiyon
seviyesinin azalmasia veya artmasma yol agmaktadir (13). CNV’ler normal genomik
varyasyonun bir pargasini olusturmakla birlikte, nadir CNV’ler o6zellikle ndérolojik

hastaliklarin gelisiminde rol oynamaktadir (11).
2.4.2. Kopya Sayis1 Varyasyonlarinin Tespitinde Kullanilan Yontemler

Sitogenetik teknikler, kromozomlarin goriintiilerinin incelenmesine dayanan CNV

tespiti i¢in ilk yontemlerdir.

a) Karyotipleme: bir bireyin kromozom yapisinin analizini saglayan ve kromozom
sayisindaki veya yapisindaki degisiklikleri tespit eden geleneksel sitogenetik yontemdir.
Karyotipleme siireci, mitozun metafaz evresinde yogunlagmis kromozomlarin mikroskop
altinda incelenmesiyle gerceklestirilir. Hiicre kiiltiirii yapilarak mitotik faza girmeleri

saglanan hiicreler, kolsisin gibi bir madde ile durdurulur ve ardindan hipotonik ¢6zelti i¢cinde



sisirilen hiicreler yayilip sabitlenir. Giemsa gibi boyama teknikleriyle kromozomlarin bant
desenleri belirginlestirilip her kromozomun karakteristik yapisi gézlemlenebilir hale gelir.
Karyotipleme, biiyiik 6l¢cekli CNV’lerin (>5 Mb; megabaz) belirlenmesinde kullanilabilir ve
ozellikle biiyiik yapisal degisikliklerin gézlemlenmesinde etkilidir (40).

b) FISH: Floresan In Situ Hibridizasyon, kopya sayisi varyasyonlarini tespit etmek igin
kullanilan bir molekiiler sitogenetik yontemdir. Bu yontemde, hiicreden izole edilen DNA,
kimyasal veya 1siyla denatiire edilerek tek iplikcikli hale getirilir. Ardindan, belirli bir
kromozom bolgesini hedefleyen floresan isaretli DNA problar1 6rnege eklenir. Bu problar,
ilgili genetik bolgeyle hibridize olur ve mikroskop altinda gézlemlenir. Incelenen kromozom
bolgesinde ortaya cikan floresan sinyallerin sayist ve yogunlugu referans degerlerle
karsilastirilarak degerlendirme yapilir. Referansa gére daha fazla floresan sinyali goriilmesi
o bolgedeki genetik materyalin arttigini (duplikasyon), daha az sinyal goriilmesi ise kayip
oldugunu (delesyon) gostermektedir. Ozellikle hedeflenen bdlge ve genler igin oldukca
hassas olmasina karsin 10 Kb (kilobaz)’dan daha biiyiik varyasyonlari tespit edebilen bu

yontem, genom ¢apinda tarama i¢in uygun degildir (41, 42).

¢) Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon: Konvansiyonel sitogenetik ve FISH
yontemlerinin ¢oziintirliik sinirlamalari, CNV tespitine yonelik bir diger sitogenetik yontem
olan Karsilagtirmali Genomik Hibridizasyon (Comparative Genomic Hybridization;
CGH)’un gelistirilmesine zemin hazirladi. CGH yontemi, test edilen ve kontrol
orneklerinden elde edilen DNA’nin kromozomlar boyunca hibridize edildigi bolgelerde
olusturdugu floresan sinyallerinin karsilastirilmasiyla dizilerdeki kopya sayisi artis veya
azaliglarini tespit edebilmektedir. Tlk olarak kati tiimérlerdeki kopya sayisi degisikliklerini
belirlemek amaciyla gelistirilen bu yontemde, farkl isaretlerle etiketlenmis test ve kontrol
genomlart kullanilarak metafaz kromozomlarina rekabet¢i bir sekilde hibridizasyonu
saglanir. Test DNA'sinin floresan sinyal yogunlugunun referans DNA'ya gore goreceli
yogunlugu, her bir kromozom boyunca ¢izgisel olarak haritalanabilir, bu da kopya sayisi
degisikliklerinin belirlenmesine olanak tanir. Ancak CGH yontemi yaklasik 3-10 Mb
biiytikligiindeki CNV’leri belirleyebilmektedir (41, 43).

Klasik sitogenetik yontemler, ¢oziiniirliik diizeylerinin smirli olmasi nedeniyle
mikroskobik olarak tespit edilemeyen submikroskopik genomik degisiklikleri saptamada
yetersiz kaldi; bu gereksinim dogrultusunda, molekiiler diizeyde daha hassas analiz

yapilabilen yeni nesil sitogenetik teknikler gelistirildi.



d) aCHG: Array tabanli karsilastirmali genomik hibridizasyon (array Comparative
Genomic Hybridization) kopya sayist degisikliklerini genom ¢apinda yiiksek ¢oziintirliikle
saptamak amaciyla gelistirilmis bir molekiiler sitogenetik yontemdir. Bu teknik, klasik
CGH'nin prensiplerinin mikroarray yiizeyine uyarlanmasiyla gelistirildi (Solinas-Toldo
vd.,1997). Test ve referans DNA’lar farkli floresan boyalarla isaretlenerek sabitlenmis
oligoniikleotid problarin yer aldigi bir mikroarray iizerine hibritlenir ve olusan floresan
sinyalleri karsilastirilarak kopya sayis1 degisiklikleri degerlendirilir. Yontem, klasik
CGH’ye kiyasla ¢ok daha yiiksek ¢oziintirliik sunar. Standart platformlarda yaklasik 10-25
kb diizeyinde ¢6ziiniirliik saglanabilirken, yiiksek yogunluklu diziler kullanildiginda bu sinir
500 bp’ye kadar diisebilmektedir. Bu yiiksek ¢ozliniirlik ve tim genomu kapsama yetenegi
nedeniyle, aCGH CNV analizinde klinik tanida sik kullanilan bir yontem haline geldi (38,
44).

e) MLPA: Coklu Baglanma-Tabanli Prob Amplifikasyonu ( Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification), kopya sayis1 degisikliklerini saptamak igin yaygin bi¢imde kullanilan
bir prob bazli PCR yontemidir. Ik kez 2002 yilinda Schouten ve arkadaslari tarafindan
tanimland1 (45). MLPA, tek bir reaksiyonda 60’a kadar hedef bolgenin es zamanl olarak
analiz edilmesini saglayabilir. Bu yontem, analiz edilecek DNA dizilerine 6zgii kisa
problarin  hibritlenmesi ve bu problarin ligasyon ile birlestirilmesinin ardindan
amplifikasyonun gergeklestirilmesine dayanir. Her prob ¢ifti, elektroforezde ayrilabilir farkli
uzunluklara sahiptir. Amplifikasyon iiriinlerinin yogunlugu, analiz edilen bolgedeki kopya
sayisina dair kantitatif bilgi saglar. MLPA 1 baz ¢ifti kadar kii¢iik delesyon veya
duplikasyonlar1 tespit edebilecek diizeydedir ve uygulama i¢in yiiksek kaliteli DNA’ya
gerek yoktur. Ancak MLPA yontemi, yalnizca dnceden bilinen bdlgelerdeki kopya sayisi
degisikliklerini tespit edebilmektedir; bu nedenle, yeni ve bilinmeyen delesyon veya

duplikasyonlarin ya da genom ¢apinda taramalarin yapilmasina olanak saglamamaktadir

(40).

f) SNP-array: Single Nucleotide Polymorphism (SNP) array teknolojisi, genom g¢apinda
hem kopya sayis1 varyasyonlarini (CNV) hem de allelik dengesizlikleri tespit etmeye olanak
tanityan mikroarray tabanli bir yontemdir. Bu teknoloji, ilk kez 1996 yilinda Affymetrix
tarafindan gelistirilen ve yaklasik 1500 SNP iceren HuSNP assay ile ticari olarak
uygulanmaya baslandi (46). SNP array’lerin temel prensibi, genomik DNA’nin belirli SNP

lokuslarma karsilik gelen binlerce oligoniikleotid prob igeren bir ¢ipe hibritlenmesi ve
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ardindan bu bolgelerdeki genotiplerin floresan sinyal analizleri yoluyla degerlendirilmesidir.
Sinyal yogunlugu (log R ratio) ve B-allel frekans1 (BAF) gibi 6l¢iimler sayesinde yalnizca
kopya sayis1 degil, ayn1 zamanda heterozigotluk kaybi (loss of heterozygosity, LOH),
uniparental disomy (UPD) ve mozaiklik gibi kompleks genomik anomaliler de
degerlendirilebilmektedir. Bu yoniiyle SNP array, klasik aCGH'e gore daha fazla parametre
saglayarak, Ozellikle klinik genetik ve onkogenetik uygulamalarda 6nemli avantajlar
sunmaktadir (40, 46).

g) NGS: Son yillarda Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing; NGS) genotipleme
icin popiiler bir strateji haline geldi. NGS, DNA dizilerinin ¢ok kisa siirede, yiiksek
verimlilikle ve paralel olarak dizilenmesini saglayan bir teknolojidir. Bu yontem, 6nce hedef
DNA molekiillerinin kiigiik fragmentlere ayrilmasii ve adaptoérlerin eklenmesini igerir.
Ardindan bu fragmanlar, platforma 0Ozgli bir yiizeye baglanarak cogaltilir (clonal
amplification) ve milyarlarca kopya olusturulur. Dizileme reaksiyonu sirasinda, DNA
polimeraz enzimi tarafindan her yeni niikleotid eklenisinde floresan sinyalleri iiretilir ve bu
sinyaller bir dedektor tarafindan okunarak DNA dizisi belirlenir. NGS teknolojileri, klasik
Sanger dizilemeye kiyasla ¢ok daha yiiksek hiz, daha diisiik maliyet ve genis kapsaml1 veri
tretimi  avantaji sunar (47). NGS teknolojileri, yapisal varyasyonlarin —ozellikle
CNV’lerin— yiiksek hassasiyetle tespiti i¢in giderek artan bi¢imde kullanilmaktadir (20).
Siirl sayida genomik bolgeyi hedefleyen ve problarin 6nceden belirlendigi dizi tabanl
yontemlerle kiyaslandiginda, NGS platformlarinda kisa okumalar tiim genomdan rastgele
orneklenmektedir. Bu yaklasim, daha yiiksek kapsam derinligi ve ¢oziiniirliik sunmakta;
kopya sayilariin daha dogru tahmin edilmesine ve yeni CNV’lerin tanimlanmasina olanak
saglamaktadir (38, 48). Baz ¢ifti uzunlugu 50’den biiyiik ve genellikle 3 ekzonu igine alan

CNV’ler tiim ekzom dizileme ile belirlenebilmektedir (49).
2.4.3. NGS Verilerine Dayali CNV Analiz Yaklasimlar:

NGS verileri tizerinde ¢alisan algoritmalar genellikle dizi okuma verilerini referans
genoma hizalayarak, bu hizalamalardaki “uyumsuzluklar1” analiz eder ve bu
uyumsuzluklardan yapisal varyantlara dair bilgi ¢ikarir. Yeni nesil dizileme verilerine dayali
CNYV analizlerinin dort temel hesaplama stratejisi ¢ergevesinde gerceklestirildigi belirtildi

(38).

a) Eslenmis okuma cifti (read-pair) yontemleri: NGS teknolojileri genellikle ¢ift uglu

(paired-end) dizileme verisi liretir. Bu veride her DNA fragmentinin her iki ucundan okuma
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yapilir ve bu uglar referans genoma hizalanir. Read-pair tabanli algoritmalar, bu okuma
ciftlerinin beklenen mesafe ve yonelimlerinden sapmalar1 analiz eder. Eger okuma ciftleri
normalden daha uzak haritalaniyorsa duplikasyon, daha yakin haritalaniyorsa delesyon
olarak degerlendirilmektedir. Bu yaklasim, orta-biiyiik yapisal varyasyonlarin tespiti i¢in
uygundur. Ancak tekrarlayan bolgelerde hizalama hatalar1 nedeniyle yalanci pozitif sonuglar

uretebilir.

b) Kirik okuma (split-read) tabanhh CNV tespit yontemleri: Tek bir okumanin iki farkli
genom bolgesine hizalanmasi durumunu analiz eder. Bu tiir kirik hizalanmalar, CNV'lerin
kirilma noktalarin1 baz diizeyinde gosterebilir. Split-read algoritmalar1 genellikle kiiciik
yapisal degisikliklerin, 0rnegin kisa delesyonlarin tanimlanmasinda etkilidir. Ancak bu
yaklagimin dezavantaji, kisa okuma uzunluklarinda etkinliginin siirli olmasidir; ¢ok kisa

diziler bazen tekrarlayan bolgelerde hatali hizalanabilir.

c) Read-depth (RD) tabanhh CNV tespit yontemleri: NGS verisinde genomun her
bolgesine diisen dizileme okuma yogunlugunu kullanarak kopya sayis1 varyasyonlarimi
tespit etmeyi amaclar. Bu yaklagim, genoma ait dizileme kapsama derinliginin artmas1 ya da
azalmasi prensibine dayanir. Referans genomda sabit bir kopya sayisina sahip olan bir bolge,
dizilendiginde belirli bir ortalama kapsama (6rnegin 30x) sahiptir. Eger ayn1 bolge test
orneginde delesyon varsa kapsama azalir; duplikasyon varsa artar. Bu yontem genellikle tiim
genomun sabit uzunluktaki pencerelere (bin) boliinmesiyle baslar. Her pencere i¢in diisen
okuma sayis1 hesaplanir. Elde edilen okuma yogunluklari, ya bir referans genomla ya da
normal orneklerden olusturulmus bir kontrol paneliyle karsilagtirilir. CNV bolgeleri, bu
karsilastirmada sapma gosteren segmentler olarak tanimlanir. Bu yaklasgimiin 6zellikle
yiiksek kapsama sahip dizileme verilerinde etkili oldugu, diisiik kapsama sahip dizileme

verilerinde dogru sonuclarin elde edilemeyebilecegi vurgulanmaktadir.

d) Yeniden Birlestirme (De novo assembly) tabanli CNV tespit yontemleri: Okuma
verileri referans genoma hizalanmadan bir araya getirilir (assembly), yani bir tiir “referanssiz
genom insast” yapilir. Daha sonra bu insa edilen yap1 referans genomla karsilastirilarak
yapisal varyasyonlar ortaya ¢ikarilir. Referans genomdan bagimsiz ¢alismasi, karmagik
varyasyonlari daha iyi gosterebilme 6zellikleri ile teorik olarak gii¢lii bir stratejidir. Ancak
mevcut algoritmalar ve donanimlar siirli oldugu icin heniiz yaygin kullanimda degildir.

Ayrica tekrar eden dizilerde birlestirme hatalar1 (assembly collapse) sik goriiliir.
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Tiim ekzom dizileme (Whole Exome Sequencing; WES), Mendeliyen hastaliklar ve
yaygin poligenik hastaliklarin incelenmesinde etkili bir teknik olarak kullanilmaktadir.
Ayrica, Tiim Genom Dizileme (Whole Genome Sequencing; WGS) yontemine kiyasla daha
diisiik maliyetli olmasindan dolayi tercih edilmektedir. WES, WGS verilerinden farkli olarak
stireksiz okumalar {ireten ve hedeflenen bdlgelerde daha yiiksek kapsama derinligi saglayan
bir dizileme teknigidir. Bu nedenle, okuma derinligine dayali bir algilama yaklasimi
kullanmak, CNV’lerin daha dogru tespiti ag¢isindan uygun bir teknik olarak
degerlendirilmektedir (50, 51).

2.4.4. Epilepsi Patogenezinde Kopya Sayis1 Varyasyonlarinin Etkisi

Kopya sayis1 varyasyonlari, genomun bir veya daha fazla bolgesinin delesyon ya da
duplikasyon seklinde yeniden diizenlenmesiyle olusan yapisal varyantlardir. Bu varyantlar,
genetik materyalin miktarin1 degistirerek gen dozajini etkileyebilmekte; bunun sonucunda
gen ekspresyon diizeylerinde diizensizlikler meydana gelmektedir (52). CNV’lerin
epilepsiyle iliskisi, ozellikle yapisal beyin anomalisi olmayan, genetik tabanli oldugu
diisiiniilen ve klasik genetik testlerle agiklanamayan hastalarda 6n plana ¢ikmaktadir.
Norogelisimsel siireclerde gorev alan genleri etkileyen CNV’lerin, néronal proliferasyon,
migrasyon, sinaptogenez ve ag organizasyonu gibi temel sinir sistemi islevlerini bozarak
epileptogenezde rol oynayabildigi gosterildi. Bu yapisal varyantlar, hem néronal devrelerin
organizasyonunu hem de kortikal elektriksel stabiliteyi etkileyerek epileptik nobetlere
yatkinlik olusturmaktadir (32, 35).

Klinik agidan degerlendirildiginde, CNV’lerin epileptik fenotipler tizerindeki etkisi
yalnizca ilgili genin varlig1 veya yokluguyla agiklanamamaktadir. Varyantin biiytikligi,
icerdigi gen sayisi, genomik lokalizasyonu ve eslik eden fenotiplerle olan iliskisi bir biitiin
olarak ele alinmalidir (53). Bazi1 CNV’ler, epileptik ensefalopatiler gibi agir sendromlarla
dogrudan iliskilendirilmekteyken; bazilar1 diisiik penetrans ve degisken ekspresivite ile daha
genis bir fenotipik spektrum sergilemektedir. Ornegin, 15q11.2, 16p13.11 ve 1g21.1
bolgelerindeki yinelenen delesyon ya da duplikasyonlar hem epilepsi hem de otizm, zihinsel
gerilik, dikkat eksikligi gibi norogelisimsel bozukluklarla iligkilendirildi. CNV igeriginde
yer alan genlerin fonksiyonlarina bagl olarak, bu varyantlar nobet tipi ve tedavi yaniti
tizerinde de etkili olabilmektedir (15). Bu nedenle CNV analizi yalnizca etiyolojik
degerlendirme amaciyla degil, ayn1 zamanda bireysellestirilmis tedavi planlamasina da 11k

tutan 6nemli bir genetik arag olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu gercevede, epilepsi ile iligkili kopya
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sayis1 varyasyonlarinin mevcut literatiirde en sik bildirilen major genomik bolgelerine iligkin

bilgiler Tablo 1’de sunulmaktadir.

Tablo 1. Epilepsiyle iliskili major kromozom bolgeleri

CNV Bolgesi _ CNVTipi _____Referans
1g921.1 Delesyon (54)
1g31-q41 Duplikasyon (55)
2q24.1 Delesyon (32)
2024.2-924.3 Delesyon/Duplikasyon (56)
2024.3 Delesyon (57)
5p15.31-p15.2 Delesyon (57)
5q11.2 Delesyon (32)
6p12.1 Duplikasyon (58)
6914.3 Delesyon (59)
7q11.22 Delesyon (15)
7932.3 Delesyon (58)
7935 Delesyon (15)
14912 Delesyon (59)
14913.2 Delesyon (59)
15q11.2 Delesyon (16)
15913.3 Delesyon (15)
16p11.2 Duplikasyon (15)
16p11.2 Delesyon (32)
16p13.11 Delesyon (60)
16p13.2 Duplikasyon (61)
17p11.2 Delesyon (32)
18911.2 Duplikasyon (15)
20913.33 Delesyon (59)
20913.33 Delesyon (59)
22q11.2 Delesyon (54)
Xq27-028 Duplikasyon (62)
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3. GEREC ve YONTEM

KTU Farabi Hastanesi Cocuk Saghig: ve Hastaliklart Anabilim Dali’na baglh Cocuk
Norolojisi Bilim Dali’ndaki epilepsi hastalarina ait kayitlar incelendi. Enfeksiyon, travma,
beyin timdri, immiin yetmezlik ve serebrovaskiiler hastalik gibi sekonder nedenlere bagl
hastalar disland1 ve etiyolojisi belirsiz 146 epilepsi hastasi belirlendi. Bu hastalar, genetik
etiyolojinin arastirilmasi amaciyla Tibbi Genetik Anabilim Dali tarafindan tim ekzom
dizileme ile analiz edildi. Calismaya, sendromik ya da non-sendromik 6zellik gosteren ve
komorbiditeleri bulunan 146 hasta dahil edildi.

Her oOrnekten ortalama 200 ng genomik DNA alinarak kiitiiphane olusturuldu.
Genomik DNA, QIAseq® FX DNA Library Kit (Qiagen) ile yaklasik 400 bp uzunluga
fragmente edildi. Fragmantasyonun ardindan kiitiiphaneler, iiretici protokolii izlenerek
QIAseq® Human Exome Kit (Qiagen) ile hazirlandi. Dizileme, NovaSeq 6000 platformunda
150 bp ¢ift uclu okuma bigiminde ve ortalama 30x okuma derinligiyle gergeklestirildi. Bu
calisma igin Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
onayi alind1 (Tarih:12/2022; Karar No:7). Ayrica ¢alismaya dahil edilen tiim hastalardan

veya yasal temsilcilerinden aydinlatilmis onam alindu.

Tiim ekzom dizileme analizi sonucunda, 44 hastada epilepsi klinigini agiklayan tek
niikleotit ve InDel varyantlari tespit edildi. Epilepsi ile iliskilendirilmis genlerde herhangi
bir kisa varyant belirlenemeyen 102 hastada genetik tan1 konamadi. Genetik tan1 alamayan

102 hasta icin CNV analizi gerceklestirildi.
3.1. Tiim Ekzom Dizileme Verilerinin Biyoenformatik Analiz i¢in Hazirlanmasi

Calismada yer alan tiim sayisal hesaplamalar icin TRUBA (TURK ULUSAL BILIM
e-ALTYAPISI) kullanildi. Kopya sayist varyasyonlarinin kesfi i¢in kullanilan
biyoenformatik araglarin tiimii TRUBA’da kuruldu. KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali’nda mevcut olan BAM (Binary Aligned Map) formatindaki dosyalar CNV
tespiti icin kullanilan biyoenformatik arac ile uyumlu olmadigindan (read group bilgisi eksik
oldugundan) veri 6n isleme yeniden gerceklestirildi: GATK (Genome Analysis Tool Kit))
veri On isleme is akisi kullanild1 (63). Ham dizileme verilerinin kalite kontroli FASTQC
v0.11.9 araci ile yapildi (64). Trimmomatic araci kullanilarak adaptor dizileri kirpildi ve
diisiik kaliteli okumalar elendi (65). Ardindan BWA-MEM araci kullanilarak referans
genoma hizalama adimi tamamlandi (66). Hizalama sonrasi elde edilen BAM dosyalarinda,

dizilemeye 0zgli yanliliklan (PCR amplifikasyonu vb.) azaltmak amaciyla
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Picard/MarkDuplicates araci kullanilarak duplike okumalar isaretlendi ve kaldirildi (67). Bu
adimlarin ardindan CNV analizinde kullanilmaya hazir BAM dosyalart iiretildi.

3.2. Kopya Sayis1 Varyasyonu Tespiti

Tim ekzom dizileme (WES) verilerinden kopya sayist varyasyonlarinin (CNV)
tespiti icin GATK tabanli ve R programlama dili ile yapilandirilmig CNVRobot analiz araci
kullanildi (68). CNVRobot, okuma derinligi (read depth) ve B-allele frekansi (BAF)
verilerini birlikte degerlendirerek CNV cagris1 yapan ve grafik ¢iktisi ireten biyoenformatik

aractir.
3.2.1. Okuma Derinliginin Hesaplanmasi

Veri 6n isleme ile iiretilen BAM dosyalart {izerinden hedef bolgelerdeki okuma
sayilari, GATK’nin CollectReadCounts araci kullanilarak hesaplanir. Bu arag, 6nceden
tanimlanmis bir hedef boélgeler listesi (interval list) temel alinarak her genomik bolgeye
diisen kisa okuma (read) sayisini belirlemektedir. Hem hasta 6rnekleri hem de saglikli
kontrol 6rnekleri i¢in ayn1 islem gerceklestirilek her hedef bolgeye ait toplam okuma sayilari
elde edilmektedir. Bu islem sonucunda, her o6rnege ait ham okuma sayist matrisi

olusturulmaktadir.
3.2.2. Okuma Derinliginin Normalizasyonu

Ham okuma sayilari, teknik kaynakli varyasyonlardan arindirilarak biyolojik
sinyallerin daha net ortaya ¢ikarilmasi amaciyla GATK’nin DenoiseReadCounts araciyla

iki asamal1 bicimde normalize edilmektedir:

e GC igcerik diizeltmesi: Her hedef bolgenin GC yiizdesi hesaplanir ve GC igerigine

bagli sistematik sapmalar diizeltilir.

e Panel of Normals (PoN) diizeltmesi: PoN (Bu ¢alismada 40 saglikli bireyin WES
verisinden olusturuldu) ile her hedef bolgedeki teknik varyasyonlara ait ortalama ve
varyans bilgileri elde edilir. Incelenen her 6rnegin sinyalleri bu referansa gore

standartlastirilarak teknik giiriiltii ortadan kaldirilir.

Bu islemler sonucunda elde edilen denoised read count degerleri, log: oranina

doniistiiriilerek CNV analizinde kullanilacak ana veri haline getirilir:

Gozlenen okuma derinligi

log, = (Esitlik 1)

Beklenen okuma derinligi (PoN)
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Bu log: oranlari, her bolgenin normal (diploid), delesyon veya duplikasyon olup

olmadigini1 gosteren temel Olgiit olarak degerlendirilir:
e log:~ 0 — normal
e log:~—1 — heterozigot delesyon
e log:=~-2 — homozigot delesyon
e log: =+0.58 — triplikasyon (duplikasyon)
3.2.3. Segmentasyon

Elde edilen log. oranlari, CNVRobot’un i¢inde yer alan kendi segmentasyon
algoritmasi ile analiz edilir. Bu algoritma, log. oranindaki ani degisimleri degerlendirerek,

benzer sinyal paternine sahip ardisik bolgeleri birlestirir ve olast CNV sinirlarini belirler.
3.2.4. Kopya Sayis1 Durumu ve B-Alel Frekansi1 Analizi

Segmentasyon sonucunda tanimlanan her bolgeye, ortalama log. oranina dayanarak
bir kopya sayist durumu (copy number state) atanir. Bu durumlar; log: = 0 i¢in 2 (diploid),
log: = —1 i¢in 1 (heterozigot delesyon), log. = —2 veya daha diisiik i¢in 0 (homozigot
delesyon) ve log: = +0.58 icin 3 (triplikasyon/duplikasyon) olarak smiflandirilir. Boylece
siirekli log> degerleri, biyolojik yorumlamaya uygun kategorik CNV etiketlerine

doniistirilir.

CNVRobot, heterozigot SNP'lerden elde edilen B-alel frekans1 (BAF) verilerini de
degerlendirmektedir. BAF verileri, 6zellikle CNV bolgesindeki alel dengesizliklerini ve
homozigotluk kayb1 gibi durumlar1 degerlendirilmesinde tamamlayici bir parametre olarak
kullanilir. BAF degeri ~0 veya ~1 olan bolgeler, homozigotluk ile uyumlu kabul edilirken;
BAF sinyalinin kaybi, homozigot delesyon gostergesi olarak degerlendirilir. Heterozigotluk,
normal diploid bolgelerde BAF = 0.5 olarak gozlenir; bu deger duplikasyon gibi CNV'lerde
0.33 ve 0.66 civarina kayarak tg¢li dagilim olusturur. Bu sapmalar, CNVRobot’un log.
oranina dayali analizini destekleyici kanitlar olarak degerlendirilir. BAF 0 veya 1 degeri
civarindaysa homozigotluk, BAF sinyalinin kaybi, homozigot delesyon, BAF 0.5’ten
sapmalar gosteren bolgelerde duplikasyon gibi yapisal varyantlara destekleyici olarak

yorumlanmaktadir.
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3.2.5. Filtreleme ve Gorsellestirme

Tespit edilen CNV adaylari, analiz sirasinda olusabilecek teknik hatalarin ve yaniltici
sinyallerin elenmesi amaciyla ¢esitli filtreleme adimlarina tabi tutulur. Bu kapsamda;
segmental duplikasyon bolgeleri, haritalanabilirligi diisiik genomik alanlar ve Database of
Genomic Variants (DGV) veritabaninda tanimlanmig yaygin germline CNV bolgeleri ile
cakisan varyantlar degerlendirme dis1 birakilir. Bu adimlar, CNV ¢agrilarinin 6zgiilliiglinii

artirmak ve yanlis pozitiflikleri azaltmak igin kritik onem tasimaktadir.

Gergeklestirilen analizlerin sonunda, her bir hasta i¢in tespit edilen her bir CNV’ye
ait genomik 6zellikler, logz oranlari, kopya sayis1 tahminleri, etkilenen genler, kontrol paneli
frekanslar1 ve haritalanabilirlik skorlarini igeren detayl veriler tablo formatinda raporlanir;
ayrica her varyant icin log: orant ve BAF dagilimin1 gorsellestiren grafiksel c¢iktilar da

iretilerek yorumlamaya hazir hale getirilir.
3.3. Varyantlarin Anotasyonu ve Patojenite Degerlendirmesi

Bu calismada tanimlanan kopya sayisi varyantlarinin klinik 6nemi, American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) ile Clinical Genome Resource
(ClinGen) tarafindan 2020 yilinda yayimlanan yapisal varyant siniflandirma kilavuzuna gore
degerlendirildi (52). Analiz siirecinde delesyon (kayip) ve duplikasyon (kazang) varyantlari;
genomik biiylikliik, icerdigi gen sayist ve nitelikleri, hastalikla bilinen iliskileri, fenotip-
genotip uyumu, segregasyon bulgulari, popiilasyon sikligr ve literatiir destegi gibi ¢ok

boyutlu kriterler ¢ercevesinde incelendi.

Klinik agidan anlamli yapisal varyantlarin onceliklendirilmesi amaciyla, AnnotSV
(v3.2) araci (69) kullanildi. Bu arag; gnomAD, DGV, ClinGen, ClinVar, OMIM,
DECIPHER ve 1000 Genomes gibi giivenilir veritabanlarindan elde edilen fenotipik,
fonksiyonel ve popiilasyon diizeyindeki anotasyonlar1 entegre ederek varyantlar1 kapsamli
bigimde degerlendirmektedir. Ozellikle epilepsiyle iliskili genleri igeren CNV’ler
onceliklendirildi; popiilasyon frekansi %1’in {izerinde olan varyantlar elimine edildi.
Degerlendirme kapsaminda, fenotiple yiiksek oOzgiilliikkte eslesen hastalik genlerinin
etkilenmesi, kritik fonksiyonel bolgelerin kaybi, genin bilinen kaliim paternine (6rnegin
otozomal resesif ya da dominant) uygunluk gostermesi, loss-of-function (LoF)
mekanizmasiyla fonksiyon kaybina yol agabilecek varyantlarin varligi ve DECIPHER
veritabaninda benzer CN'V'lere ait epileptik fenotip kayitlarinin bulunmasi, delesyonlar i¢in

patojenite lehine giicli kanitlar olarak dikkate alindi. Duplikasyonlar ise gen dozaj
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duyarliligi, genetik icerik ve klinik korelasyon agisindan ayrica analiz edildi. Bu ¢ok yonlii
degerlendirme sonucunda, fenotiple uyumlu ve hastalikla gii¢lii sekilde iliskilendirilen
varyantlar “patojenik™ ya da “muhtemel patojenik” olarak siniflandirildi; yeterli klinik veya
literatiir destegi bulunmayan varyantlar ise “belirsiz 6neme sahip (VUS)” kategorisinde
degerlendirildi. Ote yandan, popiilasyonda sik gdzlenen, bilinen hastalik genleriyle iliskisi
bulunmayan ve fenotipik korelasyonu zayif olan CNV’ler, ACMG/ClinGen kriterleri
dogrultusunda “iyi huylu” ya da “muhtemel iyi huylu” olarak yorumlandi (Sekil 2).

A) Veri On isleme (GATK) B) CNV Tespiti [CNVRobot) C) CNV'lerin Epilepsiyle

iliskilendirilmesi

Ham okumalar kalite — Okuma Derinligi Hesaplama Filtreleme
degerlendirmesi (FASTQC) (GATK-CollectRead Counts) (CNVRobot (Rapor))
\
) L I |
Referans genoma hizalama
(BWA-mem] .
\ Normalizasyon Anotasyon
ﬂ (GATK-DenoiseReadCount) Annotsy
DECIPHER/OMIM
Ham hizalanmig okumalar [I
{BAM) ].l
u Segmentasyon . o
Epilepsi ile iliskili CNV'ler
Picard/MarkDuplicates
(Duplike dizilerin kaldirilmas) ﬂ
u CNV ¢agrisi
Analize hazir BAM dosyalan LETTAEET —_—

Sekil 2. Epilepsi ile iligkili CN'V'lerin tespiti ve analizine yonelik uygulanan biyoinformatik
1s akisi.

3.4. Varyantlarin Validasyonu

Anotasyonu yapilan varyantlarin validasyonu kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
(QPCR- Quantitative Polymerase Chain Reaction) ile yapildi. qPCR, PCR dongiileri
sirasinda gercek zamanli olarak biriken PCR iiriinlinii tespit etmek i¢in floresan veya
interkale boyalar ekleyerek hedef DNA miktarim Olgmek i¢in basit bir PCR
modifikasyonudur. Kopya sayisi varyasyonunun belirlenmesinde kullanilan gPCR,
bilinmeyen kopya sayisina sahip bir test lokusu ve bilinen kopya sayisina sahip bir referans
lokusunun amplifikasyonu temeline dayanmaktadir. qPCR veri analizi i¢in yaygin olarak
kullanilan yontemler, PCR sinyalini standart bir egriyle iliskilendirerek mutlak niceleme ve
bir gruptaki hedef transkriptin PCR sinyalini digerine baglayan goreceli nicelemedir. CNV
analizi i¢in rolatif niceleme kullanilir. Rolatif nicelemede DNA kopya sayisini 6l¢mek i¢in

amplikon, o gene 6zgii dizilere sahip bir ekzon veya intron iginde yer alir. Iki kopyaya sahip
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bir kontrol geni de dahil edilir. Test, bir gPCR cihazinda gergeklestirilir ve veriler gergek
zamanli olarak toplanir. PCR'in her dongiisiinde floresans miktar1 ikiye katlanir ve spesifik
bir floresans esigine ulagilan dongii sayis1 belirlenerek baglangicta kullanilan kalip DNA'nin
miktar1 saptanabilmektedir. Test lokusunun haploid genom karsilig1 bagina mutlak kopya

sayisina, genin ve referans lokuslariin rolatif kopya sayilarinin orani ile ulasilmaktadir (70).
3.4.1. DNA izolasyonu

Biyoinfotmatik analiz sonucu CNV tespit edilen ve qPCR ile dogrulanmas1 gereken
her bir hastanin, bu hastlalarin ebeveynlerinin ve kontrollerin periferik kan 6rneklerinden
Karadeniz Teknik Universitesi Farabi Hastanesi Tibbi Genetik Laboratuvarinda genomik
DNA izolasyonu gergeklestirildi. DNA izolasyonu islemi DiaRex® Whole Blood Genomic

DNA Extraction Kit II ile {iretici firmanin protokoliine gore gerceklestirildi.

DNA izolasyon Protokolii

e 1.5 ml mikro tiip igerisine 200 pl tam kan, 250 pl lizis tamponu ve 25 pul proteinaz K
tamponu eklendi.

e Vorteks cihazinda 15 sn karistirildiktan sonra 56 °C’de 5 dk inkiibe edildi.

e Mikro tiipiin igine 4 °C’de muhafaza edilen mutlak etanolden 250 pl eklendi.

e Lizat vorteks ile homojen hale getirildi, tiim icerik spin kolona aktarild1. 1 dk siireyle
8.000 rpm’de santrifiij yapildiktan sonra atik tiipii degistirildi.

e Kolona 500 pl yikama tamponu-1 (WBD-1) eklendi. 1 dk siireyle 8000 rpm’de
santrifiij yapildiktan sonra atik tiipli degistirildi.

e Kolona 500 pl yikama tamponu-2 (WBD-2) eklendi. 1 dk siireyle 8000 rpm’de
santrifiij yapildiktan sonra atik tlipli degistirildi.

e Kolona tekrar 500 pl yikama tamponu-2 (WBD-2) eklendi. 1 dk siireyle 8000 rpm’de
santrifiij yapildiktan sonra kolon 1.5 ml ependorf tiipiine yerlestirildi.

e 100 pl eliisyon tamponu (EBD) eklendi ve 2 dk bekletildikten sonra 1 dk siireyle
8000 rpm’de santrifiij yapildiktan sonra izole edilen DNA ornekleri -20°C'de
muhafaza edildi.

3.4.2. Primer Tasarimi

Biyoinformatik analizle belirlenen kopya sayisi varyasyonlarina ait genomik
koordinatlar UCSC genom tarayicisi (71) ile tarandi. Bolgenin hangi ekzonlar1 kapsadigina

dair bilgiler ve bdlgenin tamamina ait dizi elde edildi. Ensembl genom tarayicist (72)
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kullanilarak ekzonlarin baslangi¢ bitis pozisyonlar1 goriildii. Bolgeye ait dizi lizerinde
ekzonlar isaretledi. CNVRobot araciligiyla tespit edilen kopya sayis1 varyantlarinin biiyiik
bir kismi birden fazla ekzonu kapsamaktaydi. Ancak bu bolgelerde log. orani degerlerinin
homojen seyretmesi ve segmentasyon algoritmasinin delesyonun baslangic ve bitis
noktalarin tutarli bicimde tanimlamasi, bolge boyunca benzer log oranlarinin izlenmesi,
varyant smirlarinin giivenilir sekilde belirlendigini gostermektedir. Bu nedenle qPCR
dogrulamasi, genellikle delesyonun sinir ekzonlarindan birine 6zgii olarak Primer3 (73)

yazilimi kullanilarak tasarlanan primerlerle sinirli tutuldu.

Primer3 yazilimi tarafindan onerilen primer ¢iftleri, UCSC genom tarayicisinin In-
Silico PCR arac1 kullanilarak hedeflenen bolgeye 6zgii olup olmadig: test edildikten sonra
primer dizileri iireticiye gonderilerek siparisi verildi. Her bir primer ¢ifti i¢in iireticinin
belirttigi miktarda nuclease-free su kullanilarak konsantrasyonu 100 M olan primer stoklari
elde edildi. Bu stok 1:10 oraninda seyreltilerek konsantrasyonu 10 uM olan 100 pl primer

stoklar1 hazirlandi. Primer stoklar1 -20°C'de muhafaza edildi.
3.4.3. PCR Protokolii

Izole edilen DNA’larin konsantrasyonlart Qubit 4 Fluorometer ile &lgiildii. Tiim
DNA’larin konsantrasyonlart 5 ng/ml olacak sekilde eliisyon tamponu ile seyreltildi. Her bir
gen bolgesini hedefleyen primer i¢in Tablo 2’de belirtilen miktarlardaki bilesenler 0.2 ml
mikro tiiplere eklendi. Her bir gen igin 2 teknik tekrar yapildi. Tiipler 10 sn siireyle 1000
rpm’de santrifiijlendikten sonra Applied Biosystems Veriti™ Thermal Cycler, 96-well Fast

cihazina yerlestirildi.

Tablo 2. PCR bilesenleri ve kullanilan miktarlar

Bilesen Miktar ‘

EcoTag 2x PCR Master Mix 125 ul
Forward primer (10 pM) luL
Reverse primer (10 pM) 1pL
Distile su 55uL
Genomik DNA (5 ng) 5ulL
Toplam 25 ul

DNA amplifikasvonu icin kullanilan termal dongii parametreleri

1. Baslangi¢ Denatiirasyonu: 94°C — 5 dakika
2. Ana PCR Doéngiisii: Bu asama 35 dongii (x35) olarak uygulanmaktadir.
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Denatiirasyon: 94°C — 30 saniye
Baglanma: 60°C — 30 saniye
Uzama: 72°C — 30 saniye

3. Son Uzama: 72°C — 11 dakika 42 saniye

4. Son Saklama: 8°C

3.4.4. Jel Elektoforezi

Erlen i¢ine 100 mL 1x TAE tamponu ve 2 g agaroz eklenerek karistirildi. Karisim
mikrodalga firinda 1 dakika 1sitildi, ¢ikarilip yeniden karistirildi ve aymi islem bir dakika

daha tekrarlanarak agarozun tamamen erimesi saglandi.

Eritilen karisim hafifge sogutulduktan (=50°C) sonra 1 uL EtBr eklenerek karistirildi
ve jel dokme kabina yerlestirilen taraklarin tizerine dikkatlice dokiildii. Jel oda sicakliginda
30-40 dakika polimerize edildikten sonra elektroforez tankina alinarak jelin tizerini
kapatacak miktarda TAE tamponu eklendi. PCR {irlinti, 1 pL loading dye ile karistirilip
kuyucuklara aktarildi ve elektroforez 90 V'da yaklasik 30—40 dakika yiiriitiildii. Ardindan

jel UV transilluminator ile goriintiilenerek DNA bantlar1 degerlendirildi.
3.4.5. qPCR Prosediirii

Hedef genin DNA kopya sayisini belirlemek i¢in kantitatif PCR (qPCR) yontemi
kullanildi. Reaksiyon karisimlart Tablo 3’te belirtilen bilesenlerle hazirlanarak her 6rnek
(hasta, ebeveynler ve saglikli kontroller) i¢in ii¢ teknik tekrar, 0,1 mL strip tiiplerde toplam
20 uL hacim olacak sekilde olusturuldu. Referans gen (B2M) ve hedef gen i¢in negatif
kontroller de hazirlandi; bu tiiplerde DNA yerine 1 pL distile su eklenerek hacim 20 pL’ye
tamamlanmistir. Tim reaksiyonlar, Rotor-Gene® Q cihazina uygun 72’lik diske

yerlestirilerek cihaza aktarildi.

Tablo 3. qPCR bilesenleri ve kullanilan miktarlar

Bilesen Miktar

BIO-RAD SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix 10 uL
Forward primer (10 pM) 0.4 pL
Reverse primer (10 pM) 0.4 uL
Distile su 8.2 uL
Genomik DNA (5 ng) 1uL

Toplam 20 L
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DNA amplifikasvonu icin gPCR dongii parametreleri:

e Bagslangi¢ (Pre-inkiibasyon):
98 °C — 3 dakika
e Amplifikasyon Dongiisii (40 dongii):
98 °C — 15 saniye (denatiirasyon)
60 °C — 1 dakika (hibridizasyon ve uzama — veri toplama asamasi)

Her bir tiipiin spesifik bir floresan esigini gectigi dongii numarasi1 (C; degeri)
cihazdan ¢ikt1 olarak alindi. Referans DNA bolgesine gore hedef DNA bolgesinin kag kat
degistigini hesaplamak i¢in karsilastirmali C; degeri kullanildi (74).

e Rolatif kantifikasyon esitligi:

Z_AACt = ACt(hasta) 4 ACt(kontrol);
ACt(hasta) = Ct(hedef DNA) — Ct(referans DNA)»
ACt(kontrol) > Ct(hedef DNA) — Ct(referans DNA): (E§itlik 2)

3.5. istatistik Analiz

Tiim istatistik hesaplamalar ve grafikler Python programlama dili kullanilarak
yapildi. CNVRobot ile elde edilen CNV boyutlarinin dagilimi incelendi ve varyant siniflar
arasinda fark olup olmadig1 degerlendirildi. Tan1 koydurucu CNV varlig ile nérogelisimsel
gecikme arasindaki iliskinin belirlenmesinde Fisher’s Exact Test uygulandi. Bu analiz i¢in
sifir hipotezi (HO), “Tan1 koydurucu CNV varlig1 ile norogelisimsel gecikme arasinda
istatistik olarak anlamli bir iligki yoktur.” seklinde; alternatif hipotez (H1) ise “Tani
koydurucu CNV varlig: ile norogelisimsel gecikme arasinda istatistik olarak anlamli bir
iligki vardir (tek yonlii, CNV pozitif bireylerde gecikme daha sik goriiliir).” seklinde
tanimland1. Test, SciPy kiitliphanesinde yer alan fisher exact fonksiyonu kullanilarak, tek
yonlii alternatif hipoteze gore yiiriitiildii ve anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
Analiz sonucunda odds ratio ile p-degeri hesaplandi.
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4. BULGULAR
4.1. Hastalarin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Calismaya dahil edilen 102 epilepsi hastasinin %33.3’1 (n=34) kadin, %66.7’s1
(n=68) erkektir. Hastalarin Tibbi Genetik Poliklinigi’ne bagvurduklari siradaki yaslar1 3 ay
ile 17 yas arasinda degisiklik gostermekteydi. Kadin hastalarin yaslari 4 ile 17 yil arasinda
degismekle birlikte yogun olarak 6-12 yil araligindadir. Ortalama yas 9, medyan yas 10 yil
olarak belirlendi. Erkek hastalarin yaslar1 ise 3 ile 17 yil arasinda degismekte olup ve

yogunluk 7-13 yil araligindadir. Ortalama ve medyan yas 10 yil olarak belirlendi (Sekil 3).

18

16
14

12r

10r-
6L
4k

Kadin Erkek
Cinsiyet

Yas

Sekil 3. Hastalarin yaslarinin cinsiyetlerine gére dagilima.

Calismada en sik gdzlenen nobet tipi bilateral tonik klonik nobetler olup, hastalarin
%40.2°sinde gozlenmektedir. Tiim hastalarin %20.6’sinda en az iki ndbet tipi birlikte
gozlenmektedir. Bunu sirasiyla epileptik spazm (%11.8) ve fokal farkindaligin korundugu
non-motor nobetler (%7.8) izlemektedir. Fokal farkindaligin korundugu klonik ndbetler
hastalarin %4.9’unda, jeneralize baglangi¢li miyoklonik ndbetler ve miyoklonik ndbetlerin
her biri %2.9 oraninda gozlenmektedir. Daha diisiik siklikla gézlenen diger ndbet tipleri
arasinda fokal ve bilateral tonik klonik (%2.0) ve fokal farkindaligin korundugu tonik
nobetler (%2.0) yer almaktadir. Az goriilen nobet tipleri olarak bilinmeyen baslangi¢li non-
motor, fokal farkindaligin bozuldugu tonik, jelastik, jeneralize atonik, jeneralize baslangicl

tonik nobetlerin her biri %1.0 oraninda gozlenmektedir (Sekil 4).
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EEE BiLATERAL TONIK KLONIK
BILINMEYEN BASLANGICLI NON-MOTOR
W EN AZ iKi NOBET TiPi BIRLIKTE
EPILEPTIK SPAZM
BN FOKAL VE BILATERAL TONIK KLONIK
FOKAL FARKINDALIGIN BOZULDUGU TONIK
BN FOKAL FARKINDALIGIN KORUNDUGU KLONIK
FOKAL FARKINDALIGIN KORUNDUGU NON-MOTOR
BN FOKAL FARKINDALIGIN KORUNDUGU TONIK
JELASTIK NOBET
BN |ENERALIZE ATONIK
B JENERALIZE BASLANGIGLI MIYOKLONIK
mEE |ENERALIZE BASLANGIGLI MIYOKLONIK
JENERALIZE BASLANGIGLI TONIK
m MiYOKLONIK

Sekil 4. Nobet tiplerinin dagilimu. Pasta grafigi hastalarda (n=102) gozlenen ndbet tiplerinin
sikliklarin1 gostermektedir. Birden fazla ndbet tipine sahip hastalar "En Az Iki
Nobet Tipi Birlikte" baglig altinda birlestirildi.

Toplam 102 hastada tanimlanan epileptik sendromlar incelendiginde, en sik gézlenen
sendrom GTCA olup, tiim hastalarin %28.4’iinii (n=29) olusturmaktadir. Bunu sirasiyla
IESS %14.7 (n=15), EE-SWAS (SeLECTS zemininde gelismis) %8.8 (n=9) ve Lennox-
Gastaut Sendromu %38.8 (n=9) oranlariyla takip etmektedir. Bunun disinda SeLECTS,
EMATtS ve DEEs sendromlari her biri %4.9 oraninda (n=5) gozlenmektedir. JME ve SeLFEs
tablolar1 %3.9 (n=4) oranindadir. CAE, EMA, EE-SWAS, FIRES, EIEE, JAE, SeLEAS,
COVE, Dravet Sendromu ve Refleks Epilepsi gibi sendromlar ise daha diisiik (< %1, n=1)
orandadir (Sekil 5, A). 102 hastanin 8’inde epileptik fenotipe eslik eden klinik sendromlar
mevcuttur. 46 XY Cinsiyet Gelisim Bozuklugu ve Miller-Dieker Sendromuna sahip ikiser
hasta, Adrenoldkodistrofi, DiGeorge Sendromu, Niemann-Pick Hastalig1 (tasiyici) ve Pitt-
Hopkins Sendromuna sahip birer hasta yer almaktadir (Sekil 5, B).
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A) GTCA B)
IESS

EE-SWAS (SeLECTS zemininde geligmisg)
LENNOX-GASTAUT SENDROMU

SeLECTs

EMALS

DEEs Miller-Dieker Sendromu

JME

SelFEs

46 XY Cinslyet Gelisim Bozuklugu

Pitt-Hopking Sendromu
IESS
EE-SWAS
CAE

Niemann-Pick Hastalid (Tagiyici)
DiGeorge Sendromu

EMA Adrenolékodistrofi
o 1 2

Hasta Sayisi

FIRES
EIEE 1

JAE 1

SeLEAS

SICAK SU EPILEPSISI, REFLEX EPILEPSI
COVE

DRAVET SENDROMU

o 5 10 15 20 25 30
Hasta Sayisi

Sekil 5. Epileptik sendromlar ve eslik eden sendromlarin frekanslar

4.2. Hastalara Ait CNV'lere Iliskin Biyoenformatik ve Molekiiler Bulgular

4.2.1. Biyoenformatik Analiz Sonuclar1 ve Molekiiler Dogrulama icin On

Degerlendirme

Bu calismada epilepsi tanili toplam 146 hastanin WES tabanli kisa varyant analizi
yapild1 ve 44 hastada epilepsi klinigini agiklayan bulgular elde edildi. Tan1 alamayan 102
hasta i¢in WES verileriyle CNV analizi yapildi; biyoenformatik degerlendirme sonucunda
10 hastada klinigi agiklayabilecek CNV’ler tespit edildi ve 8’1 molekiiler degerlendirme
sonucunda dogrulandi (Sekil 6, A).

Tiim hastalarda CNVRobot ile ¢agrilan kopya sayis1 varyantlar1 6n filtrelemeye tabi
tutuldu. Haritalanabilirligin %75’in altinda oldugu bolgeler, prob sayisi 2’ nin altinda kalan
cagrilar ve saglikli kontrollerde ya da DGV (Database of Genomic Variants)’de frekansi
0.01’in tizerinde bulunanlar diglandi. Ayrica, AnnotSV ciktilarinda popiilasyon frekansi
>0.01 olan varyantlar elendi. Tim filtrelemelerin gergeklestirilmesi sonucunda ¢alismaya
dahil edilen 102 hastada toplam 1185 CNV belirlendi (Sekil 6, B). CNV’lerin
bliytikliiklerine gore dagilimi incelendiginde, en yiiksek oran % 47.7 ile 1-10 kb araliginda
gozlendi. Bunu % 29.64 ile 10-20 kb, % 13.56 ile 20-50 kb, ve % 4.21 ile 50-100 kb
araligindaki CNV’ler takip etti. Daha diisiik oranlarda ise % 3.37 ile 100-500 kb, % 0.59 ile
500 kb—1 Mb ve % 0.93 ile 1 Mb’dan biiyiikk CNV’ler tespit edildi. Kii¢iik boyutlu
CNV’lerin daha yiiksek oranda tespit edilmesi, WES verilerinin 6zellikle kiigiik boyutlu
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genomik degisikliklerin belirlenmesinde daha duyarli ve etkin bir yontem oldugunu

gostermektedir.

A)

146 epilepsi hastas

AV4

WES temelli kisa varyant analizi
44 hastada (%30.1) patojenik SNV/InDel saptandz.

AV 4

102 genetik tam alamayan epilepsi hastas

B)

AV4

WES temelli CNV analizi (CNVRobot)

(10 hastada (%09.8) patojenik / muhtemel patojenik
CNV saptand.

N/

Validasyon (qPCR / FISH / SNP-array)
10 CNV'nin 8'1 dogrulandi.

Y

600

500

400

300

200

100

533

=

WKayip

BKazang

Sekil 6. Calismanin akis semasi ve tespit edilen CNV’lerin dagilimi (A) WES temelli kisa
varyant ve CNV analizi is akis1 (B) CNVRobot ile tespit edilen CNV’lerin dagilimi.
X ekseni CNV biiytikliigiinii, Y ekseni tespit edilen CNV sayisin1 gostermektedir.

Tiim hastalarin WES verileri ile yapilan biyoenformatik analiz sonucunda elde edilen

epilepsi iliskili CNV’ler ve bu CNV’lerin tipleri, boyutlari, sitoband lokalizasyonlari,

genomik koordinatlari, ilgili gen/genler ve molekiiler dogrulama sonuglar1 sunulmaktadir
(Tablo 4). Epilepsi klinigini agiklayabilecek CNV’lerin %90°1 kayip, %10’u ise kazang
olarak tespit edildi. Boyutlar1 yaklasik 6 kb ile 5 mb arasinda degisen CN'V’lerin %50’si tek

gende yer alirken %50’si de birden fazla geni i¢ine almaktadir.

27




Tablo 4. CNVRobot araciligiyla tespit edilen epilepsi ile iligkili CNV'lerin genomik
ozellikleri ve dogrulama sonuglari.

Nr;:iiﬂ CNV tipi B(Ok)l/)l)lt Sitoband Genomil((hlg(_o3%;dinatlar Gen/Gen sayis1 Yiir]n)tzi:iu/lgon:laucu
1 Kayip 7.2 21922.11 21: 32681317-32688546 ~ SYNJ1 gPCR /v

7 Kayip 10.3 16p13.3 16: 7597192-7607517 RBFOX1 (A2BP1) gPCR /X

31 Kayip 6.2 2024.3 2:165380914-65387195  SCN2A gPCR /X

35 Kayip 828.7 17p13.3 17: 2464029-3292761 PAFAH1B1+ 20gen FISH /v

5il Kayip 6.3 6q27 6: 169773140-69779474 ERMARD gPCR /v

82 Kayip 21554 22q11.21 22:18906196-21060707 79 gen FISH/V

83 Kayip 489.6 17p13.3 17:2638110-3127730 PAFAH1B1+ 12gen FISH/ Vv

95 Kazang 5146 9p24.3-p24.1 9: 2028844-7174908 51 gen SNP-array / v/
99 Kayip 175.5 18921.2 18: 55228046-55403569 = TCF4 gPCR /v

102 Kayip 14854  15q13.2-g133  15:30626642-32112078 20 gen SNP-array /

Biyoenformatik analiz ile tespit edilen kopya sayis1 varyasyonlarinin dogrulanmasina
yonelik olarak oncelikle varyantlarin genomik boyutlar1 ve etkiledikleri gen sayilar
degerlendirildi. Yalnizca tek bir geni iceren kiiciik boyutlu CN'V'lerin dogrulamasinda gPCR
yontemi tercih edildi. Birden fazla geni kapsayan ve genis genomik bolgelere yayilan
CNV'lerin dogrulamasinda ise floresan in situ hibridizasyon (FISH) veya SNP array analizi
uygulandi.

qPCR caligmalar1 6ncesinde, hedef genlere 6zgli primerler tasarlandi. qPCR igin
kullanilacak primer ciftlerinin 6zgiilliiglinii ve amplifikasyon etkinligini degerlendirmek
amactyla konvansiyonel PCR yapildi ve PCR f{iriinleri %2 agaroz jel elektroforezi ile analiz
edildi. SCN2A, ERMARD, RBFOX1 ve B2M (refernas) genlerine ait PCR iirlinlerinin
yaklagik 80—100 baz ¢ifti; SYNJ1 ve TCF4 genlerine ait iriinlerin ise 100—150 baz gifti
uzunlugunda olmasi beklendi (Tablo 5).
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Tablo 5. Analiz edilecek genler i¢in primer bilgileri ve PCR iiriin 6zellikleri

SYNJ1/ekzon 7 F:CGACTGTGTGTTCAGCAAAGAA 58 138
R: TCCCCTTGACATACGGACAC 59

ERMARD / ekzon 13 F: GTTCTCGCTGTCATCCGGTT 59 82
R: TCAGAGACATACACGCCCCT 59

RBFOX1 / ekzon 9 F: TGAATTGGGAGCTGGCCCTA 59 83
R: TCATTACACGTGCTGTGGCA 59

SCN2A / ekzon 25 F: AAAACCCATACCTCGACCTGC 60 85
R: TTCGGGCTGTGAAACGGTTAG 60

TCF4 / ekzon 7 F: AACCCTTTCGCCCACCAAA 57 132
R: GGCATAATCATCCCTCAGGCA 60

B2M / ekzon 2 F: ACACCAAGTTAGCCCCAAGTG 60 109
R:TTCTCTGCTGGATGACGTGAG 60

Amplifikasyon, her gen ig¢in iki teknik tekrar olacak sekilde gerceklestirildi.
Molekiiler boyut standardi olarak 50-1000 bp araliginda, yaklasik 100 bp’lik artiglarla
diizenlenmis bir belirte¢ (marker) kullanild1 ve iirlinlerin konumlar1 bu referanslara gore
degerlendirildi. Kontrol bireye ait DNA kullanilarak yapilan amplifikasyon sonucunda, tiim
genlere ait lrtinler beklenen boyutlarda ve tekil bantlar halinde elde edildi. Bu sonuglar,
primer ¢iftlerinin hedef bdlgelerine yiiksek oOzgiillikle baglandigini ve non-spesifik
amplifikasyon ya da primer dimeri olusumu gézlenmedigini gosterdi. Beklenen biiyiikliikte

ve tek bantli amplifikasyon elde edilen primer ¢iftleri ile gPCR asamasina gegildi (Resim 1).

SYNJ1 ERMARD RBFOX1 TCF4

Resim 1. qPCR oncesi primer Ozgilliigii degerlendirmesi igin gergeklestirilen PCR
irlinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
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4.2.2. Kopya sayisi varyasyonlarinin molekiiler dogrulama sonuclari

CNVRobot ile tespit edilen CNV’nin molekiiler dogrulamasi: 1 numaral hasta

Tim ekzom dizileme verileriyle yapilan biyoenformatik analiz sonucunda, 1
numarali hastada 21g22.11 bolgesinde bulunan SYNJ1 geninde, 5 ekzonu (7-11) igine alan
7.2 kb’lik delesyon (kayip) tespit edildi. Bu bolgede log: orani degerlerinde belirgin bir
azalma izlendi. log> oranin -2 civarinda gézlenmesi homozigot delesyon ile uyumludur.
Segmentasyon, delesyonun baslangi¢c ve bitis koordinatlarini net bir sekilde tanimladi.
Ayrica, B-alel frekans1 (BAF) panelinde, delesyon bolgesine karsilik gelen SNP
sinyallerinin kayboldugu gozlendi. Bu bulgu, ilgili bolgede homozigot delesyon (iki kopya
kayb1) varligin1 desteklemektedir (Sekil 7, A). Hastanin vefati nedeniyle genetik analiz aile
bireyleri {lizerinden yiiriitiildii. Birinci derece akraba olan ebeveynlerden dogan saglikli
kardeste, anne ve baba ile birlikte tasiyiciligin (heterozigot delesyon) tespit edilmesi, hastaya
ait homozigot delesyonun segregasyon analizi kapsaminda dolayli olarak dogrulanmasini
sagladi (Sekil 7, B ve C).
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A] SAMPLE]L @ LOSS @ 21q22.11 @ chr21:32681317-32688546 @ 7230bp

B] Karsilastirmal Ct Senucu

sYNIL SYNJL

2 AR
Gen Kopya Saysi

Sekil 7. CNVRobot araci ile tespit edilen SYNJ1 genindeki kopya sayis1 varyasyonunun
qPCR ile dogrulanmasi (A) Biyoenformatik analiz sonucunda, 21g22.11 bolgesinde
log: oraninin yaklasik -2.25 olarak saptanmasi, bu bolgede homozigot delesyon ile
uyumlu bir kopya kaybina isaret etmektedir. B) Karsilastirmali €, (272A¢) yontemi
kullanilarak yapilan qPCR analizinde, saglikli kontrol bireylerinde bu deger 1
olarak normalize edildi. Anne, baba ve kiz kardese ait 2724t degerleri yaklasik 0.5
olarak hesaplandi. (C) Yapilan analiz sonucunda hesaplanan rélatif gen kopya
sayilar1 degerlendirildi. Kontrol bireylerde 2 kopya tespit edilirken, anne, baba ve
kiz kardeste yaklasik 1 kopya tespit edildi. Bu bulgular, heterozigot delesyon ile
uyumludur.

SYNJ1 geninde tespit edilen delesyonun, transkriptin 264-451. amino asitlerini
kodlayan bolgeyi igerdigi ve ilgili dizinin Sacl domaini (119442 aa) igerisinde yer aldigi
belirlendi (Sekil 8).

Sacl domain {119-442) 5-Phosphatase domain (476-907) Proline-ric| h domain (915-1311)

Delesyon (aa 264-451)

Sekil 8. SYNJ1 proteininin fonksiyonel yapis1 ve tespit edilen CN'V’nin etkiledigi bolge
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CNVRobot ile tespit edilen CNV’nin molekiiler dogrulamasi: 7 numaral hasta

Tiim ekzom dizileme verileri analiz edilen 7 numarali hastada, 16p13.3 bolgesinde
bulunan RBFOXI1 geninin 9. ve 10. ekzonlarmi iceren 10.3 kb’lik heterozigot delesyon
(kayip) tespit edildi. Bu bolgede log: oran1 degerlerinde belirgin bir azalma izlendi ve
degerlerin yaklasik -1 civarinda seyretmesi, heterozigot delesyon ile uyumlu bulundu. B-alel
frekans1 (BAF) panelinde, delesyon bolgesine karsilik gelen SNP sinyallerinin yoklugu
dikkat ¢ekti. Elde edilen bulgular, ilgili bélgede bir kopya kaybi oldugunu gostermektedir
(Sekil 9, A). Ilgili CNV’ye yénelik qPCR ile yapilan dogrulama ¢alismasinda ise hem
hastada hem de anne ve babada normal kopya sayilar tespit edildi. Segregasyon analizi
uygulanabilmis olmasina ragmen, CNVRobot tarafindan heterozigot delesyon olarak
ongoriilen bu varyasyon qPCR verileriyle dogrulanmadi. Bu durum biyoenformatik aracin

s0z konusu bdlge i¢in yanlig pozitif CNV ¢agrisi yaptigini gostermektedir (Sekil 9, B ve C).

A) SAMPLE7 @ LOSS @ 16p13.3 @ chr16:7597192-7607517 @ 10326bp

B) Karsilastirmali Ct Sonucu C) Gen Kopya Sayisi Durumu
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Sekil 9. CNVRobot araci ile tespit edilen RBFOX1 genindeki kopya sayisi varyasyonunun
qPCR ile dogrulanmasi (A) Biyoenformatik analizi sonucunda, 16p13.3 bolgesinde
log: oraninin yaklasik -0.64 olarak saptanmasi, bu bolgede heterozigot delesyon ile
uyumlu bir kopya kaybina isaret etmektedir. (B) Karsilastirmali €, (272AC)
yontemi kullanilarak yapilan qPCR analizinde, saglikli kontrol bireylerinde bu
deger 1 olarak normalize edildi. Anne, baba ve hastaya ait 2724 degerleri yaklasik
1 olarak tespit edildi. (C) Yapilan analiz sonucunda hesaplanan rolatif gen kopya
sayilar1 degerlendirildi. Kontrol bireylerde 2 kopya tespit edilirken, anne, baba ve
hastada da yaklasik 2 kopya tespit edildi. Bu bulgular, biyoenformatik analizde
ongoriilen delesyon ile uyumsuzdur.
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CNVRobot ile tespit edilen CNV’nin molekiiler dogrulamasi: 31 numarah hasta

Tim ekzom dizileme verileriyle yapilan biyoenformatik analiz sonucunda, 31
numarali hastada 2924.3 bolgesinde bulunan SCN2A geninde, 2 ekzonu (25 ve 26) icine
alan 6.2 kb’lik heterozigot delesyon (kayip) tespit edildi (Sekil 10, A). S6z konusu CNV’nin
gqPCR ile dogrulanmasina yonelik yapilan analizlerde, hem hastada hem de ebeveynlerde
gen kopya sayist normal diizeyde bulundu. Segregasyon analizi ger¢eklestirilmis olmasina
ragmen, CNVRobot araci1 ile heterozigot delesyon olarak tahmin edilen varyasyon, deneysel
verilerle dogrulanmadi. Elde edilen sonuglar, ilgili bélgedeki CNV ¢agrisinin yanlis pozitif
oldugunu gostermektedir (Sekil 10, B ve C).

A} SAMPLE3]1 @ LOSS5 @ 2q24.3 @ chr2:165380914-165387195 @ 6282bp
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Sekil 10. CNVRobot araci ile tespit edilen SCN2A genindeki kopya sayis1 varyasyonunun
qPCR ile dogrulanmasi (A) Biyoenformatik analiz sonucunda, 2q24.3 bolgesinde
logz oraninin yaklasik -0.68 olarak saptanmasi, bu bolgede heterozigot delesyon ile
uyumlu bir sinyal azalmasina isaret etmektedir. (B) Karsilastirmali C, (272AC)
yontemi kullanilarak yapilan qPCR analizinde, saglikli kontrol bireylerinde bu
deger 1 olarak normalize edildi. Anne, baba ve hastaya ait 2742C degerleri yaklasik
1 olarak tespit edildi. (C) Yapilan analiz sonucunda hesaplanan rolatif gen kopya
sayilar1 degerlendirildi. Kontrol bireylerde, anne, baba ve hastada yaklasik 2 kopya
tespit edildi. Bu bulgular, biyoenformatik analizde 6ngoriilen heterozigot delesyon
ile uyumlu degildir.
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CNVRobot ile tespit edilen CNV’nin molekiiler dogrulamasi: 35 numaral hasta

Tiim ekzom dizileme verilerinin biyoenformatik analizi sonucunda, 35 numarali
hastada 17p13.3 bolgesinde yer alan PAFAHI1BI1 geni ile birlikte toplam 13 geni kapsayan,
yaklasik 828.7 kb biiyiikliigiinde heterozigot delesyon tespit edildi Bu bolgede log. oram
degerlerinde belirgin bir azalma olup ve degerlerin yaklasik -1 civarinda seyretmesi,
heterozigot kopya kaybi ile uyumludur. Segmentasyon analizi, delesyon bdlgesinin
sinirlarini net bir sekilde belirledi. Ayrica, B-alel frekans1 (BAF) analizinde, kayba isaret
eden sinyal sapmalar1 gozlendi. Elde edilen bulgular, 17p13.3 bolgesinde bir kopya kaybinin
varligint giiglii bir sekilde desteklemektedir (Sekil 11, A). S6z konusu kopya sayisi
varyasyonu FISH yontemi ile dogrulandi. Aile bireylerine ulasilamadigr i¢in dogrulama
yalnizca hastaya ait DNA Ornegi lizerinden gergeklestirildi. Biyoenformatik analizle tespit

edilen CNV ile FISH bulgularinin uyumlu oldugu belirlendi (Sekil 11, B).
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A) SAMPLE3S @ LOSS @ 17p13.3 @ chr17:2464029-3292761 @ 828733bp

e | — 1 pp— > — i+ — . o e o P copep— g Gme ¢ op ¢ SEEmE—. Sy o= ¢
LR SR I B i e g CIAT 2N g b S0 B PN ahb g

e | s Ab— 2 — o — ——— b ——— -~ — —— - — o . At b, S ot 3 w8 —

D1 — £ik] I : . A8 3 e
1

B)

Sekil 11. CNVRobot aract ile tespit edilen 17p13.3 bolgesindeki kopya sayisi
varyasyonunun FISH ile dogrulanmasi (A) Biyoenformatik analiz sonucunda,
17p13.3 bolgesinde logz oraninin yaklasik -1.00 olmasi, bu bolgede heterozigot
delesyon ile uyumlu bir sinyal azalmasimi gostermektedir. (B) FISH analizi
kapsaminda incelenen 50 hiicrenin tamaminda, 17p13.3 bolgesine 6zgi
problara karsilik yalnizca tek bir sinyalin izlenmesi, bu kromozomal alanda
heterozigot delesyonu isaret etmektedir.

CNVRobot ile tespit edilen CNV’nin molekiiler dogrulamasi: 51 numarali hasta

Tim ekzom dizileme verileriyle yapilan biyoenformatik analiz sonucunda 51
numarali hastada 6q27 bolgesindeki ERMARD geninde, 5 ekzonu (13-17) igine alan 6.3
kb’lik heterozigot delesyon (kayip) tespit edildi (Sekil 12, A). Ilgili CNV, gPCR ile
degerlendirildi ve elde edilen veriler aile bireyleri arasinda karsilastirilarak segregasyon
analizi yapildi. Bu analiz sonucunda hastada heterozigot delesyon ile uyumlu bulgular elde
edilirken, anne ve babada herhangi bir kopya kayb1 tespit edilmedi. Segregasyon analizinin
bu bulgularla birlikte degerlendirilmesi, sz konusu delesyonun kalitsal olmadigini, de novo

olarak ortaya ¢iktigini géstermektedir (Sekil 12, B ve C).
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Sekil 12. CNVRobot araci ile tespit edilen ERMARD genindeki kopya sayist varyasyonunun
qPCR ile dogrulanmasi. (A) Hastaya ait WES verilerinin CNVRobot araciyla
gerceklestirilen biyoenformatik analizinde, 6927 bolgesinde log: oranimin
yaklagik -0.95 olarak saptanmasi, bu bolgede heterozigot delesyon ile uyumlu bir
sinyal azalmasina isaret etmektedir. (B) Karsilastirmali C, (2724¢t) yontemi
kullanilarak yapilan qPCR analizinde, saglikli kontrol bireylerinde bu deger 1
olarak normalize edildi. Anne ve babaya ait 2724¢t degerleri yaklasik 1 olarak
hesaplanirken bu deger hastada 0.5 olarak hesaplandi. (C) Yapilan analiz
sonucunda hesaplanan rolatif gen kopya sayilart degerlendirildi. Kontrol
bireylerde, anne ve babada 2 kopya tespit edilirken, hastada 1 kopya tespit edildi.
Bu bulgular, hasta verilerinde CNVRobot ile tespit edilen heterozigot delesyon ile
uyum saglamaktadir.

Gergeklestirilen dizi analizi sonucu, ERMARD geninin13-17. ekzonlarin1 kapsayan
delesyonun 12. ekzon sonras1 okuma ¢ercevesini bozdugu ve bunun protein dizisinin 436.

pozisyonunda erken bir dur kodonuna yol agtig1 saptandi (Sekil 10).

1-12. ekzonlar

(411 aa) W
_______________________

13

-17. ekzonla
delesyon (206 aa)

Sekil 13. ERMARD genindeki kopya sayis1 kaybinin protein diizeyindeki etkisi
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CNVRobot ile tespit edilen CNV’nin molekiiler dogrulamasi: 82 numarali hasta

Tiim ekzom dizileme verilerinin biyoenformatik analizi sonucunda, 82 numarali
hastada 22ql11.21 bolgesinde yer alan toplam 79 geni kapsayan, yaklagik 2.1 mb
bliytikliiglinde heterozigot delesyon tespit edildi Bu bolgede log. oran1 degerlerinde belirgin
bir azalma gozlendi. Bu degerlerin yaklasik -1 civarinda seyretmesi, heterozigot kopya kaybi
ile uyumludur. Segmentasyon analizi, delesyon bdlgesinin sinirlarini net bir sekilde
belirlemektedir. Ayrica, B-alel frekansi (BAF) analizinde, kayba isaret eden sinyal sapmalari
gozlendi. Elde edilen bulgular, 22q11.21 boélgesinde bir kopya kaybinin varligini gii¢lii bir
sekilde desteklemektedir (Sekil 14, A). Tespit edilen kopya sayisi varyasyonu (CNV),
floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi ile dogruland1. Aile bireylerine ulagilamadigi
icin dogrulama yalnizca hastaya ait DNA 6rnegi tizerinden gergeklestirildi. Biyoenformatik
analizle tespit edilen CNV ile FISH bulgularinin uyumlu oldugu belirlendi (Sekil 14, B).
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Sekil 14. CNVRobot aract ile tespit edilen 22ql11.21 bolgesindeki kopya sayisi
varyasyonunun FISH ile dogrulanmasi (A) Hastaya ait WES verilerinden
CNVRobot aract kullanilarak yapilan biyoenformatik analizde, 22ql11.21
bolgesinde yaklagik 2.15 Mb uzunlugunda bir kopya kaybi tespit edildi. Log
orani degerlerinin yaklagik —1.00 diizeyinde seyretmesi, bu bolgede heterozigot
delesyon ile uyumlu bulundu. Ayrica, B-alel frekansi (BAF) panelinde delesyon
bolgesine karsilik gelen SNP sinyallerinde kayip ve heterozigotluk kaybina
isaret eden diizensizlikler gozlendi. Elde edilen bulgular, 22q11.21 bolgesinde
tek kopya kaybi oldugunu desteklemektedir. (B) FISH analizi kapsaminda
incelenen 50 hiicrenin tamaminda, 22q11.21 bolgesine 6zgili problara karsilik
yalnizca tek bir sinyalin izlenmesi, bu kromozom bdlgesinde heterozigot
delesyonu isaret etmektedir.

CNVRobot ile tespit edilen CNV’nin molekiiler dogrulamasi: 83 numarali hasta

Tim ekzom dizileme verileri ile yapilan biyoenformatik analiz sonucunda, 83
numarali hastada 17. kromozomun kisa kolunda yer alan 17p13.3 bolgesinde PAFAH1B1
geni ile birlikte toplam 13 geni kapsayan, yaklasik 489 kb uzunlugunda bir heterozigot
delesyon tespit edildi. Log: oran1 -1 seviyesine yakin azalma gostererek kopya sayisindaki
kayb1 ortaya koymaktadir. AF (allele frequency) panelinde 0.5 seviyesindeki heterozigot
sinyallerin kayboldugu ve u¢ degerlerde (0.0 ve 1.0) yogunluk olustugu goézlendi. Bu
bulgular, bolgedeki heterozigot delesyonu ve buna bagli heterozigotluk kaybini
desteklemektedir (Sekil 15, A). Molekiiler dogrulama aile bireylerine ulagilamadigindan
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sadece hastaya ait DNA 6rnegi ile gerceklestirildi, segregasyon analizi yapilamadi. Ilgili
CNV’nin floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi sonucunda elde edilen bulgularla

uyumlu oldugu gozlendi (Sekil 15, B).
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Sekil 15. CNVRobot aract ile tespit edilen 17p13.3 bolgesindeki kopya sayisi
varyasyonunun FISH ile dogrulanmasi (A) Biyoenformatik analiz sonucunda
17. kromozomun kisa kolunda yer alan 17p13.3 bolgesinde, kopya kaybi tespit
edildi. log: oraninin -1 seviyesine yakin izlenmesi kopya sayisindaki azalmay1
gostermektedir. AF panelinde 0.5 seviyesindeki heterozigot sinyallerin
kayboldugu ve u¢ degerlerde (0.0 ve 1.0) yogunluk olustugu goézlendi. Bu
bulgular, bolgedeki heterozigot delesyonu ve buna bagli heterozigotluk kaybin
desteklemektedir. (B) FISH analizi kapsaminda incelenen 50 hiicrenin
tamaminda, ilgili bolgeye 6zgii problara karsilik yalnizca tek bir sinyalin
izlenmesi, bu kromozom bdlgesinde heterozigot delesyonu isaret etmektedir.
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CNVRobot ile tespit edilen CNV’nin molekiiler dogrulamasi: 95 numaral hasta

Tim ekzom dizileme verileri ile yapilan biyoenformatik analizde, 95 numarali
hastada kromozom 9’un kisa kolunda (9p) yer alan ve yaklasik 37.3 Mb uzunlugunda ardisik
olmayan birden fazla duplikasyon bolgesi tespit edildi. 9p24.3’ten baslayip 9p13.3—pl2
bolgesine kadar uzanan ve 9p kolunun yaklasik %83’iinii kapsayan bu CNV 200’den fazla
protein kodlayan gen igermektedir. ilgili bolgede tespit edilen CNV’lerdeki log. orani
degerlerinde belirgin bir artis gozlendi. Bu degerlerin 1’e yakin seyretmesi, kopya kazanci
(trizomi) ile uyumludur (Sekil 16, A). Molekiiler dogrulama siireci sadece hasta tizerinden
gerceklestirildi. SNP-array ile yapilan dogrulamada, ayni bolgede yaklasik 38 Mb’lik
kesintisiz bir duplikasyon bolgesi oldugu goriildi (Sekil 16, B). Bu farklilik, WES
platformunun yalnizca kodlayict bolgeleri kapsamasi ve intronik/intergenik alanlarin
yeterince Orneklenmemesinden kaynaklanmaktadir. WES’in dogas1 geregi tespit edilen

segmentler ayr1 ayr1 goriinse de bunlarin bir biitlin olarak degerlendirilmesi gerekmektedir.
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SAMPLE_95 @ GAIN @ 9p13.3 @ chr9:35230941-35685599 @ 45465%0bp
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Sekil 16. CNVRobot araci ile tespit edilen 9p duplikasyonunun SNP-array ile dogrulanmasi
(A) CNVRobot araci kullanilarak yapilan analizde 9p24.3—p13.1 bolgesinde 20
adet duplikasyon, kesikli segmentler halinde tespit edildi. Ilgili bolgenin basindan,
ortasindan ve sonundan segilen grafikler sunuldu. log. oran1 degerlerinde pozitif
kaymalar izlenmekte olup, bu bulgular duplikasyonla uyumludur. AF (Allele
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Frequency) panelinde allel frekanslarinin yaklasik 0.33 ve 0.66 degerlerine
kaydig izlenmektedir. Bu ii¢ bantli dagilim paterni, duplikasyon durumlarinda
beklenen trizomi (x3) oriintiisityle uyumludur. Her ne kadar bu segmentler ayri
ayr1 goriinse de, WES verisinin dogas1 geregi ve CNVRobot ¢iktilarindaki bu
segmentler bir biitiin olarak degerlendirilmelidir. (B) SNP-array dogrulama
analizinde 9p24.3p13.1 bolgesinde kapsayan 38.7 Mb’lik kazang tespit edildi.
llgili bolgede izlenen log. orani artis1 ve ii¢ bantli BAF paterni, CNVRobot
analizinde saptanan c¢oklu segmentlerin siirekli bir duplikasyonu temsil ettigi
dogrulamaktadir.

CNVRobot ile tespit edilen CNV’nin molekiiler dogrulamasi: 99 numaral hasta

Tim ekzom dizileme verileriyle yapilan biyoenformatik analiz sonucunda 99
numarali hastada, 18q21.2 bolgesinde bulunan TCF4 geninde, 13 ekzonu (7-19) igine alan
175.5 kb’lik heterozigot delesyon (kayip) tespit edildi (Sekil 17, A). Tlgili CNV, qPCR ile
degerlendirildi ve elde edilen veriler aile bireyleri ile karsilastirilarak segregasyon analizi
yapildi. Bu analiz sonucunda hastada heterozigot delesyon ile uyumlu bulgular elde
edilirken, anne ve babada herhangi bir kopya kayb1 tespit edilmedi. Segregasyon analizinin
bu bulgularla birlikte degerlendirilmesi, s6z konusu delesyonun kalitsal olmadigini, de novo

olarak ortaya ¢iktigin1 géstermektedir (Sekil 17, B ve C).
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Sekil 17. CNVRobot araci ile tespit edilen TCF4 genindeki kopya sayisi varyasyonunun
qPCR ile dogrulanmasi (A) CNVRobot araciyla gergeklestirilen biyoenformatik
analizde, 18q21.2 bolgesinde log: oraninin yaklasik -0.90 olarak saptanmasi, bu
bolgede heterozigot delesyon ile uyumlu bir kopya kaybina isaret etmektedir. (B)
Karsilastirmali €, (272ACt) yontemi kullanilarak yapilan qPCR analizinde,
saglikli kontrol bireylerinde bu deger 1 olarak normalize edildi. Anne ve babaya
ait 278AC degerleri yaklasik 1 olarak hesaplamirken bu deger hastada 0.5 olarak
hesaplandi. C) Yapilan analiz sonucunda hesaplanan rolatif gen kopya sayilart
degerlendirildi. Kontrol bireylerde, anne ve babada 2 kopya tespit edilirken,
hastada 1 kopya tespit edildi. Bu bulgular, heterozigot delesyon ile uyum
saglamaktadir. Elde edilen bu sonuglar, CNV’nin anne veya babadan
kalitilmadigini, de novo olarak ortaya ¢iktigini géstermektedir.

Yapilan dizi analiziyle bu varyantin, TCF4 proteininin 124-671. aminoasitlerini kodlayan

diziyi kapsadig1 ve bu bolgenin proteinin biiyiik bir kismini olusturdugu tespit edildi (Sekil
18).

DHLH (569-611)
Rep (511-540)
AD2 (340-400)
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Sekil 18. TCF4 proteininin fonksiyonel yapisi ve tespit edilen CNV nin etkiledigi bolge
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CNVRobot ile tespit edilen CNV’nin molekiiler dogrulamasi: 102 numaral hasta

Tim ekzom dizileme verileriyle yapilan biyoenformatik analiz sonucunda, 102
numarali hastada 15013.2-q13.3 bolgesinde yer alan, 20 geni kapsayan 1.45 mb’lik
heterozigot delesyon tespit edildi (Sekil 19, A). Elde edilen bulgular, ardindan SNP-array
analiziyle desteklendi; bu dogrulama analizinde ayn1 kromozomal bolgede yaklasik 1.49
Mb’lik kopya kaybi gozlemlendi Delesyonun molekiiler diizeyde dogrulamasi, yalnizca
hastanin kendisine ait DNA 6rnegi tizerinde gergeklestirilebildi. SNP-array profilinde log2
ratio degerlerindeki belirgin azalma ve B-allel frekans (BAF) paternindeki {i¢ bantl1 yapinin
kaybolmasi, WES ile tespit edilen CNV’yi desteklemektedir (Sekil 19, B). WES ve SNP-
array platformlarmin uyumlu c¢iktilari, 15q13.2—q13.3 bolgesindeki delesyonun varligini

kuvvetle dogrulamaktadir.
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Sekil 19. CNVRobot araci ile tespit edilen 15913.2-q13.3 bolgesindeki delesyonun SNP-

array ile dogrulanmasi (A) Biyoenformatik analiz sonucunda, 15q13.2-q13.3
bolgesinde log. orani degerlerinin yaklastk —1.00 olarak hesaplanmasi,
heterozigot delesyon ile uyumlu bir kopyanin kaybina isaret etmektedir. Ayrica,
B-alel frekanst (BAF) panelinde delesyon bdlgesine karsilik gelen SNP
sinyallerinde heterozigotluk kaybini diisiindiiren sapmalar izlendi. Elde edilen
bulgular, 15913.2-q13.3 bolgesinde bir kopya kayb1 oldugunu desteklemektedir.
(B) SNP-array analizi sonucunda, 15q13.2—q13.3 bolgesinde yaklasik 1.49 Mb
biiyiikliigiinde bir heterozigot delesyon tespit edildi. Log Ratio grafiginde,
delesyon bolgesinde sinyal degerlerinin -0.5 seviyesine dogru kaymasi kopya
sayist kaybini yansitmaktadir. B-allel frekansi (BAF) panelinde ise 0.5
seviyesindeki heterozigot sinyallerin kayboldugu ve 0.0 ile 1.0 degerlerinde
yogunlastig1 gézlendi. Bu bulgular, bolgedeki heterozigot delesyonu ve buna bagl
heterozigotluk kaybini desteklemektedir.

1.45 Mb biyiikliigiindeki bu delesyonun ¢ok sayida geni etkiledigi, CHRNA7

geninde ilk dort ekzonu kapsayarak gen igerisinde sonlandig1 ve transkripsiyon baglangi¢

bolgesi, 5' UTR, baslangi¢ kodonu ile ligand baglanma bolgesinin bir boliimiinii igerdigi
tespit edildi (Sekil 20).
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Sekil 20. 15913.2—q13.3 bolgesinde saptanan 1.48 Mb’lik heterozigot delesyonun sematik
gosterimi

4.3. Istatistik Analiz Sonuclar

Epilepsi tanist alan toplam 146 hastanin tiim ekzom dizileme verileri degerlendirildi.
Kisa varyant diizeyinde tani konulamayan 102 hasta i¢in ek olarak CNV analizi
gerceklestirildi ve filtreleme asamalar1 sonrasinda toplam 1185 CNV belirlendi. Bu analiz
sonucunda, 10 hastada klinik agidan anlamli olabilecek CNV’ler tespit edildi. Bu
varyantlardan 8’i molekiiler dogrulama ile desteklendi; dogrulanan CNV’lerin 7’si
patojenik, 1’1 ise muhtemel patojenik olarak siniflandirildi. Dogrulanamayan iki CNV

degerlendirme dis1 birakildi (Tablo 6).

Tablo 6. CNV’lerin klinik anlamlilig1

CNV Durumu/ Klinik Anlamhihik Hasta Sayis1  Ac¢iklama

Dogrulandi — Patojenik 7 Fenotip ile uyumlu
Dogrulandi- Muhtemel Patojenik 1 Fenotip ile biiyiik 6l¢iide uyumlu
Dogrulanamadi (Yanhs pozitif) 2 gPCR ile desteklenmedi, degerlendirme dis1

Yapilan molekiiler dogrulama ¢aligmasi, CNVRobot aracinin tanisal giivenilirligini
degerlendirmek amaciyla gerceklestirildi. Biyoinformatik analizle saptanan 10 CNV’nin 8’1
qPCR sonuglar1 ile uyumluyken, 2’si uyumsuz bulundu. Bu dogrultuda CNVRobot
analizinin pozitif prediktif degeri (PPV) %80 olarak hesapland: (Tablo 7). Bu sonug, WES

tabanli CNV analizlerinde molekiiler dogrulamanin gerekliligini vurgulamaktadir.
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Tablo 7. CNVRobot aracinin dogrulama testlerine gore tani performansi

Sonu¢ Durumu Hasta Sayisi Oran (%)
Dogrulandi (Dogru Pozitif) 8 80
Dogrulanamadi (Yanhs Pozitif) 2 20
Toplam 10 100

CNV'lerin klinik etkisini degerlendirmede, varyantin biyiikligii 6nemli bir
belirleyici faktor olarak kabul edilmektedir. Literatiirde, dzellikle biiyiik boyutlu kayip ve
kazancglarin patojenite ile daha giiclii iliskili oldugu bildirilmektedir. Bu ¢aligmada, CNV
biyiikliiklerinin patojenik/muhtemel patojenik ve iyi huylu/muhtemel iyi huylu olarak
smiflandirilan gruplar arasinda farklilik gosterip gostermedigi incelendi. Sekil 21°de bu iki

grup arasindaki CNV boyutlarinin dagilimi gorsellestirilmektedir.
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Sekil 21. CNV biiyiikliiklerinin varyant siniflarina gore dagilimi

Patojenik veya muhtemel patojenik olarak siniflandirilan CNV’lerin, iyi huylu ya da
muhtemel 1yi huylu gruptaki varyantlara kiyasla belirgin sekilde daha biiyiik boyutlara sahip
oldugu gézlemlenmistir. Iyi huylu grupta CNV’lerin ¢ogu kiigiik araliklarda yogunlasirken,
patojenik gruptaki varyantlar daha yiiksek biiyiikliiklerde toplanma egilimi gostermektedir.
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Ozellikle bu gruptaki CNV’lerin medyan uzunlugunun yaklasik 1269 kb diizeyinde olmast,
klinik 6nem agisindan dikkat cekicidir. Buna karsilik, iyi huylu grupta bu medyan deger
yalnizca yaklagik 11 kb civarindadir. Bu fark, biiyiik yapisal varyantlarin daha fazla sayida
geni veya diizenleyici bolgeyi etkileyerek hastaliga neden olabilecegini belirten literatiir

bilgileriyle de tutarlidir (52).

Klinik degerlendirme sonucu tani koydurucu CNV’lerin tespit edildigi 8 epilepsi
hastasinin tamaminda norogelisimsel gecikme gozlenmektedir. Buna karsilik, CNV
saptanmis olmasia ragmen tan1 almayan 94 hastanin yalnizca 22’sinde bu klinik bulgu
mevcuttur (Tablo 8). Tan1 koydurucu CNV varlig: ile norogelisimsel gecikme arasinda

istatistik olarak anlamli bir iliski olup olmadig1 arastirildi.

Tablo 8. Tani1 koydurucu CNV varligi ile nérogelisimsel gecikme arasindaki iligki (Fisher’s

Exact Test)
Tani1 koydurucu CNV (+) (n=8) 8 0 8
Tam koydurucu CNV (-) (n=94) 22 72 94 OR=w
p =0.003
Toplam 30 72 102

Bulgular, tant koydurucu CNV varligmin noérogelisimsel gecikme ile anlaml
diizeyde iligkili oldugunu ve bu klinik bulgunun CNV pozitif hastalarda belirgin sekilde daha
sik ortaya ¢iktigint gostermektedir. Literatlirde epilepsi hastalarinda CNV tespit oranlarinin
genellikle %5-12 arasinda degistigi, ancak norogelisimsel gecikme bulgularmin eslik ettigi
olgularda bu oranin anlamli diizeyde arttigi bildirildi (16). Bu ¢alisma da, s6z konusu
literatiirle oOrtiisen bicimde, CNV’lerin epilepsi ile birlikte seyreden ndrogelisimsel
bozukluklarin genetik temeline katkida bulundugunu ve fenotip ile iliskili patojenik etkisini

desteklemektedir.

Calisma sonucunda 8 hastada patojenik veya muhtemel patojenik CNV tanimlandi.
Buna gore, CNV analizi, kisa varyant analizi ile tan1 konulamayan hastalarin %7,8’ine ek
tan1 sagladi. SNV/InDel ve CNV birlikte degerlendirildiginde, WES tabanli genetik
analizlerle toplam 146 hastanin %35,6’sinda tan1 koymak miimkiin oldu (Sekil 22).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, epilepsi etiyolojisinde genomik varyantlarin tanisal katkisini
degerlendirmek amaciyla 146 hastaya ait tim ekzom dizileme verileri kapsamli bigimde
analiz edildi ve kisa varyantlarla agiklanamayan olgularda WES-tabanli CNV yaklagiminin
klinik verimliligi incelendi. CNV’lerin tespiti ve molekiiler dogrulanmasi sonucunda, tani
koydurucu varyantlarin belirgin bir bolimiiniin genis genomik bolgeleri etkiledigi ve
Ozellikle norogelisimsel gecikme fenotipi ile giiclii bir iliski gosterdigi ortaya kondu.
Patojenik/muhtemel patojenik CNV’lerin daha biiyiik yapisal degisiklikler icermesi ve
norogelisimsel yetersizlik eslik eden hastalarda daha yiiksek oranda saptanmasi, genomik
instabilite ve norogelisimsel bozukluklar arasindaki bilinen biyolojik iligki ile uyumludur.
Bu kapsamda, kisa varyant ve CNV analizlerinin birlikte degerlendirilmesi tanisal orani
anlamli 6lgiide artirarak WES’in epilepsi genetiginde ¢ok boyutlu bir tanisal ara¢ olarak
Oonemini yeniden ortaya koymaktadir. Bu bolimiin ilerleyen kisimlarinda, caligmada
tanimlanan CNV’ler hasta bazinda ele alinarak, ilgili genlerin bilinen biyolojik rolleri,
literatlirde bildirilen benzer olgular ve hastalarda gozlenen klinik 6zellikler dogrultusunda

genotip—fenotip iligkisi ayrintili bigimde degerlendirilmektedir.

Infantil epileptik spazm sendromu (IESS) tanis1 almis olan 1 numaral hastada, tipik
yliz goriintimiive epileptik spazm bulgular1t mevcuttur. Yapilan genetik analizler sonucunda
norogelisimsel bozukluklarla iliskili bir varyantin varligi arastirildi. IESS; epileptik
spazmlarin yani sira, EEG'de hipsaritmi veya gelisimsel durgunluk gibi agir elektrografik
bozukluklarin eslik ettigi, ciddi bir gelisimsel epileptik ensefalopatidir. Bu klinik tablo,
genellikle genetik kokenli, erken baslangicli ve progresif norolojik disfonksiyonlarla
iligkilidir (75). Bu baglamda, SYNJ1 geninde tanimlanan patojenik varyantlarin gelisimsel
ve epileptik ensefalopatilerle iliskili oldugu ve otozomal resesif kalitim gosterdigi literatiirde
bildirildi (76, 77).

Hastaya ait tliim ekzom dizileme verilerinin biyoenformatik analizi sonucunda,
21g22.11 bolgesinde yer alan SYNJ1 geninde 7. ile 11. ekzonlar1 kapsayan yaklagik 7.2
kb’lik homozigot bir delesyon tespit edildi. log: oraninda gozlenen yaklasik —2 diizeyindeki
azalma, bu bolgede her iki alelin kaybi ile uyumlu bulundu. S6z konusu CNV, qPCR ile
molekiiler diizeyde dogrulandi. Hastanin vefati nedeniyle indeks vakada yeniden 6rnekleme

yapilamamis olmakla birlikte, saglikli kardes, anne ve babada saptanan heterozigot
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delesyon, bu delesyonun otozomal resesif bir modelde homozigot olarak aktarildigini dolayli

olarak gosterdi.

Genomik diizeyde tanimlanan bu delesyon, SYNJ1 transkriptinin 264. ile 451. amino
asitlerini kodlayan bolgeyi kapsamaktadir ve bu aralik, proteinin Sacl domaini (119-442 aa)
icerisinde yer almaktadir (Sekil 8). Sac1 domaini, sinaptik vezikiil geri doniisiimiinde gorevli
fosfoinozitid fosfataz aktivitesinden sorumlu olup, 6zellikle PI(3)P ve PI(4)P gibi membran
lipitlerinin defosforilasyonunu gergeklestirerek noronal sinyal iletiminde kritik bir rol
istlenmektedir (78). Bu domainin ortasindan sonlarina kadar uzanan delesyonun, katalitik
bolgenin yapisal biitliinliigiinii bozarak fosfataz aktivitesinde fonksiyon kaybina (loss-of-
function) yol agma olasiliginin yiiksek oldugu degerlendirildi. Nitekim, Sacl domainini
etkileyen mutasyonlarin epileptik ensefalopati (77) ve erken baslangi¢hi Parkinsonizm (79)
ile 1iligkilendirildigi bildirildi. SYNJ1 geninde tespit edilen bu bulgu, DECIPHER
veritabanindaki benzer Klinik fenotiplerle de ortiismektedir. SYNJ1 genini igeren daha
biiyiik 6l¢ekli kopya sayisi kayiplarinin bildirildigi bireylerde gelisimsel gecikme, epilepsi,
hipotoni ve norogelisimsel bozukluklar gibi fenotipler tanimlanmaktadir. Bu bilgiler elde

edilen delesyonun néropatolojik 6nemini desteklemektedir.

ACMG/ClinGen 2020 kilavuzuna gore yapilan degerlendirmede, bu CNV’nin birden
fazla patojenite Ol¢iitlinii karsiladigr belirlendi. Hastanin epileptik fenotipi ile yiiksek
ozgiillilkte uyum gosteren bir gen bolgesinin etkilenmis olmasi ve SYNJ1 geninin OMIM
ve literatiir verilerine gore norolojik hastaliklarla iliskilendirilmis bir gen olarak
tanimlanmasi, varyantin klinik anlamini destekledi. Delesyonun, Sacl domainini dogrudan
etkileyerek proteinin fonksiyonel biitiinliigiinii bozdugu ve bu sayede fonksiyonel zarar
potansiyeli tasidigr gosterildi. Varyantin homozigot olarak izlenmis olmasi ve aile
bireylerinde heterozigot tastyicilik tespit edilmesi, otozomal resesif bir kalitim modeliyle
uyumlu segregasyon verileri sundu. Ayrica, DECIPHER veritabaninda SYNIJ1
delesyonlarina sahip bireylerde benzer fenotiplerin (epilepsi, hipotoni, gelisimsel gecikme)
bildirilmis olmasi, klinik korelasyonu daha da giiclendirmektedir. Bu kapsamda, tespit
edilen varyantin hastadaki epileptik fenotipin genetik temeliyle iligkili primer etiyolojik
neden oldugu kabul edildi. Tiim bu bulgular bir arada ele alindiginda, s6z konusu CNV,

patojenik sinifta degerlendirildi.

Iki hastada (35 ve 83 numaral) 17p13.3 kromozomal bélgesinde yer alan

PAFAHI1BI genini iceren mikrodelesyonlar tespit edildi. Biyoenformatik analiz sonucunda
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35 numarali hastada yaklasik 827 kb biiytikliigiinde, 83 numarali hastada ise yaklagik 490
kb biiyiikliigiinde heterozigot delesyonlar gozlendi. FISH yontemiyle yalnizca hastalarda
molekiiler dogrulama yapildi; ebeveynlere ise herhangi bir molekiiler analiz uygulanmada.
Her iki delesyon da PAFAH1B1 geninin tamamini igermekte olup, sirasiyla 20 ve 12 geni
kapsamaktadir. Miller-Dieker Lizensefali Sendromu (MDLS) tanis1 almis her iki hastada da,
sendromla uyumlu olarak lizensefali (beyin yiizeyinin diizlesmesi), infantil epileptik spazm,

mikrosefali ve agir zihinsel gerilik bulgulari mevcuttur.

Miller-Dieker Lizensefali Sendromu, klasik tip lizensefali ile birlikte karakteristik
yiiz dismorfizmi, mikrosefali, epileptik ndbetler, hipotonik tonus ve ciddi norogelisimsel
gecikme ile seyreden, 17p13.3 bolgesini igeren mikrodelesyonlara bagli nadir bir genetik
bozukluktur (OMIM #247200). Sendromun genetik temelinde, basta PAFAH1B1 (LIS1)
olmak tizere 17p13.3’teki genleri iceren daha genis delesyonlarin da rol oynayabilecegi diger

molekiiler sitogenetik ¢aligmalarda gosterildi (80-83).

PAFAH1BI, hiicre iskeletinin mikrotiibiil dinamiklerini diizenleyerek, embriyonik
dénemde ndronlarin uygun kortikal katmanlara go¢iinii saglar. Bu genin haplo yetersizligine
bagli olarak ndronal migrasyon bozulmakta ve buna bagli olarak kortikal displazi,
lizensefali, mikrosefali ve epilepsi gelismektedir (82, 84, 85). Her iki hastada da gozlenen
mikrosefali ve epileptik ensefalopati, bu genetik bozukluk sonucu ortaya g¢ikan

fizyopatolojik degisikliklerle uyumludur.

Delesyon boyutlar1 farkli olmasina ragmen, her iki hastada da MDLS’nin klasik
fenotipi gozlenmektedir. Bu durum, hastalik olusumunda PAFAHIBI1 geninin merkezi
roliinii desteklemektedir. Bununla birlikte, birinci hastada saptanan daha genis delesyon,
PAFAHIBI1 disindaki ek genleri de igcerdiginden, fenotipin siddetinde farklilasmaya yol
acabilecek potansiyel etkiler tagimaktadir (82). DECIPHER veritabanindaki 340175 ve
288735 numarali hasta kayitlar1 da, 17p13.3 bolgesindeki benzer mikrodelesyonlarla birlikte
mikrosefali, epileptik nébetler, gelisimsel gecikme ve yapisal beyin anomalileri gibi

fenotipik 6zellikler gostermektedir.

Sonug olarak, her iki hastada da PAFAHIBI genini iceren mikrodelesyonlar,
epileptik ensefalopati ile seyreden Miller-Dieker Lizensefali Sendromu’nun nedenidir.
Delesyonlar her iki olguda da heterozigot olarak saptanmis olup, hastaligin otozomal
dominant kalitim géstermesiyle uyumludur. Bu durum, tek alel kaybinin fenotip tizerindeki

belirleyiciligini giiclii bicimde desteklemektedir. Delesyonlarin biiyiikliigii ve kapsadiklar
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gen sayisindaki farkliliklara ragmen, benzer fenotiplerin varligt PAFAHIB1’in hastalik

olusumundaki belirleyici roliinii agik¢a ortaya koymaktadir.

PAFAHI1B1’in bilinen bir haplo-yetersizlik geni olmasi (ClinGen- Dosage ID:
ISCA-25827), 35 ve 83 numarali hastalarda gozlenen fenotiplerle giiglii genotip-fenotip
uyumu gostermesi ve benzer mikrodelesyonlarin literatiirde ayrintili bigimde tanimlanmis
olmasi dikkate alindiginda, her iki CNV de ACMG/ClinGen kriterlerine goére patojenik

olarak siniflandirildi.

Epilepsi (rolandik epilepsi (SeLECTS), EE-SWAS) ve norogelisimsel bozukluk
bulgular1 (psikomotor gelisim geriligi, konusma gecikmesi, entelektiiel yetersizlik) gosteren
51 numaral hastada, 6q27 bolgesinde yer alan ERMARD (C60rf70) geninin 13-17.
ekzonlarini iceren yaklasik 6.3 kb’lik bir heterozigot delesyon tespit edildi. Delesyonun
qPCR ile dogrulandigi ve anne-babada bulunmadigi dikkate alindiginda, s6z konusu

varyantin de novo oldugu gosterildi.

ERMARD geninin fonksiyonunu aydinlatmak iizere yapilan baz1 deneysel ¢calismalar
bu genin ndrogelisimde Onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Beyin
malformasyonlart olan 155 hasta {lizerinde gergeklestirilen array-CGH analizinde,
ERMARD genini igeren delesyon tasiyan 12 vaka bildirildi. Bu vakalarin ¢ogunda
gelisimsel gecikme (12/12), epilepsi (9/12), yliz dismorfizmi ve ndronal migrasyon
bozukluklar: rapor edildi. Ayn1 ¢alismada, fare embriyosunda ERMARD geninin, néronlarin
ventrikiiler bolgede gd¢ edemeyerek heterotopik nodiiller olusturmasina neden oldugu
belirlendi. Buna karsilik, ayni bolgedeki diger genler (6rnegin PHF10, DLL1)
susturuldugunda bu derece agir migrasyon bozuklugu gozlenmedigi bildirildi (86). Bu
sonuglar, ERMARD geninin néronal go¢ i¢in 0Ozgil bir islevi olabilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica, ERMARD proteininin HEPN (Higher Eukaryotes and
Prokaryotes Nucleotide-binding) siiper ailesine ait olabilecegi bildirildi. Bu siiper aile,
riboniikleik asit bozunmasi ve hiicresel stres yaniti ile iligkili proteinleri igerir ve birgok tiyesi
RNA metabolizmasiyla iligkilidir (87). Bu bilgiler ERMARD genindeki delesyonun yalnizca
DNA diizeyinde bir eksiklik olusturmakla kalmayip, ayni zamanda gen {irlinliniin
fonksiyonunu  bozarak  ndrogelisimsel  bozukluklara — katkida  bulunabilecegini

gostermektedir.

Conti ve arkadaslarmin (86) tanimladig1 12 olgudan sekizinde delesyonun de novo

oldugu, ikisinde ise etkilenen ebeveynden otozomal dominant sekilde kalitildig: bildirildi.
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Bu c¢alismada hastada saptanan delesyonun qPCR ile dogrulanarak de novo oldugu
netlestirildi (etkilenmemis anne-babada 2 kopya tespit edildi). Bu bulgu, patojenik varyantin
kalitsal bir gecisten degil, sporadik bir genomik yeniden diizenlenmeden kaynaklandigini
gostermektedir. Ayn1 zamanda, s6z konusu delesyonun heterozigot olmasi ve tek allel
kaybinin fenotipe neden olmasi, ERMARD geninde haplo-yetersizlik (haploinsufficiency;
tek kopya yetersizligi) mekanizmasinin etkili oldugunu desteklemektedir. Bu gendeki tek
alelin kaybi ile hastaligin otozomal dominant kalitim paterni ile ortaya c¢ikabilecegi

yoniindeki literatiir bulgulariyla uyumludur.

Tespit edilen delesyonun proteini nasil etkileyebilecegine yonelik yapilan
biyoenformatik analizde, 13—17. ekzonlarin ¢ikarilmasi sonucunda, 12. ekzonun normal
cercevesiyle sona erdigi; ancak 18. ekzonla birlesim sonras1 okuma cergevesinin bozuldugu
belirlendi. Bu ¢erceve kaymasi (frameshift) mutasyonu, protein dizisinin 436. amino
asidinde erken bir dur kodonunun (stop kodon) olusmasina yol agmaktadir (Sekil 13). Olusan
bu dur kodonu, 18. ekzonun translasyonel olarak ¢ok erken bir pozisyonunda yer aldigindan
ve son splice birlesim noktasinin 5055 niikleotid yukarisinda bulundugundan, mRNA’nin

nonsense-mediated decay (NMD) mekanizmasi tarafindan yikima ugramasi olasidir (88).

Bu bulgular, ACMG/ClinGen 2020 yonergelerine gore degerlendirildiginde,
delesyonun fonksiyon kaybina (loss-of-function) neden olmasindan dolay1 ¢ok gii¢lii bir
patojenite kaniti olarak ortaya ¢ikmaktadir. Sonug olarak, sunulan klinik tablo, literatiirdeki
benzer vakalar ve molekiiler analiz bulgular1 birlikte degerlendirildiginde, ERMARD
geninde saptanan bu de novo delesyonun, epileptik ensefalopati ve ndrogelisimsel

bozukluklarla iliskili, muhtemel patojenik bir varyant oldugu disiiniilmektedir.

Sendromik yiiz goriiniimii, bilateral tonik-klonik nobetler ve gelisimsel gerilik
bulgular1 goriilen 82 numarah hasta genetik degerlendirmeye alindi. Klinik bulgular,
DiGeorge Sendromu ile uyumluluk gostermektedir. Bu sendrom, paratiroid bezlerinin
hipoplazisine bagli neonatal hipokalsemi (tetani ya da nobet seklinde goriilebilen) ve T hiicre
yetersizligine bagli immiin yetmezlik gibi bulgularla karakterizedir (22q11.2 delesyon
sendromu; OMIM #188400).

Hastada 22ql11.21 bolgesinde yaklastk 2.1 Mb biiyiikliigiinde heterozigot
mikrodelesyon saptandi. Bu delesyon, TBX1, DGCR6, CRKL ve COMT dahil olmak iizere
toplam 79 geni kapsamaktadir. Molekiiler dogrulama FISH yontemiyle yalnizca hastada
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gerceklestirildi. Aile bireylerine molekiiler test uygulanmadigi i¢in kalitimsal olup olmadigi
belirlenememekle birlikte, DiGeorge sendromu g¢ogunlukla otozomal dominant kalitimli

olup, vakalarin yaklasik %90’ inda delesyon de novo olarak ortaya ¢ikmaktadir (89).

Delesyon, fenotipin genetik temelleri agisindan degerlendirildiginde oldukga
anlamlidir. TBX1, embriyonik gelisimde faringeal ark (bas-boyun gelismesindeki baglangic
noktalar1) yapilarmin olusumunu diizenler; kalp, timus, paratiroid ve kraniofasiyal gelisim
i¢in kritik bir gendir (90). CRKL, biiyiime ve hiicre proliferasyonu sinyalleme yolaklarinda
gorev almakta ve kalp gelisimi ile iliskilendirilmektedir (91). COMT ise dopamin
metabolizmasinda yer almakta olup, 22ql11.2 delesyon sendromlu bireylerde gozlenen
noropsikiyatrik bulgularla iliskilendirilmektedir (92). Bu genlerin kaybi, sendromun klinik

cesitliligini aciklamada 6nemli bir rol oynamaktadir.

Epilepsi, DiGeorge sendromu ile birlikte goriilen bir bulgudur. 22q11.2 delesyon
sendromlu geng¢ bireylerin %15’inde epilepsi goriildiigli, ndbetlerin genetik veya yapisal
kokenli olabilecegi bildirildi (93). Bu sendroma sahip hastalarda jeneralize tonik-klonik ve
miyoklonik ve fokal nobetlerin sik goriildiigii, ayrica genetik jeneralize epilepsi ve juvenil
miyoklonik epilepsi ile iliskili olabilecegi diistiniilmektedir (94-96). Ek olarak 82 numarali
hasta tespit edilen CNV, DECIPHER veritabaninda kayitli olan 287518, 517509, 503294 ve
487134 numarali hastalarla genetik ve klinik agidan yiiksek derecede ortiismektedir. Bu

durum, saptanan CN'V’nin fenotipik etkilerle gii¢lii iliskisini desteklemektedir.

ACMG/ClinGen 2020 kilavuzlar1 temel alindiginda, bu delesyon; haplo-yetersizlik
geni olarak tahmin edilen TBX1’i igermesi (ClinGen, Dosage ID:ISCA-31275), toplamda
79 geni kapsamasi, klinik fenotip ile gii¢lii genotip uyumu gostermesi ve literatiirde

tekrarlayan bi¢cimde tanimlanmis olmasi nedeniyle patojenik olarak siniflandirildi.

Yapilan genomik analizler sonucunda 95 numaralh hastada kromozom 9’un kisa
kolunda (9p) yer alan ve yaklasik 37.3 Mb uzunlugunda ardisik olmayan birden fazla
duplikasyon bolgesi tespit edildi. Bu duplikasyon 9p24.3’ten baslayip 9p13.3—p12 bolgesine
kadar uzanmakta ve 9p kolunun yaklasik %83’{inii kapsamaktadir. SNP-array ile yapilan
dogrulamada, ayn1 bolgede yaklasik 38 Mb’lik kesintisiz bir duplikasyon bolgesi oldugu
goriildii. Bu farklilik, WES platformunun yalnizca kodlayic1 bolgeleri kapsamasi ve
intronik/intergenik alanlarin yeterince orneklenmemesinden kaynaklanmaktadir. Genetik
varyantin, biiyiik Olcekli olusu ve icerdigi gen sayisinin fazlaligi dikkate alindiginda,

fenotipik etkiler agisindan anlamli oldugu diisiiniilmektedir. Hastada g6zlenen gelisimsel
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gecikme, entelektiiel yetersizlik, konusma bozuklugu ve epileptik nobetler, daha dnce 9p

duplikasyonu sendromu ile iligkilendirilmis fenotiplerle biiylik 6l¢iide ortiismektedir.

9p duplikasyon sendromu, kromozom 9’un kisa kolunun tamaminin veya bir
kisminin duplikasyonu sonucu ortaya ¢ikan nadir bir kromozomal anomalidir. Klinik tablo
heterojen olmakla birlikte; dismorfik yiiz bulgulari, gelisimsel ve motor gecikme, entelektiiel
yetersizlik, konusma ve dil bozukluklari, hipotoni ve epilepsi gibi nérogelisimsel belirtiler
sik gozlenmektedir. Duplikasyonun genisligi ve igerdigi genlerin tipine gore fenotipin

agirh@r degisebilmektedir (97, 98).

Literatiirde, 9p duplikasyonlarinin, epileptik nébetlerle birlikte goriilen klinik
tablolarla iligkili oldugu bildirildi (99). Bir baska c¢alismada, 9p duplikasyonu olan 27
yasinda bir erkekte kompleks parsiyel nobetler, multifokal epileptiform aktivite, korpus
kallozum ve serebellum atrofisi ve beyaz cevher hipoplazisi gibi yapisal beyin anomalilerine

dikkat ¢ekildi; bu bulgularla epileptogenez arasinda giiglii bir iligski 6nerildi (100).

Epilepsinin duplikasyonun kapsadigi bazi1 genlerin dozaj dengesine duyarliligiyla
iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu baglamda, 9p24.3 bolgesinde yer alan 6zellikle
DOCKS8 ve KANKI gibi genlerin, epileptik fenotipin olusumunda katki sagladig: ileri
stiriilmektedir. DOCKS, aktin sitoskeletonunun diizenlenmesi, sinaptik plastisite ve néronal
g0¢ gibi norogelisimsel siire¢lerde rol oynamaktadir. Protein diizeyindeki artigin, sinaptik
baglantilarin asir1 ve diizensiz olugmasina yol agarak noral ag biitiinliigiinii bozabilecegi;
dolayisiyla epileptogenez ve biligsel islev kayiplarina zemin hazirlayabilecegi
diistiniilmektedir. DOCKS8 duplikasyonlari, otizm spektrum bozuklugu, dil bozuklugu,
gelisimsel gecikme ve epilepsi ile iliskili olarak tanimlanmaktadir. Benzer sekilde, KANK1
geni de aktin polimerizasyonu, hiicre polaritesi ve ndronal migrasyon gibi siireglerde gorev
almakta; asir1 ekspresyonu, serebral yapilar arasinda baglanti bozukluklarina ve epileptik

nobetlere neden olabilmektedir (101-103).

Hastada saptanan CNV, DECIPHER veritabaninda kayitli bazi hastalarla fenotipik
ve genotipik agidan biiyiik dlgiide drtiismektedir. Ozellikle epilepsi, gelisimsel gecikme ve
konusma bozuklugu bulgularina sahip olan 337635, 331091, 308282 ve 285781 numarali
hastalarda bildirilen 9p duplikasyonlari, 95 numarali hasta ile benzer biiyiliklik ve gen

icerigine sahiptir. Bu paralellik, varyantin klinik anlamliligin1 giiclendirmektedir.
ACMG/ClinGen, 2020 kilavuzuna gore CNV’lerin degerlendirilmesinde
duplikasyonun biiyiikligii, igerdigi gen sayisi ve fenotip-genotip Ortlismesi gibi kriterler
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dikkate alinmaktadir. Bu vakada duplikasyonun 37.3 Mb gibi oldukg¢a genis bir bolgeyi
kapsamasi ve 200°den fazla protein kodlayan gen icermesi; literatiirde benzer genotip-
fenotip birlikteliginin tanimlanmis olmas1 ve DECIPHER’da fenotiple ortiisen klinik olarak
anlamli vakalarin mevcut olmasi dikkate alindiginda, CNV’nin patojenik olarak

siiflandirilmasi uygun goriildii.

Pitt-Hopkins sendromu ile fenotipik olarak uyumlu epileptik bulgular (gelisimsel
gecikme, zihinsel engellilik, hiperventilasyon, dismorfik yiiz goriiniimii, epileptik spazm)
gosteren 99 numaral hastada, TCF4 genine ait 7-19. ekzonlarin1 kapsayan yaklasik 175.5
kb’lik heterozigot bir delesyonun varligi belirlendi. Bu yapisal varyant, tim ekzom dizileme
(WES) verileri tizerinden elde edilen biyoinformatik analizle tanimlandi ve qPCR ile
dogrulandi. Aile bireyleriyle yapilan segregasyon analizi sonucunda, delesyonun de novo
olarak ortaya ¢iktigi goriildii. Varyant, TCF4 proteininin 124-671. aminoasitlerini kodlayan
bolgeyi ortadan kaldirmakta olup, bu alan protein yapisinin biiylik bir bdliimiini

olusturmaktadir (Sekil 18).

TCF4, temel heliks-ilmek-heliks (bHLH) yapisina sahip bir transkripsiyon
faktoriidiir ve noral gelisim siire¢lerinde genis bir etki yelpazesine sahiptir. Bu protein,
kortikal gelisim, ndronal gog, sinaptogenez ve gen transkripsiyonunun diizenlenmesi gibi
olaylarda kritik roller tistlenmektedir. Yapisal olarak; transkripsiyon aktivasyon domainleri
(AD1, AD?2), niikleer lokalizasyon sinyali (NLS), represér domain (Rep) ve DNA’ya
baglanma/dimerizasyonu saglayan bHLH domaini gibi fonksiyonel bolgeleri icermektedir
(104, 105). Sekil 21°de gosterildigi tizere, tespit edilen delesyon, bu fonksiyonel domainlerin
cogunu kapsamakta olup, proteinin cekirdege lokalizasyonu, DNA’ya baglanmasi ve

transkripsiyonel diizenleme fonksiyonlarini engellemektedir.

Pitt-Hopkins sendromu (PTHS), TCF4 genindeki heterozigot patojenik varyantlarla
iligkili, otozomal dominant kalitilan, nadir goriilen bir ndérogelisimsel sendromdur. Klinik
olarak agir gelisimsel gerilik, konugma gecikmesi veya yoklugu, hipotonisite, tipik yliz
gOriinlimii, solunum diizensizlikleri (hiperventilasyon ve apne ataklari) ve epileptik
nobetlerle karakterizedir (106, 107). PTHS vakalarinin %40-60’1nda epilepsi bildirilmis
olup; jeneralize tonik-klonik, absans, atonik, fokal nobetler ve epileptik ensefalopati gibi
degisken bir nobet spektrumu tanimlanmistir (108). Bu yoniiyle, epilepsi Pitt-Hopkins

sendromunun fenotipik yelpazesinde 6nemli bir klinik bulgu olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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ACMG/ClinGen tarafindan 2020 yilinda giincellenen yapisal varyant degerlendirme
kilavuzu dogrultusunda yapilan analizde, bu CNV’nin klinik a¢idan anlamli oldugu
degerlendirildi. TCF4 geninin Pitt-Hopkins sendromu ile giiglii bi¢imde iliskilendirildigi ve
hastanin klinik fenotipinin bu sendromla yiiksek 6zgiilliikte ortiistiigii gézlendi (106, 108).
Tespit edilen delesyonun, TCF4 proteininin transkripsiyonel aktivasyon, ¢ekirdek
lokalizasyonu ve DNA baglanma gibi fonksiyonlarindan sorumlu olan yapisal bolgeleri
(NLS, AD2, Rep ve bHLH) kapsadigi belirlendi. Bu durum, proteinin fonksiyonel
biitlinliigiiniin ciddi bigimde bozulduguna isaret etmektedir. Bunlara ek olarak, DECIPHER
veritabaninda bu vakadaki CNV ile benzer konumda yer alan yapisal varyantlara sahip
bireylerde, zihinsel gelisim geriligi, ndbetler (6rnegin jeneralize tonik ve absans),
mikrosefali ve dismorfik yiiz gbriiniimii gibi fenotiplerin bildirildigi ve bu varyantlarin
patojenik olarak siniflandirildigi gézlenmektedir (Hasta no: 248721, 265727, 259631).
Ayrica ayni veritabaninda TCF4 genine ait pLI skorunun 1.00 olarak raporlanmis olmasi, bu
genin fonksiyon kaybina (loss-of-function) sebep olan varyantlara karsi yiiksek diizeyde
intolerant oldugunu gostermekte ve delesyonun patojenitesini desteklemektedir. Bu
bulgular, TCF4’iin haplo-yetersizlik yoluyla hastalikla iligskilendirilebilecegini ortaya koyan
genom capindaki analizlerle de tutarlidir (109). Genetik analiz bulgulari, tespit edilen
CNV’nin etkiledigi protein bolgeleri ile hastanin klinik fenotipi arasindaki 6zgiil uyum
birlikte ele alindiginda, TCF4 geninde saptanan yapisal varyant patojenik olarak
degerlendirildi.

Jeneralize tonik-klonik nobetler (GTCA), belirgin entelektiiel yetersizlik, konusma
bozuklugu ve dismorfik yiiz bulgular1 ile bagvuran 102 numarah hasta i¢in yapilan
molekiiler analizlerde, 15q13.2—q13.3 bdlgesinde yaklagik 1.48 Mb biyiikliglinde bir
heterozigot delesyon tespit edildi. Toplam 20 geni kapsayan bu delesyon, 6zellikle CHRNA7
geninin ilk dort ekzonunu igermektedir. FISH analizi yalmizca proband bireyde
gergeklestirildi ve delesyon dogrulandi; ebeveynlere yonelik herhangi bir molekiiler test

yapilamadi.

Tespit edilen delesyonun yer aldigi bolge, klinik olarak tanimlanmis 15q13.3
mikrodelesyon sendromu ile ortiismektedir. Bu sendrom, epilepsi, 6grenme gli¢liigi,
konusma gecikmesi, entelektiiel yetersizlik, otizm spektrum bozuklugu ve davranigsal
sorunlarla karakterize edilen degisken fenotipli bir mikrodelesyon tablosu olarak

tanimlanmaktadir (110). Sendromun, bazi olgularda yalnizca hafif nérogelisimsel belirtilerle
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siirl kaldigi, bazi olgularda ise direngli epilepsi ve ciddi entelektiiel yetersizlik ile birlikte
goriildiigi bildirildi. Bu sendromun en temel genetik bileseni, cogunlukla CHRNA7 genini
igeren heterozigot delesyonlardir (111, 112). Bu hastada gozlenen norolojik ve gelisimsel
bulgular, 15q13.3 mikrodelesyon sendromunun literatiirde tanimlanmis fenotipik spektrumu
ile yliksek diizeyde ortiisme gostermektedir (110). DECIPHER veritabaninda, ayn1 genomik
bolgeyi iceren ve benzer fenotipik 6zellikler gosteren kayitlar (hasta no: 369850, 299881,
432942), 102 numarali hastada tespit edilen genotip-fenotip iliskisinin tutarliligini

desteklemektedir.

CHRNA?7 genini iceren delesyon, hastada gozlenen fenotipin genetik temelini
aciklamaya katki saglamaktadir. CHRNA7, merkezi sinir sisteminde a7 tipi nikotinik
asetilkolin reseptor alt birimini kodlayan bir gendir. Bu reseptorler, ndronal eksitabilite,
sinaptik iletim, 6grenme ve bellek gibi norolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Bir iyon kanali proteinini kodlayan CHRNA7 geni, ndbet fenotiplerinin
molekiiler temelleri acisindan énemli bir aday gen olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle
idiyopatik jeneralize epilepsi (IGE) tanisi alan bireylerin yaklasik %1’inde CHRNA7
delesyonlarin saptanmis olmasi, bu genin epileptogenezdeki roliinii desteklemektedir.
Bununla birlikte, CHRNA7 geni, 15q13.3 bolgesindeki kopya sayisi varyasyonlar: (CNV)
ile iligkili olgularin ¢ogunda bildirilen norogelisimsel ve ndoropsikiyatrik belirtilerin
etiyolojisinde de olasi bir katki saglayan aday genlerden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Kalitim
paterni agisindan, CHRNA?7 delesyonlarinin otozomal dominant aktarildig: bilinmektedir
(111, 113). Sekil 20’de kirmizi renkle temsil edilen delesyon, birgok geni kapsamakta olup
CHRNAT7 geninin yalmizca ilk dort ekzonunu igermektedir. Delesyon, bu ekzonlar1 da
kapsayacak sekilde genin i¢inde sonlanmaktadir. CHRNA7 geninin ilk dort ekzonunu da
iceren bu biiyiik boyutlu delesyon, genin transkripsiyon baslangic bolgesini, 5> UTR’yi,
baslangi¢c kodonunu ve ligand baglanma bolgesinin bir kismini kapsamaktadir. Boylece
fonksiyonel protein iiretimini engellenmekte ve haplo-yetersizlik yoluyla fenotipe neden

oldugu diistintilmektedir.

Bu hastada tespit edilen CHRNAZ7 delesyonu, fonksiyonel proteinin sentezlenmesini
engelleyen bir varyasyondur. Bulgular, CHRNAZ7 geninin haplo-yetersizlik mekanizmasi ile
epileptogenezdeki roliinii giliglii  sekilde desteklemektedir. Tespit edilen CNV,
ACMGI/CIlinGen kriterleri uyarinca hastanin fenotipiyle uyumlu oldugu ve literatiirde
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tanimlanmis 15q13.3 mikrodelesyon sendromu ile Ortiistiigii i¢in patojenik olarak

degerlendirildi.

Sonug olarak, bu ¢calismada epilepsi hastalarinda CNV tespitine yonelik WES tabanli
yaklasimin klinik taniya anlamli katki sagladigi gosterildi. Tespit edilen varyantlarin,
fenotipik bilgiler ve kuramsal cergeve esliginde degerlendirilmesiyle elde edilen ve
molekiiler dogrulama ile desteklenen bulgular, epilepsinin genetik altyapisina giiglii kanitlar
sunmaktadir. 146 hastadan olusan kohortta kisa varyant analizi 44 hastada (%30.1) tani ile
sonuglandi; bunu takiben uygulanan CNV analizi 8 hasta i¢in (%7.8) daha tan1 sagladi ve
biitiinciil degerlendirme sonucunda toplam tani oran1 52/146 (%35.6) diizeyine ulasti. CNV
taramasinin yalnizca kisa varyantla tan1 alamayan 102 hastaya uygulanmasi, tant verimini

%5.5 puan artirdi.

Epilepsi, genetik etiyolojisinde belirgin heterojenlik ve karmasiklik sergileyen bir
norolojik bozukluktur. Bu ¢alismada degerlendirilen hastalarda gézlenen fenotipik ¢esitlilik,
altta yatan genetik nedenlerin ¢ok katmanli olabilecegine isaret etmektedir. Saptanan
CNV’lerin bir boliimii yalnizca epilepsiyle degil, diger nérolojik bozukluklarla da iligkili
oldugu gozlendi. Bununla birlikte, epilepsiye eslik eden norogelisimsel gecikme bulgular
olan hastalarda CNV saptanma sikliginin daha yiiksek oldugu ve bu iliskinin istatistik olarak
anlamli oldugu gosterildi. Bu bulgular, epilepside genotip—fenotip ¢esitliliginin
degerlendirilmesinde kapsamli genomik testlerin (WES tabanlit CNV analizi dahil) 6nemini

vurgulamaktadir.

Dogrulama siireglerinde, qPCR/SNParray/FISH ile incelenen CNV’lerin 8/10’u teyit
edildi, iki CNV yanlis pozitif olarak degerlendirildi. Analitik bulgular, patojenik CNV’lerin
daha biiyiik olma egilimini desteklerken; epilepsiyle iligkili gen veya dozaj-duyarli bir
bolgeyi kapsayan kiiciik boyutlu CNV’lerin de klinik taniya dogrudan katki saglayabildigi
gozlendi. Bu sonuglar, WES tabanli CNV analizinin kisa varyant incelemesini tamamlayan

ve klinik 15 akigsinda karar destegi sunan bir bilesen oldugunu gostermektedir.

Bu calismanin bazi sinirliliklart bulunmaktadir. WES tabanli CNV analizi, hedef
bolgeler disindaki genomik alanlar1 kapsamamasi nedeniyle ekzon-dis1 veya intronik yapisal
degisikliklerin degerlendirilmesine olanak vermemektedir. Ayrica, genomik yeniden
diizenlenmelerin tamamin1 ortaya koyabilecek tiim genom dizileme (WGS) yapilmamis
olmast da ¢alismanin kapsamini sinirlandirmaktadir. Bunun yani sira, teorik olarak en az {i¢

prob igeren CNV’lerin daha yiiksek dogrulukla tespit edilebildigi bilinmekle birlikte, bu
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calismada epilepsiyle iligkili kritik genlerde yer alan bazi iki problu CNV ¢agrilar1 olasi
klinik 6nemleri nedeniyle dislanmayip qPCR ile dogrulama siirecine alindi. Ancak bu
varyantlarin yanlis pozitif oldugunun goézlenmesi, diisiik prob sayisinin o6zellikle sinirh
kapsamaya sahip ekzonlarda CNV c¢agrilarimin  giivenirligini  azaltabilecegini

gostermektedir.

Gelecek calismalar agisindan, daha genis ve iyi tanimlanmis kohortlarda yiiriitiilecek
cok merkezli analizlerin, epilepside yapisal varyant spektrumunu ayrintilandirarak genotip—
fenotip iliskisinin daha net ortaya konmasina katki saglayacagi éngoriilmektedir. Ozellikle
fenotip derinlestirmesi, standartlastirilmis yorumlama olgiitleri (ACMG/ClinGen) ile veri
taban1 entegrasyonu ve gerektiginde yiiksek ¢oziintirliikklii/uzun-okuma tabanli yontemlerin
kullanimi; hem kiigiik etkili varyantlarin yakalanmasini hem de kompleks kromozomal
yeniden diizenlenmelerinin daha dogru tanimlanmasint miimkiin kilacaktir. Bu biitiinciil
yaklasimin, epilepsiye eslik eden norogelisimsel fenotiplerin genetik temellerinin daha
kapsamli bi¢imde aydinlatilmasima ve kisisellestirilmis klinik yonetim stratejilerinin

gelistirilmesine katki sunmasi beklenmektedir.

Bu calisma, epilepside yapisal varyantlarin tanisal degerlendirmede goz ardi
edilemeyecek temel bilesenler arasinda yer aldigimi gostermektedir. WES tabanli CNV
analizinin kisa varyant incelemelerini tamamlayarak tani verimini artirdigi ve fenotip—
genotip uyumunun yorumlanmasina onemli katkilar sundugu goriilmektedir. Molekiiler
olarak dogrulanan CNV’lerin klinik baglamda biitiinciil bir yaklagimla ele alinmasi,
epilepsinin genetik altyapisinin daha dogru bi¢imde anlagilmasina olanak saglamaktadir.
Elde edilen bulgular, epilepsi tanisinda kapsamli genomik analizlerin gerekliligini
desteklerken, gelecekte uygulanacak yiiksek ¢oziiniirliiklii yontemlere dayali ¢alismalar i¢in

de giiclii bir referans gercevesi olusturmaktadir.
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