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OZET

Erken Baslangich Epileptik Ensefalopati Hastalarinda Hedefli Gen Paneli
Analizlerinin Tamisal Degerinin Saptanmasi

Amac:Erken baslangigli epileptik ensefalopati (EBEE), genetik ve fenotipik heterojeniteye
sahip multifaktoriyel bir hastaliktir.Bu nedenle EEG, MRG ve metabolik testler gibi
geleneksel yontemler tanida kisith kalmaktadir.Son zamanlarda klinikte yaygin olarak
kullanilan hedefli gen paneli yaklasimi ile kesin tamiya yiiksek dogrulukta
ulagilabilmektedir. Bu retrospektif calismada, hedefli gen panelinin EBEE tanili
hastalardaki tanisal degerinin incelenmesi amaglanmistir.

Yéntem: Calismada, 2017-2018 yillar1 arasinda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Noroloji Poliklinigi‘nden Tibbi Genetik AD laboratuvarina rutin tani testi amaciyla
yonlendirilen hastalar arasindan rastgele se¢ilmis EBEE tanili 50 hasta yer aldi. Calisma
icin hastalarda saptanan nedensel varyantlar (patojenik, olas1 patojenik ve VUS) incelendi.
VUS varyant tanimlanan hastalar segregasyon analizi ve in siliko tahmin araglarindan
yararlanilarak tekrar analiz edildi ve patojenisiteleri giincellendi. Nedensel varyant tespit
edilen hastalarin ¢alismaya alinan toplam hasta sayisina oranlanmasiyla gen panelinin
tanisal degeri hesaplandi.

Bulgular: Yapilan retrospektif incelemede 11 hastada (% 22) patojenik,2 hastada (%4)
olas1 patojenik 9 hastada (%18) VUS varyant tanimlandi. Patojenik ve olas1 patojenik
varyant belirlenen hastalarin %4’ West sendromu (n=2),%4’i malign migratuvar
epilepsi(n=2),%16’s1 EBEE (n=8),%2’si Dravet sendromluydu (n=1).Yeniden analiz
edilen VUS varyantlarin patojenisitesi degismedi.Dravet sendromlu hastalarin tamaminda
nedensel bir varyant belirlendi.Hastalarin %10’unda (5/50), tim varyantlarin ise %23’{inde
SCN1A varyantt bulundu (5/22).Bu retrospektif calismada, bilinen 55 epileptik
ensefalopati geni igeren hedefli gen paneli analiziyle belirlenen tanisal deger %26 (P,OP)
ve %44’ dir(P,OP ve VUS). Tanisal deger, ilk nobetini 6 aydan dnce gegiren hastalarda en
yiiksekti (n=15,%30).

Sonug¢: Calismamizda saptanan %26’lik (P,OP) ve % 44’liikk (P,OP ve VUS) tanisal deger,
EBEE hastalarinin tanisinda hedefli gen paneli analizlerinin kullanildig1 son calismalarla
uyumlu bulunmustur. Hedefli gen paneli, genotip-fenotip korelasyonlar1 kurmayi
sagladigindan ve tedaviye yon verdiginden dolayr EBEE hastalar1 igin pratik bir tan1 aract

olarak goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Epileptik ensefalopati, hedefli gen paneli, tanisal deger



ABSTRACT

Determination of Diagnostic Value of Targeted Gene Panel Analysis in Patients with
Early Onset Epileptic Encephalopathy

Objective: Early onset epileptic encephalopathy (EOEE) is a multifactorial disease with
genetic and phenotypic heterogeneity. Therefore, conventional methods such as EEG, MRI
and metabolic tests are limited in diagnosis. Recently, the targeted gene panel approach,
which is widely used in clinical practice, can achieve accurate diagnosis with high
accuracy. In this retrospective study, we aimed to investigate the diagnostic value of the
targeted gene panel in patients with EOEE.

Metod: Fifty patients with randomly selected EOEE were included in the study between
2017-2018 from the Department of Pediatric Neurology Outpatient Clinic of Kocaeli
University Medical Medical Genetics Department. Causative variants (pathogenic, likely
pathogenic and VUS) detected in the patients were examined for the study. Patients with
VUS variant were re-analyzed using segregation analysis and in silico estimation tools and
their pathogenicity was updated. The diagnostic value of the gene panel was calculated by
proportioning the patients with causative variants to the total number of patients included
in the study.

Results: In the retrospective analysis, VUS variant was identified in 11 patients (22%) and
in 2 patients (4%) and in 9 patients (18%).Of the patients with pathogenic and possible
pathogenic variants, 4% had West syndrome (n = 2), 4% had malignant migratory epilepsy
(n =2), 16% had EOEE (n = 8), and 2% had Dravet syndrome ( n = 1). Pathogenicity of re-
analyzed VUS variants did not change. A causative variant was identified in all patients
with Dravet syndrome. SCN1A variant was found in 10% (5/50) and 23% of all variants
(5/22). In this retrospective study, the diagnostic value determined by targeted gene panel
analysis containing 55 known epileptic encephalopathy genes was 26% (P, OP) and 44%
(P, OP and VUS). Diagnostic value was highest in patients who had their first seizure
before 6 months (n = 15, 30%).

Conclusions: The diagnostic value of 26% (P, OP) and 44% (P, OP and VUS) found in
our study was consistent with recent studies using targeted gene panel analyzes in the
diagnosis of EOEE patients. The targeted gene panel is seen as a practical diagnostic tool
for EOEE patients because it allows to establish genotype-phenotype correlations and
guide treatment.

Key words: Epileptic Encephalopathy, targeted gene panel, diagnostic value
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1.GIRiS
1.1.Epilepsi ile Tlgili Tanimlar

Ingiliz Hekim Jackson’a gore epilepsi; merkezi sinir sisteminde kortikal veya
subkortikal bolgelerde yer alan noronlarin ani, anormal hipersenkron desarjlar1 sonucu
ortaya cikan ve genellikle tekrarlayici nitelikte olan klinik bir tablodur (Binder ve
Scharfman 2004). Epilepsi; norolojik hastaliklar arasinda ¢ocukluk ve ergenlik ¢aginda en
sik, erigskinlerde ise beyin damar hastaliklarindan sonra en sik rastlanan ikinci hastaliktir
(Arzimanoglou ve dig 2007, Aktekin ve Kayrak,2008). Bir bagka tanimlamaya gore en az
24 saat aralikla altta yatan herhangi bir uyarici faktdr olmaksizin gergeklesen iki yada daha
fazla sayida nobet epilepsi siiphesini giiclendirmektedir (Yakinci 2006).Epileptik
ndbetlerin gelisimi, noronal hiicrelerde hiperstabilite veya néronal hiicre komplekslerinde

anormal eszamanl elektriksel aktivite ile agiklanabilir (Oliva ve dig 2012).

Epileptik sendrom ise ndbet tipleri, etiyoloji, EEG bulgulari, ndbetlerin baslangic yasi,
norolojik durum, prognoz ve spesifik antiepileptik ilaglara cevap gibi ayirt edici bulgular

ile karakterize klinik tablolardir (Celik 2011 ve Koyli 2012).

Epileptik ensefalopati; yenidogan ve ¢ocukluk donemlerinde meydana gelen
miyelinasyon, sinaptogenez, noron gocli ve apoptozis aktif siireclerinin bozulmasi gibi
nedenlerle EEG iizerinde sik sik ndbetler ve belirgin epileptiform anormalliklerin
goriildiigii epilepsidir(Basel-Vanagaite ve dig 2013). Uluslaras: Epilepsi ile Savas Dernegi
(ILAE), epileptik ensefalopatileri epileptiform anormalliklerin serebral fonksiyondaki
progresif bozukluga yol agtigi durumlar olarak tarif etmektedir (Lado ve dig 2013).
Epileptik ensefalopatiler, erken cocukluk doneminde tekrarlayan nobetler ve belirgin
interiktal epileptiform desarjlarla karakterizedir (Lee 2018). Erken baslangicli epileptik
ensefalopati; EEG’de 0zellikle derin uykuda belirgin patlama sonme paterni ile
karakterize,¢ok sayida ve stk miyokloniler, parsiyel ndbetlerin de eslik ettigi, ve ilk 3 aylik

donemde baslayan ensefalopatidir (Yakinct 2006).

1.2.Epileptik Ensefalopatilerin Siniflandirilmasi

1981 yilinda Epileptik Nobetlerin Klinik ve Elektrografik Siiflamasi ve 1989 yilinda
Epileptik Sendrom Smiflamasi ILAE tarafindan gelistirilmis olup halen tiim diinyada
kullanilmaktadir. Nobet siniflandirmasi dogrudan gozlem, gorgii taniginin dinlenmesi ve

video kaydinin izlenmesine dayanir. Sendrom simiflandirmasi ise; nobetlerin aksine



dogrudan gozlem yada video kaydinin izlemi ile yapilamaz, tanit ig¢in baslangic
yasi,etyoloji,aile Oykiisii,nobet sikligi,goriintiileme yontemleri gibi ek bilgiler gereklidir
(Bora 2008). Siniflandirmayla hastanin sahip oldugu ndobet tiirlerini, ndbetleri igin
potansiyel tetikleyicileri ve prognozlarin1 anlamak i¢in bir ¢ergeve olusturulur.Ayrica
ogrenme giicliigii, zihinsel engelli olma, otizm spektrum bozuklugu gibi psikiyatrik
ozellikler ve epilepside ani beklenmedik 6liim (SUDEP) dahil olmak tizere ko-morbidite
risklerini de bildirir(Scheffer ve dig 2017).

1.2.1. ILAE Epileptik Nobetlerin Siniflandirilmasi

Nobet siniflamasi, klinik ve EEG bulgularina gére her ndbeti tek bir olay gibi kabul
ederek smiflandirmaktir (Commission,1981).ILAE’ nin yaptig1 siniflama Cizelge 1.2.1.’de

gosterilmistir.

Cizelge 1.2.1. Epileptik Nobetlerin Siniflandirilmasi

1-PARSIYEL (FOKAL) NOBETLER
A.Basit parsiyel nobetler

1. Motor semptomlu

a) fokal motor

b) Jacksonian

c) Versif

d) Postural

e) Fonatuar

2. Somotosensorial veya 6zel duyusal semptomlu nébetler
a) Somatosensoriyal

b) Viziiel

¢) Odituvar

d) Olfaktor

e) Gustator

f) Vertijinoz

3. Otonomik semptomiu

4. Psigik semptomlu

a) Disfazi

b) Dismnezi

c¢) Kognitif




d) Affektif

e) Illiizyonlar

f) Yapilandirilmig haliisinasyonlar

B. Kompleks Parsiyel Nobetler

1.Basit parsiyel nobet ardindan biling kayb1

a) Basit parsiyel nobet seklinde baglayan

b) Otomatizmalarla giden

2. Baslangicta biling kayb1

a) Sadece biling kayb1

b) Otomatizmalarla giden

C. Sekonder jeneralize ndbetlere doniisen parsiyel nobetler
1. Basit parsiyel ndbetlerin jeneralize nobetlere donmesi

2. Kompleks parsiyel nobetlerin jeneralize nobetlere donmesi
3. Basit parsiyel nobet seklinde baslayip kompleks parsiyel ndbete doniisiip jeneralize ndbete
donmesi

2. JENERALIZE NOBETLER

A. Absans ndbetler

1-Tipik absans

a)Sadece biling kaybi

b)Hafif klonik kompenentli

c)Atonik kompenentli

d)Tonik kompenentli

e)Otomatizmalarla giden

f)Otonomik kompenentli

2-Atipik Absans

B. Miyoklonik ndbetler

C. Tonik ndbetler

D. Klonik ndbetler

E. Tonik-klonik nobetler

F. Atonik nobetler

3. SINIFLANDIRALAMAYAN EPILEPTIK NOBETLER




1.2.2. ILAE Epileptik Sendrom Siniflandirilmasi

Sendrom smiflama, epilepsi tipi disinda etiyoloji, baslangi¢c yasi, neden olan beyin
patolojisi g6z Oniine alinarak yapilmaktadir (Commission,1989).ILAE’nin yaptigi

siniflama Cizelge 1.2.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 1.2.2.Epileptik Sendrom Siniflandirilmasi

1. LOKALIZASYONLA ILiSKILi EPILEPSILER VE SENDROMLAR
A. Idiopatik (Yasla iliskili baslangic)

- Sentrotemporal dikenli benign ¢ocukluk ¢ag1 epilepsisi

- Oksipital paroksizmli gocukluk ¢ag1 epilepsisi

- Primer okuma epilepsisi

B. Semptomatik

-Kronik progresif epilepsi parsiyalis kontinua (Kojewnikow Sendromu)
-Spesifik faktorlerle ortaya cikan nobetlerle karakterize sendromlar
-Temporal, frontal, parietal, oksipital lob epilepsileri

C. Kriptojenik

2. JENERALIZE EPILEPSILER VE SENDROMLAR

A. Idiopatik (Yasla iliskili baslangic)

- Benign ailesel yenidogan konvulziyonlari

- Benign yenidogan konvulziyonlari

- Cocukluk ¢ag1 benign miyoklonik epilepsi

- Cocukluk cag1 absans epilepsi

- Jiivenil absans epilepsi

- Jitvenil miyoklonik epilepsi

- Uyanirken gelen grand mal nobet epilepsisi

- Diger jeneralize idiopatik epilepsiler

- Beliri aktivasyon yontemleriyle karakterize epilepsi

B. Kriptojenik veya semptomatik

- West sendromu

- Lennox-Gastaut sendromu

- Miyoklonik astatik nobetli epilepsi

- Miyoklonik absansli epilepsi

C. Semptomatik

- Spesifik olmayan etyoloji

a.Erken miyoklonik ensefalopati

b.Supresyon burstlu erken infantil epileptik ensefalopati
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c.Diger semptomatik jeneralize epilepsiler

- Spesifik norolojik hastaliklara bagh epilepsiler

D. Ozgiil sendromlar

3. FOKAL Mi JENERALIZE Mi OLDUGU BELIRSiZ SENDROMLAR VE
EPILEPSILER

A. jeneralize ve fokal konviilziyonlu epilepsiler

- Yenidogan ndbetleri

- Siit cocuklugu cagr ciddi miyoklonik epilepsisi

- Yavas dalga uykusunda siirekli diken dalgali epilepsi

- Edinilmis epileptik afazi (Landau- Klefner sendromu)

- Tanimlanmamis diger epilepsiler

B. jeneralize veya fokal konviilziyonlu 6zelligi belirlenemeyen epilepsiler
4. OZEL SENDROMLAR

A. Ozel bir durumla iliskili nobetler

- Febril nobetler

- izole nébetler veya izole status epileptikus

-Yalniz alkol, ilaglar, eklampsi, nonketotik hiperglisemi gibi etmenlere bagl

akut metabolik veya toksik bir olay varken ortaya ¢ikan nébetler

Epileptik ensefalopati siniflamas1 hem uygun antiepileptik ila¢ se¢imi hem de bilimsel
verilerin toplanmasi1 ve karsilagtirllmast i¢cin Onemlidir.Epileptik ensefalopatilerin

siniflandirilmasi Cizelge 1.2.3 ve Cizim 1.2°de gosterilmistir.

Cizelge 1.2.3. Cocukluk Caginda Goriilen Epileptik Ensefalopatiler. Yis ve dig.
(2006)’den alinmustir.

|infant ve Cocuklarda Myoklonik Nébetler ile Birlikte Olan Epileptik Ensefalopatiler
[0 Dravet Sendromu (Ciddi Myoklonik Epilepsi)

0 Myoklonik Astatik Epilepsi (Doose Sendromu)

Hipsaritmi ile Birlikte Olan Infantil Epileptik Ensefalopati

[ West Sendromu

Supresyon-Burst ile Birlikte Olan Erken Infantil Epileptik Ensefalopatiler
1 Ohtahara Sendromu

[0 Erken Myoklonik Ensefalopati

Diger Epileptik Ensefalopatiler

[ Malign Migratuvar Parsiyel Epilepsi

1 Lennox-Gastaut Sendromu

O Landau-Kleffner Sendromu ve uyku sirasinda devam eden diken dalgali epilepsi(CSWS




Etivoloji

p—

vapisal
[ fokal ] [generalize ] [ bilinmeyen ]

—
genetik

Nabet tipleri

metabolik

Epilepsi Tipi

immiinite

PEE—
enfeksivon

I bilinmeven
[ Epilepsi Sendromlar J

Cizim 1.2.Epilepsi Smiflandirilmas1 Semasi. Scheffer ve dig (2017)’den alinmustir.

1.3. Dravet Sendromu (Agir Myoklonik Epilepsi)

[k defa Charlotte Dravet tarafindan “agir miyoklonik epilepsi” olarak tanimlanmistir
(Dravet ve dig 2005). Dravet sendromu (DS) normal bir bebegin yaklasik 6 ayda
hemiklonik ya da genellesmis olabilen febril status epileptikus gelistirdigi, belirgin bir
infantil baslangi¢ epilepsi sendromudur(Scheffer 2011). Semptomlar yasamin ilk yilinda
cogunlukla uzun siireli febril hemiklonik nobetler veya genellesmis tonik klonik nébetler
ile ortaya ¢ikar (Mahdieh ve dig 2018). Diger nobet tipleri ilk 4 yilda gelisir. Erken gelisim
normaldir ve yasamin ikinci yilinda yavaslar (Scheffer 2011).1lk yillarda EEG normaldir.
Daha sonra ¢ok odakli (miyofokal) keskin, diken yavas dalgalarla ¢oklu diken (polispike)
dalgalarin yam1 sira zemin ritminde yavaslama ve bozulma izlenir (Yakinci 20006).
Hastalarin yarisinda agir olmak {izere tiim olgularda kognitif bozukluklar vardir, bu
nedenle % 15'i nobet sirasinda ya da eslik eden hastaliklardan 6lebilir. Prognoz bu nedenle
kotiidiir (Panayiotopoulos 2005). DS insidanst 0.5-1/40.000 olup hayatin ilk 3 yili
igerisinde olusan epilepsilerin %8 olusturur (Nieh ve Sherr 2014). Prevalans, 3 yasindan
once baslayan epilepsilerin yaklasik% 6'sidir.Aile dykiisii, febril nébet oraninin yiiksek
olmas1 ve monozigotik ikizlerde yiiksek prevalans bu sendromda daha ¢ok genetik yoniinii

diistindiirmektedir (Panayiotopoulos 2005).



Klinik tanisi; nobet tipleri, klinik seyir ve EEG 0zelliklerin belirlenmesine dayanir
(Brunklaus ve dig 2012). Hastalarin %80’inde SCN1A mutasyonu sorumludur ve bunun
%90 de novo mutasyondur (Depienne ve dig 2009-2010).Calismalarda GABR2,SCN2A ve
SCNB8A dahil olmak iizere ¢esitli genlerin, DS’na neden oldugu bildirilmistir (Lee 2018).
Klinik seyirde gozlenen tiim nobet tipleri tedaviye direnglidir (Cokar ve Kutlu 2014). En
yararli ilaglar, ndbetlerin sikligimi ve siliresini azaltan valproat, fenobarbital ve
benzodiazepinlerdir. Bunun yaninda etosuksimid, topiramat, levetiracetam, zonisamid ve
bromiirler de DS’de etkili bulunmustur. Ancak lamotrijinin nobetleri arttirdig
bildirilmistir. Baz1 olgularda, 6zellikle DS nun erken evrelerinde ketojenik diyete (KD) ve
Immunoterapiye iyi yanitlar alinmistir (Cokar ve Kutlu 2014). Son yillarda yapilan bir
calismada sitokrom p450 inhibitdrii olan stiripentol ve klobozamin beraber kullaniminin bu

hastalarda nobet sikligin1 6nemli 6lglide azalttigi bildirilmistir (Yis ve dig 2006).
1.4. Myoklonik Astatik Epilepsi (Doose Sendromu)

Cocukluk ¢agi epilepsilerinin %1-2’sini olusturan prognozu hastadan hastaya degisen
belirgin bir yatkinligin oldugu, idiyopatik jeneralize bir sendromdur (Bora 2008). Lennox-
Gastaut sendromunun miyoklonik c¢esidi olarak da tanimlanmaktadir (Yakinci 2006).
Baslangic1 7 ay ile 6 yas arasindadir. Biligsel ve psikomotor becerilerdeki bozukluklar
siklikla mevcuttur. Atipik yokluk, atonik, tonik ve miyoklonik astatik nobetler gibi ¢oklu
nobet tipleri ile karakterizedir (Gonsales ve dig 2015).Hastalarin %80’inde ailede febril
nobetler ve diger epileptik ndbetler bulunmaktadir (Per ve Canpolat 2013). Giin i¢inde ¢ok
sayida miyoklonus ve diisme ataklar1 goriiliir (Yakinc1 2006). Erkekler kizlardan daha fazla
etkilenir ve nobet baslamadan oOnce gelisim normaldir (Ferrie 2015). Sik konviilzif
olmayan status epileptikus epizodlar1 kotii prognoz isaretidir (Yakinc1 2006).EEG mevcut
en iyi tam aracidir (Gonsales ve dig 2015). Antiepileptik ilag (AEI)'lara cevap, belirgin ilag
direncine verilen cevaplardan tamamen farklidir. Bunlar arasinda sodyum valproat,

topiramat, levetirasetam ve benzodiazepinler bulunur. KD yaniti 1yidir (Ferrie 2015)

1.5.West Sendromu (Infantil Spazm)

[lk defa 1841 yilinda Dr.James West dort aylik oglunda infantil spazm icin
karakteristik olan ndbetleri tespit etmis (Dulac 2001) ve siit ¢cocuklugu ve erken ¢ocukluk
donemine 6zgli yasa bagiml epileptik ensefalopati olarak tanimlamistir (West 1841).West
sendromu (WS),epileptik spazmlar, gelisimsel gecikme/gerileme ve EEG'de hisaritmi ile

karakterize, bebeklikte baslayan bir epileptik ensefalopatidir. Epileptik spazmlara ek



olarak, etkilenen hastalar gelisimsel yetersizlikler, entelektiiel ve davranigsal anormallikler
ve uzun siireli epilepsi agisindan yiiksek risk altindadir (Kesavan ve Sankhyan 2019).
WS’ nun baslama yas1 3-12 aydir; en sik 3-7 aylar arasinda ortaya ¢ikar (Cokar ve Kutlu
2014).10.000 canli dogumda 2-4 siklikla en sik goriilen epileptik ensefalopatilerden biridir.
Epileptik spazmlar tipik olarak bebeklik doneminde ortaya cikar ve EEG paterni
hiparitmidir (Yuskaitis ve dig 2018).Bazi semptomatik olgularda otizm veya Lennox-
Gastaut sendromu gelisebilir (Covanis 2012). Hastalarin yaris1 kalict motor sakatliklarina
ve lgcte ikisi genellikle ciddi bilissel ve psikolojik bozukluklara sahiptir, sadece yaklasik%
5-12'si normal zihinsel ve motor gelisim gosterir(Panayiotopoulos 2005). Mortalite;
gelismis iilkelerde giderek iyilesen tibbi bakim nedeni ile %5’in altina diigsmiistiir(Y1lmaz,
2011). Hastalarin yaklasik %40’inda etiyolojik faktor saptanamaz. Kalan %60’1nda ise
prenatal, perinatal ya da postnatal bir faktor saptanabilir(Frost ve Hrachovy
2003).Semptomatik grup( %80), psikomotor geriligi, norolojik belirtiler, radyolojik
belirtiler veya diger nobet tipleri varligi veya bilinen bir etiyoloji ile karakterizedir. Daha
kiigtik, kriptojenik grup(%20), dnceden beyin hasari ve bilinen etiyoloji belirtilerinin
olmamas: ile karakterizedir. Tanida kromozom analizi, nérometabolik testler, beyin
omurilik sivist (BOS) incelenmesi kullanilir (Panayiotopoulos 2005). Bir¢cok genetik
kokenli hastaligin infantil spazm ile iliskilili oldugu bilinmektedir (Frost ve Hrachovy
2003).Aicardi sendromu, Tip-1 inkontinensia pigmenti, ARX ve CDKL5 gen
mutasyonlari, infantil spazmla iligkili bir metabolik bozukluk olan piruvat dehidrogenaz
kompleks eksikligi gibi hastaliklar, Xp11 ve Xp22 bolgelerindeki defektlerden kaynaklanir
ve genetik kokenli infantil spazmla iliskili hastaliklar olarak tanimlanir (Yilmaz 2011).
ARX ve CDKLS, infantil spazmlarla en sik iligkili genler arasindadir(Lee 2018).Tedavi
icin ACTH (adrenokortikotropik hormon) ve vigabatrin epileptik spazmlarin kisa siireli
tedavisinde muhtemelen etkili ilk ajanlardir (Hrachovy ve Frost 2008, D’Alonzo ve dig
2018).Bunun disinda nitrazepam, lamotrigin, levetirasetam, sultiam, topiramat, zonisamid,
KD, immiinoglobulin tedavisi, felbamat ve tirotropin salgilayan hormon kullanilmaktadir
(Panayiotopoulos 2005). Direncli hastalarda epileptik cerrahi diger bir tedavi se¢enegidir
(Yis ve dig 20006).



1.6. Erken Infantil Epileptik Ensefalopati (Ohtahara Sendromu)

Ohtahara ve digerleri tarafindan ilk defa 1976’da tanimlanmistir. Yasa bagl gelisen
epileptik ensefalopatiler arasinda en ciddi ve en erken baslayan ensefalopatidir (Donat
1992).Tekrarlayan, siklikla inat¢i olmayan, nobetler ve gelisimsel bozukluklarla
karakterizedir (Mastrangelo ve Leuzzi 2012). Nobet tipi sik tekrarlayan tonik spazmlardir
(Murakami ve dig 1993). Nobetler hem uyku hem uyaniklik zamani goriilebilir (Ohtahara
ve dig 2003).En sik EEG bulgusu burst supresyon paterni ile ortaya c¢ikan tonik
spazmlardir (Basel-Vanagaite ve dig 2013). Bazi durumlarda zamanla West sendromuna
daha ileride de Lennox-Gastaut sendromu gelisebilir (Yamatogi ve Ohtahara 2002).
Semptomlar ilk 3 ayda ve genellikle ilk 10 giin icerisinde baslar (Donat 1992). EEG’de
coklu diken dalga aktivitesi ve burst-siipresyon paterni, tedaviye direnglilik ve kotii
prognoz oOzelligi gostermektedir. Hastalarin dortte biri ilk iki yilda kaybedilmektedir
(Karagol ve dig 2012). Ohtahara sendromu (OS)’nun patogenezinde yapisal beyin
anomalileri, dogustan gelen metabolizma hatalari, genetik anormallikler ve bilinmeyen

faktorler yer almaktadir (Lee 2018).

Bu giine dek OS ile iliskisi bulunan bir¢ok gen tanimlanmistir. Bunlardan biri olan
Syntaxin-Binding Protein 1 (STXBP1) sinaptik vezikiil salinimini regiile eder (Saitsu ve
dig 2008). STXBP1'de heterozigoz de novo mutasyonlart bildirilmistir (Basel-Vanagaite ve
dig 2013).0S’nin etyolojisinde yer alan diger genlerden ARX geni noronal progenitorlerin
proliferasyon ve differensasyonunu regiile edici olarak (Kato ve dig 2007), SLC25A22
mitokondriyal glutamat reseptoriiniin kodlayicisi (Molinari ve dig 2009) ve ayn1 zamanda
potasyum voltaj kapili kanal olarak, KCNQ2 hiicrenin elektrik sinyali olusturma ve
iletmesinde rol alan genlerdir (Weckhuysen ve dig 2012).ARX testinin bir yagindan kiigiik
OS’li hastalarda ve agiklanamayan nérodejenerasyon, ilerleyici beyaz madde kaybi ve
kortikal atrofisi olan hastalarda yapilmasi gerektigi Onerilmistir (Gonsales ve dig
2015).Tedavide benzodiazepinler, sodyum valproat, vigabatrin ve ACTH kullanilmaktadir
(Karagol ve dig 2012).

1.7. Erken Myoklonik Ensefalopati

Erken myoklonik ensefalopati (EME), hayatin ilk {i¢ ayinda baslayan myokloniler ve
parsiyel nobetler ile karakterize epileptik bir ensefalopatidir (Yis ve dig 2006).Yasamin ilk
3 ayinda baglayan siddetli miyoklonik spazmlarla veya miyoklonik jerklerle karakterize

epileptik ensefalopati sendromudur (Hwang ve Kwon 2015).Kimi hastalarda dogumdan
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kisa bir siire sonra ve yasamin ilk birka¢ haftasinda ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir (Ferrie
2015).Fokal miyoklonus ve fokal motor nobetler goriilmekle birlikte, baz1 hastalarda
jeneralize miyoklonus da goriilebilmektedir. Miyoklonus genellikle yiiz ve ekstremiteleri
tutar (Hwang ve Kwon 2015). interiktal EEG bulgusu 6zellikle derin uykuda goriilen
supresyon-borst paternidir. Uyaniklik doneminde yavas zemin aktivitesi ile birlikte
multifokal diken dalga goriilmektedir (Yis ve dig 2006). EME genellikle amino ve organik
asidiiraz, piirin metabolizmas1 bozukluklar1 ve peroksizomal bozukluklar gibi dogustan
gelen metabolizma hatalarindan kaynaklanir.Otozomal resesif kalitim siklikla goriiliir.
Tedavi edilebilir bir metabolik bozukluk bulunmasi, etkili bir tedaviyi zorlastirir. Yasamin
ilk haftalarinda ve aylarinda 6liim orani ¢ok yliksektir ve hayatta kalanlar ciddi fiziksel ve
zihinsel bozukluklara sahiptir (Ferrie 2015). Nobetler antiepileptik ilaglar, ACTH,
steroidler ve pridoksine direnglidir (Ohtahara ve Yamatogi 2003).

1.8. Malign Migratuvar Parsiyel Epilepsi

Bebeklik doneminde inat¢1 norogelisimsel gecikmeyle nadir goriilen erken baslangich
epileptik ensefalopatidir. MMPE tanisi, ardisik ndbetlerde bir kortikal alandan digerine
hareket eden, birden fazla bagimsiz serebral bélgeyi igeren rastgele desarjlar1 gosteren iktal
EEG'ye dayanir (Selioutski ve dig 2015) Bu nadir sendrom, ilk yedi ayda kendini gosterir.
Motor ve belirgin otonomik semptomlarla,sekonder jeneralize ve fokal ndbetler ile
karakterizedir. Yapilan bir ¢alisma bu sendroma KCNT1 genindeki bir mutasyonun neden

olabilecegini gostermistir (Ferrie 2015).

1.9. Lennox-Gastaut Sendromu

[lk defa 1969 yilinda Lennox ve Gastaut tarafindan tanimlanmistir (Markand
2003).%65-75 oraninda semptomatik etyolojiye sahip,1-7 yas arasinda baglayan sik
diismelere yol acan tonik ve atonik nobetler ile uyku sirasinda goriilen tonik nébetlerin ve
atipik absans tipi nobetlerin karakteristik oldugu epileptik bir ensefalopatidir (Atmaca ve
dig 2012).Klinik belirtileri nobetlerin baglamasindan sonra gelisen progresif mental
gerileme ve davranis bozuklugu, uyamiklik EEG’de diffiiz yavas diken dalga ve uyku
EEG’de diffiiz hizli ritimlerdir (Arzimanoglou ve dig 2009).Tonik nodbetler en direngli
ndbet tipi ve hastalarn neredeyse hepsinde (%95) goriiliir (Yagi 1996). Infantil spazmlar
olan bebeklerin % 40- 601 tonik ve atonik nobetlerle Lennox-Gastaut sendromu (LGS)
gelistirir (Zupanc 2009). Prevalanst %3-10°diir. 10 yillik mortalitesi %3-7’dir, oliimler
genellikle nobetlere bagh kazalardan kaynaklanir (Atmaca ve dig 2012). Semptomatik
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olmasi, erken yasta baslangig, sik tonik ndbetkonviilsif olmayan status epileptikus ve
EEG’de diizensiz zemin aktivitesi diizensizligi kotii prognoz isaretidir (Yakinci 2006).
LGS c¢ocukluk cagimin tedaviye en direngli epilepsilerinin basta gelenidir (Bora 2008).
Tedavisinde valproat, klobazam, lamotrijin, topiramat, felbamat ve rufinamid kullanilir
(Atmaca ve dig 2012). Olgularin 1/3’tinlin aile Oykiisiinde genellikle idiopatik/genetik
epilepsi mevcuttur (Covanis 2012).

1.10. Landau-Kleffner Sendromu ve Uyku Sirasinda Devam Eden Diken Dalgah
Epilepsi(CSWS/ESES)

CSWS, yasla iligkili baslangi¢ ve bitis gdsteren, klinikte epilepsi, kognitif bozukluk ve
EEG degisikligi gosteren heterojen ozelliklere sahip hastaliktir. Ik kez 1971°de Patry
tarafindan ‘subklinik elektriksel statiis epileptikusla iliskili ensefalopati’ adiyla
tanimlanmistir. Baslangic yasi ortalama 4-5 yildir (Bora 2008). Erkek:kadin orani 2:1°dir
(Veggiotti ve dig 1999). izlenen nébetler baslica jeneralize tonik-klonik veya noktiirnal
fokal motor ndbetlerdir. Atonik, miyoklonik, atipik absans, basit veya fokal diskognitif
ndbetler goriilebilir. Tonik nobetler goriilmez (Covanis 2012). MRG normaldir. Hastalarin
sadece yarisi, nispeten normal bir yagam siirdiirebilir. Diger yarisi ¢ok siddetli olabilen
kalic1 sekeller birakir. Etiyolojisi biitiiniiyle bilinmemekle birlikte ailede epilepsi dykiisii
onemlidir ve kardes etkilenebilir (Panayiotopoulos 2005).Tedavi olarak valproat,
etosliksimid ve benzodiazepinlerin tek basina veya kombinasyon seklinde klinik ve EEG
bulgular {izerine etkili oldugu bilinmektedir fakat konusabilme ve davraniglarda iyilesme
gerceklesmeyebilir (Cokar ve Kutlu 2014,Ferrie 2015).Yine bazi hastalarda intravenoz
immunglobulin ile basarili sonuglar alindig1 bildirilmektedir (Cokar ve Kutlu 2014).Bir¢cok
¢ocuk nobet baslamadan Once norogelisimsel olarak normaldir, ancak digerleri serebral

palsi ve 6grenme giigliigii gibi cesitli gelisimsel problemlere sahiptir (Ferrie 2015).

1.11.Epileptik Ensefalopatilerin Etyolojisi

Epileptik ensefalopati (EE) multifaktoriyel bir hastalik oldugu icin etyolojisi kesin bir
nedene bagl degildir. Bu giline kadar travma, perinatal yaralanma, inme, enfeksiyon
sonrasi lezyonlar, ¢evre, tlimorler,dismorfik hastaliklar, yapisal beyin anomalileri ve
metabolik hastaligi i¢erebilen genetik nedenler siralanmistir.Bu nedenerle % 40-50'sinde
altta yatan etiyoloji bilinmemektedir, ancak % 30'unun genetik oldugu tahmin
edilmektedir. Yakin tarihli bir ¢calismaya gore, erken baslangi¢clhi epilepsili bireylerin ~%
40'mda genetik alt yap1 mevcuttur (Lindy ve dig 2018, Kwong ve dig 2015). Genetik
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epilepsi grubu, zihinsel yetersizlikten EBEE’ye kadar degisen genis bir fenotipik
spektruma sahiptir. Birgok monogenik epilepside yaygin fenotipik ve genetik heterojenite
gbzlenmistir. Ayn1 gen ve hatta ayni mutasyon, genis fenotipik varyasyonlara yol agabilir
ve ayni epilepsi sendromu, farkli genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanabilir (Meller ve

dig 2016).

Epileptik aktivite, anormal beyin fonksiyonunu indiikleyebilir veya normal fizyolojik
aktiviteyi inhibe edebilir. Bu siiregteki potansiyel mekanizmalar, iyon kanali alt
birimlerinin oranlarinin degismesi, sinaptik yeniden diizenleme, nérojenez ve apoptoz
nedeniyle hiicresel uyarilabilirlikteki degisiklikleri i¢erir. Diger bir potansiyel mekanizma,
noronal aglarin biitiinligliniin bozulmasidir. (Howell ve dig 2016).Etyolijinin ndbet
gelisimine bagli oldugunu destekleyen in-vitro c¢alismalarda, 2- 3 haftalik farelerin
immatiir kortikal néronlarin diisiik ekstraseliiler kalsiyum konsantrasyonu, tekrarlayan
uyarilar, penisilin, pikrotoksin yiiklemesi gibi c¢esitli uyarilarin sonucunda epileptiform
desarjlar gelistirmeye daha egimli olduklar1 gdsterilmistir (Hamon 1998,Swann 1984-
1991).

1.12.Epileptik Ensefalopatilerin Insidans ve Prevalansi

Son zamanlarda yapilan kiiglik popiilasyon temelli ¢alismalar, 36 aydan Once epilepsi
ile bagvuran hastalarin {i¢te birinin kesin tani aldigin1 ve 24 ayda baslayan epilepsinin %
36'smin epileptik ensefalopati olarak ortaya ¢iktigini gostermektedir (Kothur ve dig 2018).
Diinyada her y1l yeni tan1 konulan yaklasik 3,5 milyon epilepsi hastasinin % 401 15 yasin
altindadir. On bes yas altinda en az bir kez gegirilen toplam epileptik nobet insidans1 % 1-
1,7 arasindadir ve % 0,7‘sinde tekrarlayan epileptik ndbetler mevcuttur. On yasin altindaki
hastalarda en az bir adet nonfebril epileptik ndbet gegirme prevalanst % 0.52-0.81
arasindadir (Kilig¢ 2008). Epileptik ensefalopati insidansi bebeklerde yeni tani almis
epilepsi vakalarinin % 40'm1 olusturur (Zhou ve dig 2018). Dogumdan 16 yasina kadar
olan insidans her y1l i¢in 100.000°de 40 olarak bildirilmistir (Camfield ve dig 1996).

1.13.Epileptik Ensefalopatilerde Prognoz

Prognoz bir hastaliktan iyilesme sansi olarak ifade edilir. Epileptik ensefalopatilerde
prognoz degerlendirilirken; aile Oykiisli, nobet tekrari, etyolojik nedenler, AEI etkileri,
tedavinin siiresi gibi faktorler dikkate alinmaktadir (Bora 2008).Yenidogan veya infantil
ensefalopati ile bagvuran hastalar siklikla erken 6liime veya kotii bir ndrolojik sonuca yol

acan yikici bir seyir izlemektedir (Basel-Vanagaite ve dig 2013).
12



1.14.Epileptik Ensefalopati Tedavisi

Epilepsi alaninda o6zellikle son donemde epilepsi cerrahisi, vagal sinir
stimiilasyonu,fokal ila¢ enjeksiyonlari,hiicre transplantasyonlar1 ve genetik alaninda
onemli ilerlemeler kaydetmektedir (Bora 2008).EE'ye neden olan genlerin kesfiyle, her bir
genetik mutasyonun patofizyolojisi aydinlatilmaya c¢alisilmis, boylece tedaviye yon
vermek hedeflenmistir. Ornegin, KD glukoz tasiyict tip 1 eksikligi igin, rapamisin
inhibitorleri mTORopatiler icin ve retigabin KCNQ2 ensefalopati icin etkili hedefli
tedavilerdir (Ko ve dig 2018a).

1.14.1.Antiepileptik ila¢ Tedavisi

Epilepsi tedavisinin temel dayanagi antiepileptik ilaglardir (Vezyroglou ve Cross
2016). Londra’da 11 Mayis 1987°de *’Royal Medical and Chirurgical Society’’nin bilimsel
oturumunda, Sir Charles Locock 14 epilepsi hastasinda kullandigu KBr’iin biri diginda
hastalarinin nobetlerine etkili oldugunu bildirmesiyle ilk antiepileptik ilag tanimlanmaistir.
Basarili antiepileptik tedavinin temeli, nobetlerin dogru simniflandirilmasi, maksimal
monoterapi uygulanmasi, maksimal uyumlu dozda ilag se¢imi, EEG bulgularin degil
semptomlarmn tedavisidir. AEI tedavisi ile primer amagc;yan etki olmaksizin morbidite
mortalitede azalma ve yasam kalitesinin diizelmesiyle birlikte ndbetlerin tam olarak
ortadan kaldirilmasidir (Bora 2008). iki ya da fazla epileptik nobet gegiren hastalarda
MRG goriintiileme sonras1 saptanan bir yapisal anomali, EEG‘de saptanan epileptik
desarjlar ya da norogelisimsel bir gerilik, nobetin tekrarlama olasiliginin yliksek olmasi
durumunda ilaca baglanmasina karar verilmektedir (Heilbroner 2007). Idiyopatik fokal ve
jeneralize nobeti olan hastalar AEI’lere 1yi yanit verir. Semptomatik grup ise prognozu ¢ok
daha kotii olmakla birlikte AEI tedavisine yanit1 daha azdir. Epilepsili hastalarin % 60-70°i
yalnizca ilk tercih edilen ilaglardan biri ile yapilan monoterapi sonrasi bir daha nobet
gecirmez.Geri  kalan %30-40°lik grup ise AEI tedavisi ile tam nobet kontrolii
saglanamayan hastalar1 icerir (Kili¢ 2008). Bunun yaninda AEI tedavisi alan hastalarin

%30-40’1nda direngli epilepsi gelisir (Bora 2008).

Antiepileptik ilaglar {i¢ sekilde etki gdsterir
a- Voltaj duyarli iyon kanallar1 iizerinden modiilasyon ( Ca, Na, K )
b- Inhibitdr mekanizmalari giiglendirenler ( GABA® erjik sistem )

c- Eksitator mekanizmalar1 zayiflatanlar (Glutamaterjik sistem ) (Deckers ve dig 2003).

13



Glinlimiizde epilepsi tedavisinde kullanilan ve etkinligi kanitlanmis antiepileptik

ilaclarin etki ettigi nobet tipi ve etki mekanizmalar1 Cizelge 1.14.1°de gosterilmistir.

Cizelge 1.14.1.Antiepileptik ilaglarin Etki Ettigi Nobet Tipleri ve Mekanizmalari
Sendromlar Il,Epilepsi terimleri sozliigii (2006)’den alinmistir.

AEI

Nobet Tipi/Epilepsi Tiirii

Etki Mekanizmasi

Fenobarbital

jeneralize ve parsiyel nobet
febril konvilsiyon

yenidogan nobetleri

GABA, reseptor kompleksinde
inhibitdr nérotransmisyonu
glclendirmek ve glutamatin eksitator

etkilerini baskilamak.

Fenitoin basit yada kompleks parsiyel nébet omurilik néronlarinda devamli
jeneralize konvilsiyonlar polarizasyonla uyandirilan pespese
status epileptikus aksiyon potansiyeli ateslemelerini

sinirlandirmak.

Fokal baslamis patolojik elektriksel
aktivitenin saglam beyin bolgelerine
yayllmasini engellemek.

Primidon jeneralize ve parsiyel nébet

Etosiiksimit absans ve miyoklonik nébet talamusta T tipi voltaj bagimh ca®

kanallarinda akimi azaltma

Karbamazepin

basit ve kompleks parsiyel nébet

jeneralize konvulsiyon

aksiyon potansiyeli ateslemelerini
sinirlandirmak
Voltaj bagimli Na* kanallarini

engellemek

Okskarbazepin

Basit ve kompleks parsiyel nébet

birincil ve ikincil jeneralize tonik-klonik nébet

aksiyon potansiyeli ateslemelerini
sinirlandirmak
Voltaj bagimli Na*! ve Ca** kanallarini

engellemek

Valproik asit

jeneralize ve parsiyel tonik-klonik nébet
absans noébet,miyoklonik nébet,juvenil
miyoklonik epilepsi,uyanmada grand mal
epilepsisi,fotosensitif epilepsi,febril
konviilsiyon,West send

yenidogan nobeti

Na'! kanallarina,Ca™ akimina etki
ederek ve GABA erjik etkinligi
arttirmak.

GAD glutamik asit dekarboksilaz
enizm etkinligini arttirmak.GABA —

transaminaz enzimini inhibe etmek
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Benzodiaepin

status epileptikus

noronlarin yiksek frekansli
ateslemelerini azaltarak membran

stabilizasyonu yapmak

Diapezam status epileptikus
febril konvulsiyon
Klonazepam Generalize epilepsi
absans nobetler
infantil spazm
miyoklonik nébet
Lennoz-Gastaut send
juvenil miyoklonik epilepsi
statis epileptikus
direngli yenidogan nobetleri
Klobazam Lennox-Gastaut send.
parsiyel nobet
Gabapentin GABA salimini modile etmek.
Lamotrijn Basit ve kompleks parsiyel nobet voltaj bagimli Na* kanallarinin
absans,miyoklonik nébet inaktivasyonunu uzatarak tekrarlayan
Lennox-Gastaut send. ateslemeleri 6nlemek
infantil spazm ,kortikal ve striatal néronlara yliksek
voltajla aktive olan Ca™ akimlarini
inhibe etmek.
Vigabatrin West send. GABA transaminaz enzimini geri
direncli parsiyel epilepsi donilisimsiiz inhibe etmek
Topiramat tedaviye direngli parsiyel ve primer jeneralize | voltaj bagimh Ca*’ ve Na* kanallarini

epilepsi Lennox-Gastaut send.
parsiyel ve sekonder jeneralize nébet

Lennox-Gastaut sendromu infantil spazm

bloke etmek.
glutamatin AMPA tipi reseptorlerini

bloke etmek.

Levetirasetam

direncli parsiyel nébet
semptomatik ve idiyopatik jeneralize konvulsif

nobet

perisinaptik dizeyde sinaptik vezikil
proteini SV2A’ya baglanmak ve bu
proteinin ekzositoz islevini modile

etmek.

Tiagabin

basit ve kompleks parsiyel nébet

GABA membran tasiyicisi GAT-1'i
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sekonder jeneralize tonik-klonik nébet inhibe ederek GABA’ nin geri alimini

infantil spazm baskilamak.
Felbamat diger ilaglara cevap vermeyen parsiyel tip ve | NMDA aracili yanitlari baskilamak
sekonder olarak jeneralize olan epilepsi GABA aracil etkiyi gliclendirmek

Lennox-Gastaut send.

Zonisamid parsiyel,jeneralize tonik-klonik ve absans ndbet | voltaj bagimli Na*' kanallarini bloke
miyoklonik nébet etmek ve voltaj bagimli T-tipi Ca”

akimlarini zayiflatmak.

Pregabalin (sekonder jeneralize) parsiyel nébetler voltaj kapih Ca" alfa2 gama alt

Unitesine yuksek afiniteyle

baglanmak ve Karp akimi arttirmak.

1.14.2.Cerrahi Tedavi

AEI ile remisyon saglanamayan hastalarm %30’unda korpus kallostomi ve lobektomi
gibi epilepsi cerrahisinden yararlanilmaktadir. Korpus kallostomi islemi; direngli epilepsisi
olan ancak cerrahi oncesi degerlendirmede odak saptanamayan yada birden fazla epileptik
odagi olan hastalara uygulanmaktadir. Boylece epileptik doku ortadan kaldirilmaz, ancak
ndbet yayilimi engelenmis olur. Lobektomi ise genellikle temporal yada frontal loplarin
biiyiik kismin1 kapsayan beyindeki bir lobun ¢ikarilmasidir. Cerrahi olarak tedavi edilebilir
hastalarin ¢ogunlugu cerrahi 6ncesinde 20 yildan daha uzun siireli epileptik nobet

Oyktistline sahip hastalardir ( Bora 2008,Yakinc1 2006).

1.14.3.Vagal Sinir Uyarim

Vagal sinir uyarimi (VSU), cerrahi islem uygun olmadiginda veya etkisiz kaldiginda,
ilaca direngli epilepsinin nobet sikligmi azaltmada etkili oldugu kanitlanan bir
norostimiilasyon teknigidir (Benedictis ve dig 2013). VSU, sol vagus sinirin, boyundaki
sinir govdesi etrafina sarili eletrotlarlarla periyodik elektrik sinyali taginmasina dayanir. Bu
yontem 1997'de farmako direngli fokal epilepsinin ek tedavisi i¢cin FDA tarafindan
onaylanmuistir. Parsiyel nobetler ile >12 yas hastalarda direngli epilepsiye ek tedavi olarak
kullanilmaktadir.VSU’nin nobetleri modiile ettigi kesin mekanizma belirsizdir; ancak,
ndbet sayisini % 30-40 oraninda azaltt1g1,% <10'unda ndbetsiz kalindig1 gosterilmistir ve
yan etki profili, birgok AEI'dan daha olumludur (Cross ve dig 2013). VSU uygulanan 3321
vakada yapilan yeni bir meta-analizde, tam ndbet kontrolii saglanan hastalarin azinligina
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ragmen,% 45'lik bir ndbet azalmasi bildirmistir. Baska bir calismada pediyatrik
poplilasyon arasinda, statiis epileptikusu veya katastrofik epilepsisi olan ¢ok az sayida

vakanin VSU'ndan faydalandigi bildirilmistir. (Benedictis ve dig 2013).

1.14.4 Ketojenik Diyet

Ik defa 1921 yilinda Wilder tarafindan Mayo kliniginde ndbetleri azaltmak igin orug
tutuldugunun kesfedilmesiyle kullanilmistir (Vezyroglou ve Cross 2016). KD, ¢esitli EE
sendromlart i¢in etkili bir terapotik secenek olmakla birlikte farmakolojik tedavilere bir
alternatif sunmaktadir (Ko ve dig 2018a). Karbonhidrat ve proteinden fakir, yagdan zengin
bir diyet tedavisidir. Serbest yag asitlerinin beta oksidasyonuyla aseton,asetoasetat ve
betahidroksibiitirat seklinde tiretilen keton cisimcikleri kan beyin bariyerini geger.Boylece
enerji dengesinin aktivasyonuyla noronal uyarilabilirlik gergeklesmektedir.Hastalara
pediatrik epileptologlar tarafindan gerekli Olgiimler yapildiktan sonra yag/protein ve
karbonhidrat oranlart 2:1,3:1 ve 4:1 seklinde diyet verilmektedir. Hastalar diyet rejimine
baslangicta a¢ kalma siiresi olmadan hemen baslamaktadirlar ve giinliikk kalori alimin %
75'1 uzun zincirli yag asitleriyle saglanmaktadir. Arakli olarak ketozu degerlendirmek igin
serum B-hidroksibutirat ve idrar keton cisimlerinin 6lgtimleri yapilmaktadir (Bora 2008,Ko
ve dig 2018a).

Cocuklarda epilepsi tedavisi icin ketojenik diyetin etkinligini kanitlayan 2008’deki ilk
randomize kontrollii ¢alismada refrakter epilepsili 145 ¢ocugun 73’iinde ndbet kontrolii
saglanmistir ketojenik diyetin epilepsili cocuklarda etkili oldugu kanitlanmistir ve SLC2A 1
mutasyonlart olan hastalar i¢in oldukca etkili bir tedavi yontemi oldugu gosterilmistir
(Vezyroglou ve Cross 2016). Ko ve dig 333 hasta iizerinde yaptig1 bir ¢aligmada KD
baslangicindan 3 ay sonra 133 EE hastasinin 65’inde nobetlerin %90 azaldigini bildirmistir
(Ko ve dig 2018a). Landau-Kleffner sendromlu {i¢ hastada ise dil yetenegi, davranis
bozukluklar1 ve ndbet sayisinda belirgin diizelmeler gézlenmistir (Bora 2008).Yine birgok
caligmada ketojenik diyetin Dravet sendromu, West sendromu, Lennox-Gastaut sendromu
ve miyoklonik atonik ndbetlerde etkili oldugu bildirmistir (Caraballo ve dig 2005,Eun ve
dig 2006,Lemmon 2012,Kang 2004). Infantil spazmlar, miyoklonik, atonik ve tonik-klonik
generalize nobetlerin, kompleks parsiyel nobetlere kiyasla diyete olumlu tepki verdigi
bildirilmektedir. Genel olarak, 3 aylik siirede cocuklarin % 77'sinde iyilesme goriilmiistiir

(Coppola ve dig 2010).
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1.15.Epileptik Ensefalopatilerin Genetigi

Epilepsi, hastalikli kalitsal bigimlere bagli > 200 gen ile fenotipik ve genetik olarak
yiiksek derecede heterojen bir hastaliktir (Baasch ve dig 2014). Genetik epilepsi, ndbetlerin
genetik mutasyondan kaynaklaniyor olmasidir (Scheffer ve dig 2017). EE'lerin genetigi
bilindiginde, bu hastaliklarin daha kesin teshis, genetik danisma ve siniflandirmaya olanak
tantyacak ve sonunda hedefli tedavilerin gelistirilmesine yardimci olacaktir (Basel-
Vanagaite ve dig 2013).

Epileptik ensefalopatiyle iliskili genler; iyon tasinmasi, enzimatik metabolizma, sinyal
yollari, zar yapisi, membran uyarilabilirligi, sinaptik plastisitesi, presinaptik
ndrotransmitter salinimi, postsinaptik reseptorler, tasiyicilar, hiicre metabolizmasi ve erken
beyin gelisimini diizenleyen molekiiler yolaklar ve mekanizmalarda rol oynar. Bu genlerin
her birinde, molekiiler yeniden diizenlemeler, epilepsi popiilasyonu i¢inde ¢ok diisiik bir
allel frekans: ile meydana gelir ve hastalarin kiigiik bir kismini olusturur (Zhou ve dig
2017,Mei ve dig 2017).

Epilepsilerin en az %40’ min etyolojisinde genetik faktorlerin rolii oldugu
diisiiniilmektedir (Bora 2008).Ciddi gelisimsel ve epileptik ensefalopati olan bebeklerin %
30- 50'sinde de novo mutasyonlar belirlenmistir. En iyi bilinen 6rnek, hastalarin% 80'inde
patojenik SCN1A varyantina sahip oldugu Dravet sendromudur. Mozaiklik de, epileptik
ensefalopatilerin prognozunu etkileyebilir, SCN1A c¢alismalar1 daha diisiik mozaik
oranlarinin epilepside daha hafif seyrettigini gostermistir (Scheffer 2011). Ayrica de novo
kopya sayis1 varyasyonlar1 (CNV) vakalarin ~% 8'ini olusturmaktadir (Mefford ve dig
2011). De novo mutasyonlarin, ebeveynlerin germ hiicrelerinde postbiyotik mutasyonlar

olarak ortaya ¢iktigina inanilmaktadir (Xu ve dig 2015).
1.15.1.Voltaj Kapih iyon Kanah

Voltaj-kapili iyon kanallar1 biiyiik, genis bir gen ailesinin iiyeleridir. Bu ailedeki bir¢ok
iyok kanali membran depolarizasyonuna yanit olarak acilir ve yiiksek derecede voltaja
bagimlilik gosterir. Bu simiftaki iyon kanallari voltaj kapili Na*, K* ve Ca'? kanallaridur.
Voltaj-kapil1 katyon kanallar1 benzer yapisal 6zelliklere sahiptirler. Temel birim besinci ve
altinc1 domain arasindan gecen iyon deligiyle birlikte alti adet transmembran domain
seklindedir. Voltaja bagimli hizli inaktivasyon mekanizmasi, N-terminal halka yapisinda
bulunur (Akay ve dig 2010).Calismalar, noronal eksitabilite genlerindeki Onemli
mutasyonlarin farkli iyon kanallarinin islev bozukluguna yol ag¢tifini gostermistir
(Mizielinska 2007). Sinapslardaki norotransmiter reseptdr iyon kanallarinin aktivasyonu,
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beyin gelisimi sirasinda sinaptik plastisiteyi arttirir. Bu nedenle, anormal iyon taginmasi
noral uyarilabilirligi ve beyin gelisimini etkileyerek epilepsiye neden olabilir. Ayrica,
sinaps olusumu ve normal fonksiyon, sinyalleme ve sinir aglarinin olusumunda 6nemlidir

(Zhang ve dig 2015).
1.15.1.1.Sodyum iyon Kanah

Voltaj kapilt sodyum kanallari, bir a alt birim ve iki B alt birimden olusur ve aksiyon
potansiyellerinin baslatilip yayilmasinda 6nemli rol oynar (Ohba ve dig 2014). Alfa alt
birimi, sodyum kanallarmin aktif ¢alismasi icin gereklidir (Mahdieh ve dig 2018).Gorevi
aksiyon potansiyelinin baglamasini ve yayilimini saglamak olan Na+ iyon kanallar1 néronal
uyarilabilirlik agisindan 6nemli belirleyicilerdir. Yapilan molekiiler analizler memeli
beyninde bulunan sodyum kanallarinin a (260kDa), B1 (36kDa) ve B2 (33kDa) alt
tinitelerinden olustugunu, o alt {initesinin 9, B alt {initesinin ise 4 gen tarafindan
kodlandigini ortaya ¢ikarmis ve bu alt iinitelerde meydana gelen mutasyonlarin epilepsi ile
iligkili oldugunu gostermistir (Reid ve dig 2009). Bunlarin arasinda sirasiyla Navl.1,
Navl.2 ve Navl.3, tarafindan kodlanan SCNI1A, SCN2A ve SCN3A epilepsiden
sorumludur (Ohba ve dig 2014).

1.15.1.2.Potasyum fyon Kanah

Membranin depolarizasyonu voltaj kapili potasyum kanallarini aktive eder (Akay ve dig
2010).Noronal M akiminin altinda yatan voltaj kapili K + kanal alt birimlerini sifreleyen
Kv7.2 (KCNQ2) ve Kv7.3 (KCNQ3) genlerindeki mutasyonlar, genis dl¢iide birbirinden
ayrilan bir fenotipik spektrum ile erken baslangich epileptik hastaliklardan sorumludur. de
novo yanlis anlamli Kv7.2 mutasyonlarinin, Ohtahara sendromu da dahil olmak {izere
erken baglangigli EE'lerin en yaygin nedenlerinden biri olarak gosterilmistir. (Miceli ve dig
2015).Voltaj kapili potasyum kanalini kodlayan ve ilk dnce benign ailesel yenidogan
nobetleri (BFNS) ile iliskili bulunan KCNQ2 geni, EBEE'nin yaklasik% 10'undan
sorumludur. BFNS de prognoz iyiyken KCNQ2 ensefalopati, inatgr ndbetler ve ciddi
gelisimsel gecikme ile kotii prognozludur (Pisano ve dig 2015).

1.15.1.3.Kalsiyum iyon Kanah

Kalsiyum kanallar1 membranin uyarilabilirliginin, iletim maddelerinin salimimin ve gen
ekspresyonunun 6nemli modiilatorleridir. Mutasyonlar kalsiyum kanal girisini etkileyebilir
(Akay ve dig 2010). Ca V 2.1 kanallari, cesitli serebral ve spinal noronal popiilasyonlarin
sinaptik Oncesi ve somatodendritik seviyesinde ifade edilen voltaj kapili kalsiyum
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kanallaridir. Ca V 2.1 kanallariin, korteks, hipokampus, talamus ve serebellumda, hem
uyarict hem de inhibe edici ¢esitli noronal hiicre tiplerinden sinaptik salgilanmaya aracilik

ettigi gosterilmistir (Damaj ve dig 2015).

1.16. Epileptik Ensefalopati Tanis1

Hastanin sahip oldugu spesifik klibik 6zellikler dogru sekilde tanimlandiginda hem
nedensel genetik sendrom hemde neden olan genetik defektler giin yiiziine
cikarilabilmektedir (Hardies ve dig 2016).Standart tan1 i¢in biyokimyasal ve enzim analizi,
EEG, MRG beyin goriintiileme ve genom ¢apinda mikroarray analizi yapilmaktadir
(Trump ve dig 2016).Bu arastirmalarda fenotiple baglantili kesin bulgular elde
edilemediginde ve etyoloji belirlenemediginde molekiiler genetik tabanli yontemlerin
kullanildigr spesifik tan1 6nem tasimaktadir. Spesifik tani, DS’nda ve SCN1A mutasyon
pozitif hastalarda sodyum blokerlere karsi karbamazepin ve fenitoin gibi antipileptik ilag
kullanma veya GLUT1 hastalarinda KD kullanimimin spesifik endikasyonu gibi tedavi
kararlarim1 etkileyebilmektedir (Gonsales ve dig 2015).Mercimek-Mahmutoglu ve dig
2015°de yaptig1 bir ¢alismada 110 EE hastasinda % 4.5’inde klinik 6zellikler,% 2.7’sinde
a-CGH ile patojenik CNV,% 1.8'de beyin MRG ve % 7'sinde metabolik incelemelere

dayanarak spesifik genetik neden tespit edilmistir.

1.16.1.Molekiiler Tan1 Yontemleri

Molekiiler genetik teknolojilerdeki son gelismeler, farkli epilepsi bigimlerinin
haritalanmas1 ve birka¢ genin kesfedilmesine olanak saglamistir. Baglanti analizi ve aday
gen ¢aligmalar1 gibi geleneksel yaklasimlar, biiyiik pedigrilerde bireyler arasindaki genetik
belirteclerin ~ ayrimint  degerlendirmeyi, kohortlar arasindaki alel frekanslarim
karsilastirmay1 ve hastaliga katkida bulunan genlerin kromozom pozisyonunu belirlemeyi
miimkiin kilmaktadir (Gonsales ve dig 2015). Genetik taninin asil amaci hedefe yonelik
tedavidir. Ornegin; GRIN2A/ GRIN2B mutasyonu i¢in memantin, KCNT1 mutasyonu i¢in
quinidin, KCNQ2 mutasyonu i¢in retigabin, SCL2A1 mutasyonu i¢in KD gibi tedaviler
onerilmektedir (Ko ve dig 2018b).Epilepsinin molekiiler tanis1 sonraki gebelikler icin
tekrar riskini belirlemek, nobetleri kontrol altina alabilmek,ilaca direngli hastalarda farkl
tedavi yollar1 bulabilmek ve tedaviye giden yolda gereksiz invaziv yonemleri elemine

edebilmek acisindan da 6nemlidir (Mina ve dig 2015).
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Molekiiler teshis i¢in hangi genlerin test edilmesi gerektigine karar vermek, pediatrik
genetik epilepsi sendromlarinda siklikla gbzlenen degisken ve spesifik olmayan fenotipler
ve diisiik mutasyon orani nedeniyle zor olmaktadir.Bu sebeple giiniimiizde multipleks
amplikon 6l¢iimii (MAQ), multipleks ligasyona bagli prob amplifikasyonu (MLPA) ve dizi
karsilagtirmali genomik hibridizasyonu (a-CGH) ve yeni nesil dizileme (YND) gibi ilave
molekiiler yontemler kullanilmaktadir (Mei ve dig 2017). Molekiiler genetik araglar EE'ler
gibi epilepsilerin altinda yatan genetik faktorlerin ve etyolojinin ¢dziilmesine yardimci
olmustur, ayrica nadir goriilen mutasyonlarin tanimlanmasiyla, kanal genleri ile ilgili yeni
biyokimyasal yollar kesfedilmistir. Ozetle, potansiyel olarak zararli mutasyonlari saptamak
icin kullanilan molekiiler tan1 yontemleri DNA dizilemede kullanilan kilcal elektroforez
tekniginden (Sanger dizileme) gelecek nesil yiiksek verimli teknolojilere kadar ilerlemistir.
(Pittman ve Hardy 2013,Gonsales ve dig 2015).DNA dizilemede kullanilan yontemlerin ve

diziledikleri boyutlarin zamanla degisimi Cizim 1.16.1.1°de gosterilmistir.
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Cizim 1.16.1.1.DNA Dizileme Teknolojisinin Gelisimi. Pittman ve Hardy (2013)’den
alinmistir

1.16.1.1.MLPA

Tek primer c¢iftiyle 50 kadar probun ayni1 anda amplifiye edilebilmesi ve birden fazla
gende farkli bolgelerin degerlendirilebilmesini saglayan bu yontem kisa DNA dizilerinin
CNV’lerini incelemede kullanilan aCGH ve SNP microarray yontemlerine gére daha ucuz,
basit, hizli, uygulamasi ve yorumlamasi kolay bir tekniktir. MLPA’nin ¢oklu bolgelerde
daha kiiciik dizileri analiz edebilmesi FISH teknigine gére dnemli bir istiinliiktiir. Tim
genom arastirmalarinda uygun bir teknik olmasa da farkli kiiglik DNA dizilerini ayn1 anda

degerlendirmeye olanak tanimasi genis kullanim alam1 bulmasmi saglamistir (Celayir
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2012). MLPA reaksiyon basina 50 hedef ekzonla sinirli oldugundan bir defada ¢oklu
genleri taramasi genellikle zordur (Stuppia ve dig 2012).

Epilepside rutin tan1t SCNI1A ve KCNQ2 genlerinde CNV'lerin teshisi icin MLPA
uygulamasiyla baslamistir. SCNT1A ve KCNQ?2 epilepsi genleri dahil olmak {izere birgok
gen i¢cin MLPA prob kitleriyle delesyon ve duplikasyon taramasi yapilirken gene 6zgiil
olmayan standart protokoller kullanilir (Mulley ve Mefford 2011). EE iliskili kanalopati ve
sinaptik transmisyondan sorumlu oldugu bilinen 7 gen tlizerinde Kwong ve dig yaptigi
calismada bir hastada MLPA analizi ile SCN1A ve SCN2A da gen delesyonu bulunmus
diger 5 gen i¢in negatif sonu¢ alinmistir. Arastirmacilar MLPA tarafindan tanimlanan
genetik defektlerin verimi diisiik oldugundan kopya numarasi varyasyonlarini1 bu yontemle

belirlemeyi 6nermemislerdir (Kwong ve dig 2015).

1.16.1.2.Array-CGH

DNA miktarindaki degisiklikleri yiiksek ¢oziiniirliikte incelemesinden dolay1 oldukga
giivenilir bir yontemdir. Bu mikrodiziler, kiiclik miktarlarda DNA'nin kat1 bir destek
lizerine diizenli bir sekilde depolanmasi ve hareketsizlestirilmesi ile olusturulur.
Baslangigta kanserdeki genetik dengesizlikleri aragtirmak i¢in bir arastirma araci olarak
gelistirilen aCGH, o zamandan beri c¢ok c¢esitli hastalik genleri ve gen lokusundaki
CNV’lerin genetik teshisinde diizenli olarak kullanilmigtir. MLPA ile karsilastirildiginda,
aCGH, daha kesin bir ¢dziiniirliige sahiptir (Ozbolat ve Tuli 2017). Epileptik ensefalopatili
hastalarda, bu yontemle hastalarin %35’inde patojenik CNV’ler tespit edilmistir (Mercimek-
Mahmutoglu ve dig 2015). a-CGH, genom ¢apinda CNV'leri tespit edebilir, ancak standart
¢Oziiniirligii nispeten diisiiktiir (> 10 kb) (Stuppia ve dig 2012). Array-CGH CNV'leri
kesin boyut ve gen igerigi icin molekiiler olarak karakterize etmek tizere MLPA ve diger

teknolojilere yardimer olarak kullanilmaktadir (Mulley ve Mefford 2011).

1.16.1.3.Real Time PCR

Real Time PCR’1n temeli, DNA polimeraz eslikli DNA amplifikasyon siirecini “gercek
zamanli” olarak izlemektir. Geleneksel PCR'den farkli olarak, her bir amplifikasyon
dongiistiniin sonunda PCR amplikonlarinin amplifikasyonunu bir fliioresan boya sistemi ve
fliioresans saptama 6zelligine sahip bir termosiklin kullanarak tespit edebilir. Northern blot
ve in situ hibridizasyon gibi diger RNA miktar tayin yontemlerine kiyasla hizli ve kolaydir
(Kuang ve dig 2018). Gen ekspresyon analizi i¢in en hassas ve giivenilir kantitatif

yontemlerden biridir. Mikroarray dogrulamasi, patojen Ol¢iimii, kanserde onkogen
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ekspresyon seviyesinin tespiti, transgenik kopya sayisi tespiti ve ilag tedavisi ¢aligmalarina
genis capta uygulanmistir (Yuan ve dig 2006). Dravet sendromundaki GABAerjik
fonksiyon bozuklugunun altinda yatan fizyolojik mekanizmalar1 arastiran bir yayinda
otopsi beyin dokularindan elde edilen ve alP2y2-al1p2 GABA A reseptorlerini eksprese
eden Xenopus oosit hiicrelerinde RT-PCR ile ekspresyon seviyeleri dl¢lilmiistiir (Ruffolo
ve dig 2018) GRIN2B, BDNF ve IL-1f genlerinin epilepsi patogenezindeki roliinii
degerlendirmek i¢in tonikonik nobetler ile genellestirilmis epilepsili 50 hastada Real Time
PCR ile ekspresyon seviyeleri karsilagtirilmis ve epilepsili hastalarda bu genlerin anlamli

derecede yiikseldigi gosterilmistir (Zhand ve dig 2018).

1.16.1.4.Sanger Dizileme

Floresan boyayla isaretli dideoksi niikleotid trifosfatlar (ddNTP)’rin kullanildig1 Sanger
dizileme (SD) yontemiyle ¢ok sayida drnek ayni anda dizilenebilmekte, her bir yliriitmede
400-800 bazlik bir uzunluga sahip olan DNA dizileri yiiksek dogrulukla okunabilmektedir.
Bu yontem giinlimiize kadar en ¢ok kullanilan DNA dizileme yontemi olmustur (Dogan ve
dig 2017).SD, tek gen mutasyonuyla iligkili iyi tanimlanmis fenotipi olan hastalarda kii¢iik
dizi degisimlerinin saptanmasi i¢in altin standarttir (Lee 2018). Yanlig-pozitif ¢agrilarin
Oniine gecebilmek i¢in herhangi bir aday genin sonraki analizlerden 6nce mevcut standart
olan Sanger dizilimi kullanilarak dogrulanmasi gerekmektedir (Dashti ve Gamieldien

2017).

Bununla birlikte, bir hastada elde edilen potansiyel patojenik varyantlarin sayisi
geleneksel SD tarafindan taranamayacak kadar yiiksektir (Fung ve dig 2017). Ayrica bir
seferde yalnizca bir gen taranabilmektedir (Lemke ve dig 2012).Yine bu yontemle
substitiisyonlar, kiiclik insersiyonlar ve delesyonlarin tespiti kisitlh oldugundan
submikroskopik delesyonlar, CNV’lerin tespiti i¢in cogu zaman FISH, microarray, array-
CGH analizleri yapmak gerekmektedir (Dogan ve dig 2017).Epileptik ensefalopati
etyolojisinin aydinlatilmasinda SD  kullanildiginda birden fazla gen taranmasi
gerektiginden klinikte tani koyma slireci uzamakta ve her gen i¢in ayri primerler

kullanildigindan maliyet artmaktadir.

23



1.16.1.5. Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme teknolojisi Next Generation Sequencing (NGS) olarak bilinen
ticlincii nesil dizileme yontemidir ve es zamanli olarak milyonlarca DNA fragmentinin
dizilenmesine olanak taniyan ileri diizey bir yontemdir (Mardis 2008). Bu yontem ilk
olarak Ng. SB. ve digerleri tarafindan 2009 yilinda gelistirilmistir. Yeni nesil dizileme
yontemlerinde temel, DNA’nin enzimatik reaksiyonlarla kesilerek cok sayida DNA
parcastyla bir kiitiiphane olusturulmasina dayanmaktadir (Nijman ve dig 2014). SD sonrasi
teknolojiler toplu olarak NGS teknolojileri olarak tanimlanmaktadir (Pittman ve Hardy

2013). Yeni nesil dizileme is akis basamaklar1 Cizim 1.16.1.5.1.’de gosterilmektedir.
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Cizim 1.16.1.5.1.Yeni Nesil Dizileme Analizi

Mevcut NGS platformlari, aynt DNA'nin "kiimelerini" olusturmak i¢in sablon DNA'nin
klonal amplifikasyonunu, ardindan floresan etiketli niikleotitler veya oligoniikleotitler ile
dizilimini kullanir (Pittman ve Hardy 2013). Giliniimiizde tiim diinyada yaygin olarak
kullanilan birka¢ adet farkli yeni nesil dizileme platformu mevcuttur. [llumina Genome
Analyzer, Applied Biosystems Inc, Roche 454, LifeTechnologies lon Torrent, Heicos
BioScience ve Pacific Bioscience gibi kuruluslarin farkli platformlar1 farkli dizileme
yontemleriyle yiiksek verimli okuma yapmaktadir. Ozellikle nadir goriilen primer immiin
yetmezlikler gibi hastaliklarda rutin olarak kullanilmak iizere “hedef bolge secimi” temelli

platformlar olusturulmaktadir (Nijman ve dig 2014).

Bu tez calismasinda kullanilan Ion Torrent sisteminde ise hedef polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR); primerlerin kismi kesilmesi, barkod ve adaptdr baglanmasi ve
saflagtirmas1 ardindan emdiilsiyon PZR ile klonal ¢ogaltma, yiiklii partikiiller iizerinde

zenginlestirme ardindan senteze dayali dizileme yapilir ve niikleotidlerin uzayan DNA
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zincirine eklenmesi sonucu agiga ¢ikan H+ iyonlarinin neden oldugu pH degisimleri
algilanir. Bu nedenle dizileme i¢in floresan isaretli niikleotidlere, kamera ya da lazer

sistemlerine ihtiya¢ duyulmaz (NGS calisma grubu).

Bu platformlar genom dizileme, hedeflenen yeniden dizileme ve RNA siralamasi gibi
cok c¢esitli uygulamalar i¢in kullanilmaktadir. Her sekanslama reaksiyonunun onceden
tanimlanmis tek bir hedefi temsil etti§i Sanger yonteminden farkli olarak,ikinci nesil
platformlardaki DNA molekiilleri kat1 bir yiizey {lizerinde immobilize edilir ve in situ
siralanir ayrica milyonlarca hedef molekiiliin paralel olarak siralanmasina ve maliyette
onemli bir diisiise izin verir (Pittman ve Hardy 2013). Giiniimiize kadar kullanilmis
dizileme platformlarmin ticari gelistiricileri ve kullandiklar1t yontemler Cizim

1.16.1.5.2.de gosterilmistir.

Zincir Sonlandirma Sanger
Pirosekanslama(Roch Tersinir sonlandirma Ligasyon (Life Yeni nesil
e/454Lifesciences) (Ilhmuna Hiseq) Tecnologies dizileme
SOLID)
Polimeraz bagli Tersinir sonlandirma

Biyolojik Nanoporlar
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Molecular/zS
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Cizim 1.16.1.5.2. Birinci, Ikinci ve Ugiincii Nesil DNA Siralama Teknolojilerinin ve Onde
Gelen Ticari Gelistiricilerin Siralama Kimyalarmin Ozeti. Pittman ve Hardy (2013)’den
alinmustir.

NGS bilinen monogenik epilepsi genleriyle iligkili fenotipik spektrumun
tanimlanmasina da katkida bulunmustur. NGS'nin genetik epilepsi alanindaki gelisimini
izleyen monogenik epilepsilerle iligkili olan gen sayis1t hizla 150'nin iizerine ¢ikmistir. Bu
kesiflerin kiimiilatif etkisi, erken baslangicli ciddi epilepsi ve norolojik degisimleri
iligkilendirmeyi saglamaktadir. Bazi durumlarda, tek bir nedensel gen kusurunun kesfi,

biyokimyasal ve goriintiileme seviyesinde ilerleyici bir hastalik arayisi i¢inde daha ileri
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tanisal arastirmalara duyulan ihtiyact azaltabilir. Genotip-fenotip korelasyonlarinin
epilepsinin iyi huylu olabilecegini 6ne siirdiigi durumlarda, mutasyon-pozitif gen testi
antiepileptik ila¢ tedavisini durdurma kararmi destekleyebilmektedir. Bununla birlikte,
hizli geri doniislii genetik testler zamaninda kisisellestirilmis tedaviye izin verir ve bu
sekilde gereksiz arastirmalar ve gereksiz tedavilerden kagmir (Mei ve dig 2017).
Mendelian kalitsal hastaliklarin genetik etyolojisini belirlemek i¢in yeni ve etkili yontemler

gelistirmeyi saglamaktadir (Hardies ve dig 2016).

Yeni nesil dizileme yontemi esas olarak, klinik etkileri i¢in 6nemli olan genlerin ifade
edilen bolgelerinde zararli tek niikleotid varyasyonlarmi (SNV) ve kii¢iik delesyon ve
duplikasyonlar1 tespit etmek icin kullanilir (Ergliner 2017). Cok sayida tek gen testi
uygulamak yerine, belli bir hastalik i¢in genis bir aralikta tarama yapilmakta ve cesitli
filtrelerden yararlanarak yalnizca klinik acidan baglantili olan genler belirlenmektedir
(Bale ve dig 2015). Az miktarda DNA gerektirmesi, diisiik mozaiklik oranina sahip
mutasyonlarin gosterilebilmesine olanak saglamasi ve tek seferde fazla sayida boélgenin
incelenebilmesini saglamasi agisindan da tercih edilen bir yontemdir (Luthra ve dig 2015).
DNA fragmentlerinin  bakteriyel klonlanmasina gerek kalmadan kiitiiphaneler
olusturulabiliyor olmasi, ayni anda milyonlarca kisa dizilemenin yapilabilmesi ve
elektroforeze ihtiya¢ duyulmuyor olmasi diger tercih nedenlerindendir (Nijman ve dig
2014). Elde edilen verilerin yorumlanmasiyla; yeni tanisal tahlillerin ve hedefe yonelik
tedavilerin gelistirilmesi, hastaligin baslangicini, ciddiyetini ve ilerlemesini tahmin etmek
mimkiin olabilmektedir (Pittman ve Hardy 2013). Kisacasi, kardiyomiyopatiler,
noromiiskiiler hastaliklar, retinopatiler ve epilepsiler gibi oldukga heterojen bir genetik
arka plana sahip bozukluklardaki mutasyonlari taramak igin 6zellikle uygun gériinmektedir

(Lemke ve dig 2012).

Tiim bu avantajlarinin yaninda bir takim kisitlamalar1 da barindirmaktadir. Saptanan
varyantlar siralama ve hizalama hatalarindan kaynaklanan yanlis pozitif varyantlarla
birlikte ¢ok sayida Onemsiz polimorfizm igerebilir (Ergiiner 2017,Thomas ve dig
2017).Ayrica dizileme sonunda Sanger dizilemeye gore daha kisa okumalar alinmasi ve
cithazin baz1 bolgelerdeki G/C tekrarlar1 nedeniyle hatali okumalar yapar.Niikleotitlerdeki
SNP,substitlisyon,insersiyon,delesyon belirlemede asir1 derecede etkili olmasina ragmen,
CNV,yapisal yeniden diizenlemeler (translasyon ve inversiyon) veya kismi diizenlemeler

gibi diger genomik varyasyonlar icin etkili degildir (Nicastro ve D’Antiga 2018). Ek
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olarak, en yaygin kullanilan NGS stratejileri, verilen bir genomik bolgenin ti¢lii tekrarlarim

veya metilasyon durumunu tespit edememektedir.

1.16.1.5.1.Hedefli Gen Paneli

NGS’deki gelismeler, hem ailesel hem de sporadik epilepsi formlarinda yeni nedensel
genlerin tanimlanmasina yol agmistir. Yapilan ¢alismalarda 100'den fazla farkli gendeki
patojenik varyantlarin c¢esitli epilepsi tiirlerine ve ndbetlere neden oldugu bildirilmistir

(Butler ve dig 2017).

YND teknolojileri ile tiim genom ve tiim ekzom dizilenmesinin yanisira hedefe yonelik
olarak olusturulan YND panelleri ile etiyolojisi genetik heterojenite gosteren hastaliklar
icin ¢cok sayida gen aymi anda dizilenebilmektedir (Dogan ve dig 2017).Hedefli gen
panelleri, hem klinik hem de genetik olarak ¢ok heterojen bir hastalik olan mutasyonlarin
otozomal dominant (OD), siklikla de novo yada otozomal resesif (OR) kaltildigi EE’de
nedensel degiskeni bulmak igin uygun bir yaklagim saglamaktadir (Stan¢k ve dig 2018).
Sinirli sayida gen igeren kiiclik bir panel % 100 kapsama saglayabilir, ¢linkii diisiik
kaplamal1 veya diisiik kaliteli okuma bdlgeleri Sanger sekansiyla doldurulabilir. Daha
genis paneller hedeflenen tiim genlerde % 100 kapsama ulasamayabilir ve Sanger dizilimi
ile kolayca doldurulamaz, ancak daha fazla sayida gen hedefledigi i¢in molekiiler bir
taniya ulagsma sansini artirabilir (Mei ve dig 2017). Patojenligin kesin genetik kanit1 i¢in,

ayni gen defektinin bagimsiz hastalarda tanimlanmasi gerekir (Hardies ve dig 2016).

Caligmalar paneldeki aday gen sayisi arttik¢a tanisal degerin arttigini bildirmektedir.
Parrini ve dig. ilaca direncli 349 epilepsi hastas1 30 genlik panelle ile taradiginda tanisal
degeri %14 iken 95 genlik panelle taradiginda tan1 degeri %20,3’e ¢iktigin1 gostermistir.
Bunun yaninda kiiciik bir panele kiyasla, biiyiik bir panel yiiksek VUS oran1 ve fenotip ile
iliskili olmayan genlerin dahil edilmesiyle varyant filtrelemede daha fazla karisikliga

neden olabilmektedir (Moller ve dig 2016, Parrini ve dig 2016).

Genetik taninin panel analiziyle dogrulanmasi, daha fazla invaziv tanisal aragtirmanin
(lomber ponksiyon ve doku biyopsisi gibi) 6niine gegebilir. Nedensel genlerin belirlenmesi
EBEE'deki hastalik mekanizmalarinin anlasilmasini saglayabilir ve yeni hedefli ilag
tedavilerinin gelistirilmesini kolaylagtirabilir (Ngoh ve dig 2014). Ayrica zaman ve
maliyeti azaltmak ve niiks risklerini tahmin etmek i¢in yararlidir (Nijman ve dig 2014).

Kiiclik orneklem biiytikliigiindeki calismalarda da a-CGH'den daha yiiksek tanisal deger
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gosterilmistir (Mercimek-Mahmutoglu ve dig 2015). Ozel panellerin temel avantaj,
kodlama dizileri, transle edilmeyen bdlgeler (UTR), promotor bolgesi,intron-ekzon
bolgeleri gibi kodlayan ve kodlamayan bolgelerin se¢imi lizerinde tam kontrol ve esneklik
elde etmek iizere tasarlanmis olmasidir (Mei ve dig 2017). Tiim bunlarin yaninda, gen
paneli analizlerindeki dezavantaj 6nceden tanimlanmis sayida gen igermesi ve yeni gen
kesifleri nedeniyle panel i¢indeki genlerin zamanla giincellemeye gerek duymasidir

(Mgller ve dig 2016).

1.16.1.5.2. Veri Analizi

Epilepsi genetigi, epilepsiden sorumlu ilk genin bulunmasindan bu yana ¢ok hizli bir
sekilde ilerlemistir. Bunun nedeni yeni nesil dizilemenin kesfiyle pedigri ¢calismalarindan
varyant analizine gecistir (Hoffman ve Goérka 2017). NGS veri analiziyle DNA dizisi
degisikliklerini ve yeni hastalik genlerini tanimlamak i¢in genom ¢apinda mutasyon

paternleri gozlemlenebilmektedir (Mutz ve dig 2013).

NGS tarafindan iiretilen veri hacmi ¢ok biiyiik oldugundan is yiikii laboratuvardan veri
analiz siirecine dogru kaymistir. NGS teknolojisi i¢in analiz hatt1 kabaca 3 analitik adima
ayrilabilir. Birincil analiz; cihaz ¢alisma esnasinda 151k sinyali yogunluklarini niikleotid baz
cagrilarina  doniistiiriilmesidir. Ikincil analiz; fragment DNA'min referans diziye
haritalanmas1 ve ikisi arasindaki degiskenlerin ¢agrilmasidir. Ugiinciil analiz ise soz
konusu genetik deney ile ilgili degisken verilerin analizi ve yorumlanmasidir (Pittman ve
Hardy 2013). Bu siirecte; varyant temelli se¢im genellikle ilk adimdir. Varyant ¢agrisinin
kapsama alani-kalitesi, popiilasyon veritabanlarindaki siklik ve kodlanmis protein
tizerindeki etkileri degerlendirilir. Genetik se¢im olarak adlandirilan ikinci adimda kalitim
modelleriyle ilgili yapilan varsayimlara dayanarak varyant dnceliklendirmesi yapilir. Daha
sonra, kalan aday degiskenleri barindiran tiim genlerde arastirmacinin tecriibesiyle bagintili
olan veri madenciligi gerceklestirilir. Spesifik bir gen kusurunun potansiyel etkisi
hakkindaki son yorum, kismen degisken bazli ve kismen gen bazlidir. Son olarak, genetik,
klinik ve tercihen fonksiyonel verilere dayanan bir varyantin patojenitesini belirlemek i¢in

yorumlama yapilir (Hardies ve dig 2016).

Kalitsal hastaliklarda 6nemli oldugu bilinen genlerin patojenitesini degerlendirirken
Amerikan Tibbi  Genetik ve Genomik Birligi’'nin (ACMG) kilavuzlarindan
yararlanilmaktadir. Varyantlar1 yorumlarken genel veri tabanlart (COSMIC, My Cancer
Genome, Leiden Open Variation Database, dbSNP, 1000 genomes), yayinlanmis literatiir
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(PubMed) ve mutasyon siralama tahmin araglarindan (Mutation Taster,SIFT,PolyPhen2)
yararlanilmaktadir. Korunmug genlerdeki patolojik varyantlar arastirirken ClinVar ya da
Insan Gen Mutasyonu Veri Taban1 (HGMD) gibi referanslardan yararlanilmaktadir (Bale
ve dig 2015). NGS sonras1 dogru bir veri analiziyle ailelerinin ~% 25'inde OD ve %
40'mda OR patojenik bir varyant tanimlanabilmektedir (Hardies ve dig 2016).

Bir NGS panelinde bulunan gen sayist ile tanisal deger arasinda pozitif bir iliski vardir.
Dizilenen genlerin sayis1 artarsa, tanimlanan varyantlarin sayist da artar. Bunun yaninda
hem biyoinformatik filtreleme isleminin hem de genotip-fenotip yorumlamasi zorlasir.Bu
yiizden, bir varyantin tasiyici durumunu veya de novo olusumunu belirlemek igin
ebeveynlerde yapilan segregasyon analizi, patojenite icin daha fazla kanit saglar (Mei ve
dig 2017).Yakin zamanda yapilan arastirmalarda veri analizleri ile %10-48 oraninda tanisal

deger elde edilmistir (Hardies ve dig 2016).
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2.AMAC

Epilepsi, ilk defa 1874 yilinda Jackson tarafindan “’Epilepsi, gri maddenin ani, asir1
hizli ve lokal bosalimlarinin adidir.’’seklinde tanimlanmistir (Jackson 1870).Epileptik
ensefalopati; biligsel, davranigsal ve diger beyin fonksiyonlarinin ilerleyici olarak
bozulmasma yol acan ve biligsel siireclerdeki gerilemeye epileptik desarjlarin neden
oldugu epileptik sendromlardir. Bu sendromlar genellikle hayatin ilk 12 ay1 i¢inde gelisir,
ortak Ozellikleri ndéronal hasarin oldugu dénemdeki beyin maturasyonu durumuna 6zgiil
klinik ve elektroensefalograti (EEG) bulgular1 ve antiepileptik ilaglara direngli olmalaridir

(Zupanc 2009,Donat 1992).

Erken baslangich epileptik ensefalopati (EBEE), belirli bir konjenital veya kazanilmis
yapisal beyin lezyonu, metabolik bozukluk, trizomi, CNV veya tek gen mutasyonu sonucu
olusabilen bir yas bagimli elektroklinik sendromlar1 temsil eder (Allen ve dig 2015).EBEE
etiyolojisi  kromozomal anomalileri, tek gen bozukluklarini, yapisal beyin
malformasyonlarini ve dogustan gelen metabolizma sorunlarini igerecek sekilde genis bir
yelpazeye sahiptir (Forman ve dig 2017). Etiyolojileri kapsamli yapisal, metabolik ve
immiinolojik aragtirmalara ragmen sahip olduklar1 genetik heterojeniteden dolay1

tamamiyla belirlenememektedir (Rim ve dig 2018).

Genetik testlerde kaydedilen ilerlemelerle, EBEE’den sorumlu yeni nedensel genler ve
mutasyonlar tanimlanabilmektedir (Venkatesan ve dig 2016).Bu sckilde epileptik
ensefalopati tanili ¢ocuklarin % 30-50'sinde de novo mutasyonlar belirlenmistir (Scheffer
ve dig 2017).YND’yle gen panellerinin hedefli dizilenmesi, siipheli genetik epilepsileri
olan hastalar i¢cin en uygun maliyetli tan1 se¢enegi olarak goériinmektedir (Mei ve dig
2017).Giinlimiizde patogenezle iligkili genleri igeren panellerin, genotip-fenotip
korelasyonu gostermeyen erken baslangicli hastalarda tek gen testinin yerine gegtigi

bildirilmistir (Oates ve dig 2018).

EBEE’lerin genetik ve fenotip heterojenisitesi, hastalara dogru tan1 koymay1
giiclestirmekle beraber tedaviden istenen sonucun alinmasini da engellemektedir. Hedefli
gen paneli analizlerinin patojenik varyanti basarili bir sekilde tanimlamasiyla; gereksiz
invaziv islemlerden kaginmak, boylece maliyet ve zaman tasarrufu saglamak ve gene 6zgii
ila¢ tedavisi almak miimkiin olabilmektedir. Bu tez ¢aligmasinda, EE ile iliskili 55 genden
olusan hedefli gen paneli analizinin EBEE tanili 50 hastada tanisal degerini belirlemek

amaclanmustir.
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3. YONTEM

Bu retrospektif tez calismasi, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dal1 laboratuvarinda yiiriitiildii. Calisma i¢in, hasta dosyalar1 geriye doniik
sekilde incelendi. Calismada, 2017-2018 yillar1 arasinda Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklart Anabilim Dali Cocuk Noroloji Poliklinigi‘nden
Tibbi Genetik AD. laboratuvarina rutin tani testi amaciyla yonlendirilen 102 hastadan

rastgele secilen 50 hasta yer aldu.

Secim yapilirken hastalarin varyant sonuglart hicbir sekilde dikkate alinmamis olup
dosya kayit sirasina gore secim yapildi. Hastalara ait yas, ndbet baglangic yasi, 6n tani, aile
Oykiisii gibi fenotipik bilgilere ve varyant sonucu ile ilgili genotipik bilgilere
dosyalarindaki tibbi arsiv kayitlarindan ulasildi. Calismaya alinan hastalarin tiimiinde

ebeveynlerinden alinmis yazilit aydinlatilmis onam izni bulunmaktadir.

Calisma, Kocaeli Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

tarafindan onayland1 (KU GOKAEK 2019/98).

3.1.Varyant Analizi

Laboratuvarimizda daha 6nce bu hastalarin periferik kanlarindan DNA izolasyonu
yapild1 ve zenginlestirilmis kiitliphane 6rnekleri 55 gen igeren hedefli gen panelinde yeni
nesil dizilemeyle calisildi. Dizileme cihazindan alinan verilerin c¢esitli yazilimlar (Ion
Torrent Reporter Software,Seq-Genomize), veribankalar1 (Varsome), segregasyon
analizleri ve in siliko tahmin araglar1 (Mutation Taster,SIFT ve Polyphen-2) kullanilarak
biyoinformatik analizleri gerceklestirildi. Analiz sonuglar1 raporlandirilarak hasta
dosyalarina eklendi. Test panelinde yer alan genler, genlerin kalitim paternleri ve sebep

oldugu EBEE tiirleri Cizelge 3.1'de gdsterilmektedir.

Cizelge 3.1.Hedefli Gen Panelindeki 55 Genin Kalitim Paterni ve Fenotip Siiflandirmasi

SAYI | GEN KALITIM FENOTIP
PATERNI
1 STXBP1 EBEE 4
2 KCNT1 EBEE 14
3 SPTAN1 EBEE 5
4 GNAO1 EBEE 17
5 SCN1A GEFS+,Dravet send,febril nobetler
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6 GABRA1 EBEE 19,juvenil miyoklonik epil.

7 | SCN9A OD Dravet send. GEFS+,febril nobetler

8 HCN1 EBEE 24

9 KCNQ?2 EBEE7,iyi huylu neonatal ndbetler

10 KCNB1 EBEE 26

11 SCN2A EBEE 11,Benign ailesel infantil
ndbetler 3

12 SCNBA EBEE 13, Benign ailesel infantil
nobetler 5

13 GRIN2B EBEE27,Mental reterdasyon OD 6

14 SIK1 EBEE 30

15 DNM1 EBEE 31

16 KCNA2 EBEE 32

17 EEF1A2 EBEE 33,Mental reterdasyon
OD38

18 SLC1A2 EBEE 41

19 CACNAIA EBEE 42,Episodik ataksi 2

20 GABRB3 EBEE 43

21 GABRB1 EBEE 45

22 GRIN2D EBEE 46

23 FGF12 EBEE 47

24 HNRNPU EBEE 54

25 SLC25A22 EBEE 3

26 SLC13A5 EBEE 25

27 PNKP Ataksi,mikrosefali,ndbetler,gelisim
sel gecikme

28 DOCKY7 EBEE 23

29 PLCB1 EBEE 12

30 WWOX EBEE 28,spinoserebellar ataksi

31 ST3GAL3 EBEE 15,mental reterdasyon

32 AARS EBEE 29, Charcot-Marie-Tooth
send.

33 TBC1D24 EBEE 16,Doors Send,sagirlik
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34 SCN1B EBEE 52,Brugada Send 5,GEFS+
35 SYNJ1 OR EBEE 53,Erken baslan. Parkinson
36 MDH?2 EBEE 51

37 CAD EBEE 50

38 FRRS1L EBEE 37

39 SZT2 EBEE 18

40 ARV1 EBEE 38

41 NECAP1 EBEE 21

42 SLC25A12 EBEE 39

43 SLC12A5 EBEE 34

44 GUF1 EBEE 40

45 ITPA EBEE 35

46 UBAS EBEE 44, spinoserebellar ataksi
47 AP3B2 EBEE 48

48 DENNDS5A EBEE 49

49 ARX EBEE 1

50 CDKL5 EBEE 2

51 ARHGEF9 EBEE 8

52 PCDH19 X EBEE 9

53 PIGA Coklu konjenital anomali,hipotoni
54 SLC35A2 Glikolizasyona bagli konjenital h.
55 ALG13 EBEE 36

Hiicrede farkli gorev ve yapilarda bulunan 55 genin fonksiyon simiflandirmasi Cizelge

3.2.°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.2. Gen Panelindeki 55 Genin Fonksiyon Siniflamasi. Wang ve dig.(2017a)’den
alinmustir.

Fonksiyon Gen

Niikleik Asit Baglayici ARX EEF1A2 GUF1 HNRNPU

Enzim CDKL5 PNKP PLCB1 ST3GAL3
GNAO1 WWOX AARS SIK1
DNM1 ITPA ALG13 GUF1 UBAS

Tasiyici SLC25A22 SLC13A5 SLC12A5
SLC25A12 SLC1A2
Reseptor FRRS1L
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Membran Trafigi

STXBP1

Hiicre iskelet Proteini

SPTAN1

Sodyum Kanal

SCNI1A SCN2A SCN8A SCN9A SCN1B

Potasyum Kanal

KCNQ2 KCNT1 KCNB1 KCNA2

Kalsiyum Kanal

CACNAIA

HCN Kanal HCN1

Sinyal Transdiiksiyonu FGF12

Hiicre Adezyonu PCDH19

GABA A Reseptorii GABRA1 GABRB1 GABRB3
NMDA Reseptorii GRIN2D

Enzim Modiilatorii DOCKY

Enzim Modiilatorii ARHGEF9 TBC1D24

Siiflandirilmayan

NECAP1 SZT2 ARV1

Bilinmeyen

PIGA SLC35A2 GRIN2B AP3B2

DENND5A CAD MDH2 SYNJ1

3.2.Verilerin Toplanmasi

Tez calismasi icin Oncelikle hastalarin genotip-fenotip bilgilerine gore cesitli tablolar
olusturuldu. Bunun i¢in calisilan hastalarin 6n tanilari, yaslari, nébet baslangi¢ yaslari,
etyolojileri dosyalarindan incelendi ve tablolarda ortalama ve yiizde (%) olarak belirtildi.
Patojenik, olast patojenik ve VUS varyantlarin bulundugu hasta sayisi, genlere ve
etyolojilere gore dagilimi hesaplandi. Bu genlerin fonksiyon siniflandirilmasi yapildi.
Tespit edilen varyantlarin literatiirde daha 6nce bildirilip bildirilmedigi gen bilgilerini (NM
numarasi, niikleotid ve protein degisimi) ClinVaR, ExXAC ve LOVD veribankalarina
girerek kontrol edildi. Hastalik fenotipinin de novo yada anne-baba kalitimini belirlemek

icin segregasyon analizleri de incelendi.

3.3.VUS Varyantlarin Yeniden Analizi

Hastalarin  dosyalarindaki  varyant sonuglar1  retrospektif olarak incelendi.
Biyoinformatik analiz sonucu patojenik,olas1 patojenik ve VUS varyantlar belirlendi. VUS
varyanta sahip hastalarin bilgileri tekrar incelendi ve analiz edildi.Ciinkii VUS varyantlarin
siiflandirilmasi, analiz yazilimlart ve veritabanlarindaki bilgilerin giincellenmesi sonucu
zaman icerisinde degisebilmektedir.Yeniden analiz i¢in ticari bir analiz programi olan Seq-
Genomize,cihazin kendi analiz programi olan Ion Torrent —Reporter Software ve in siliko
araglart (SIFT, PolyPhen-2 ve MutationTaster) ve OMIM veribankalar1 kullanildi.
Varyant1 hastalik fenotipiyle iliskilendirmek i¢in ClinVar veritabani kontrol edildi. Son
olarak {icretsiz ¢evrimigi veritabani olan VARSOME iizerinde degerlendirme yapildi.
Bunun i¢in arama motoruna varyantin kromozom bdlgesi ve niikleotid degisimi bilgisi
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girildi. Cikan sonug, incenenen diger veritabanlarinin bilgisiyle birlikte degerlendirilip
ACGM’nin son kilavuzuna dayanan bes sinifli kategoriye gore Likely Benign (LB),Benign
(B),VUS, Likely Pathogenic (LP) ya da Pathogenic (P) olarak siniflandirildi.

3.4.Tamsal Degerin Belirlenmesi

Bu retrospektif calismada, patojenik ve olast patojenik varyant bulunan hastalarin
caligmadaki tiim hasta sayisina oranlanmasiyla gen panelinin s6z konusu hasta grubunda
yiizde cinsinden (%) tanisal degeri hesaplandi. VUS varyantlarin da hesaplamaya dahil
edilmesiyle bir tanisal deger daha hesaplandi. Tanisal degerler (P,OP ve P,OP,VUS)
literatiirde farkli sayida gen igeren panellerin sonuclartyla karsilagtirildi. EBEE
hastalarinda hedefli gen paneli analizi sonucu elde edilen verileri diger benzer ¢alismalarla
karsilastirmak i¢in yine literatiir taramas1 yapildi. Bunun i¢in anahtar kelime olarak ‘’next
generation sequencing; yeni nesil dizileme, targeted gene panel (analysis) ;hedefli gen
paneli (analizi), diagnostic value; tanisal deger, diagnostic rate;tanisal oran, diagnostic
value; tanisal deger, epileptic encephalopaty; epileptik ensefalopati,early onset epileptic
encephalopaty’’ girildi.Ayrica hedefli gen paneli analizleri diger molekiiler tam

yontemleriyle karsilagtirildi.

3.5.Istatistiksel Analiz

Hasta verileri Excel programima kayit edildi. Calisma verileri degerlendirilirken
tanimlayict istatistiksel metodlar (ortalama, standart sapma, medyan, siklik ve oran)

kullanildi. Cizelgeler ve ¢izimler yiizde cinsinden (%) hesaplanarak hazirlandi.
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4 BULGULAR

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Cocuk
Noroloji Poliklinigi‘nden 2017-2018 yillar1 arasinda rutin tan1 amach, EE ile iligkili oldugu
bilinen 55 gen igceren hedefli gen paneli calismasi icin Tibbi Genetik Anabilim Dali
laboratuvarina yonlendirilen erken baslangicli epileptik ensefalopati tanili 102 hasta

arasindan rastgele sec¢ilen 50 hasta ¢alismaya alindi.

Secilen hastalarin 21°1 erkek (%42),29u (%58) kiz hastaydi. Bu hastalarin 6n tanilari
Erken Baslangich Epileptik Ensefalopati (n=28), West sendromu (n=18), Dravet sendromu
(n=2) ve Malign Migratuvar Parsiyel Epilepsi’ydi (n=2). Hastalarin yas araligi 1-18 yil
(ortalama 9.5 yil) arasindaydi. 50 hastanin 48’inde ndbet baslangi¢ yasi ile ilgili bilgilere
ulagilirken 2 hastanin dosyasinda bu bilgi bulunamadi. Nobet baslangic yasi 48 hasta i¢in
ortalama 193,5 giindii (6,36 ay).Nedensel mutasyon tespit edilenler ortalama 191 giin (6,28
ay) iken, herhangi bir mutasyon saptanmayanlarda ortalama 196 giindi (6,44
ay).Hastalarda goriilen yaygin nobet tipi fokal nobetlerdi (% 29). Hastalarin gegirdikleri ilk
epilepsi nobeti 4. giin ile 41. ay arasinda degismekteydi.

Yeni nesil dizileme yontemiyle calisilan hedefli gen panelinden elde edilen veriler
cesitli yazilimlar, segregasyon analizleri ve in silico tahmin araglariyla tanimlanmasiyla 50
hastanin 11'inde (% 22) patojenik varyant tespit edildi. Ikisinde (%4) olas1 patojenik
varyant tespit edildi. 9 hastada (%18) ise patojenitesi kesin olmayan varyant (VUS) tespit
edildi. Yeniden analiz edilen VUS varyantlarin tamaminda siniflandirma degismedi. 28
hastada herhangi bir varyant belirlenmedi (%56). Toplamda 22 hastada nedensel varyant
(patojenik,olas1 patojenik ve VUS) tespit edildi.Hastalarda tespit edilen varyant tiirleri

Cizim 4.1°de gosterilmistir.

mB

mP
LP

mVUS

Cizim 4.1. 50 Hastada Bulunan Varyant Tiirleri

36



Caligmada 14 farkli gende 20 farkli nedensel varyant bulundu. Buna gére SCN1A
geninde 3 patojenik,1 olast patojenik ve 1 VUS varyant tespit edildi. Tim hastalarin
%10’unda(5/50),tiim varyantlarin ise %23’linde SCN1A varyanti bulundu (5/22).
PCDH19 geninde 2 patojenik varyant, PLCB1 geninde 2 patojenik varyant, FGF12
geninde 1 patojenik varyant STXBP1 geninde 1 patojenik varyant, SCN8A geninde 1
patojenik varyant ve WWOX geninde 1 patojenik varyant tespit edildi. NECAP geninde
sadece olas1 patojenik varyant tespit edilirken 8 gende toplam 9 varyant VUS’du. Varyant

tiirlerinin genlere gore dagilimi Cizim 4.2.’de gosterilmistir.

mVUS

M patojenik varyant
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Cizim 4.2. 50 Epileptik Ensefalopati Hastasinda Belirlenen Patojenik, Olas1 Patojenik,
VUS Varyantlarin Genlere Gére Dagilim1

Toplam varyantin %45,45°1 kanalopati genlerinden olustu (SCN1A,SCN8A,SCNO9A,
CACNAIA ve KCNBI).Ardindan toplamda %27,27 ile GABAa reseptdr genleri
(GABRA1,GABRB3),membran trafiginde gorevli proteini lireten gen (STXBP1) ve hiicre
adezyonu proteinini lireten gen (PCDH19) yer aldi. Nedensel genlerin yer aldig1 fonksiyon

siiflandirmasi Cizim 4.3°de gosterilmistir.

® iyon kanal

M reseptor

N enzim

H taglyici

B membran trafigi

H sinyal transdiksiyonu

hlicre adezyonu

bilinmeyen

Cizim 4.3. P,OP ve VUS Genlerin Fonksiyon Siniflandirmasi

37



Nedensel varyantlarin kaliim paternleri incelendiginde 15 hasta otozomal dominant,5
hasta otozomal resesif, 2 hasta X’e bagl kalitim gosterdi. Varyantlarin kaliim paterni

Cizim 4.4°de gosterilmistir.

EOD
HOR
= X gecisli

Cizim 4.4. P ve OP ve VUS Varyantlarin Kalium Paternleri

Belirlenen nedensel varyantlarin literatiirde baska ¢alismalarda da rapor edilmis olma
durumu arastirildi. Buna gore varyantlarin dokuzunun (%41) yeni, on ii¢iintin (%59) ise
literatiirde daha once bildirilen varyantlar oldugu tespit edildi. Tk defa bildirilen SCN1A
(n=3) ve PLCBI varyantlar1 (n=2) toplam varyantlarin %23’iinii olusturdu. Bu ¢aligmada

yeni tespit edilen ve bildirilen varyantlarin bulundugu genler Cizim 4.5’de gosterilmistir.

3,5
3
2,5 4
2

15 4 H yeni
1 -
0,5 -
O -

M bildirilen

F DXL RNPLL LTINS
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S S (';\+c° S 3 X O

Cizim 4.5. 50 Epileptik Ensefalopati Hastasindaki Varyantlarin Literatiir Bilgisi
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Epileptik ensefalopati 6n tanisiyla gelen 50 hastada mevcut varyantlar etyolojilerine
gore siniflandirildi. Buna gore malign migratuvar epilepsi ve Dravet sendromuyla bagvuran
hastalarin tamaminda nedensel bir varyant tespit edilmisken, West sendromlu hastalarin %
38,88’inde,erken baslangicli epileptik ensefalopatili hastalarin % 39,28’inde nedensel bir
varyant tespit edildi. Erken baslangicli epileptik ensefalopati hastalar1 nedensel bir
varyantin en ¢ok tanimlandigi hasta grubunu olusturmaktaydi (n=11),ardindan 7 hasta ile
West Sendromu takip etmekteydi. Varyant belirlenen ve varyant belirlenmeyen hastalarin

etyolojileri Cizim 4.6’da gosterilmistir.
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Cizim 4.6. Hastalarin Etyolojiye Gore Dagilim1

Calismamiza Dravet sendromu, West sendromu, malign migratuvar epilepsi ve erken
baslangicli epileptik ensefalopati tanisiyla yonlendirilen 50 hastada bulunan nedensel
genlerin literatiirde bildirilen diger epilepsi sendromlariyla iligskisi Cizelge 4.1.°de
gosterilmistir.

Cizelge 4.1. P,OP ve VUS Genlerin Bildirilen Baz1 Epilepsi Sendromlariyla Iliskisi
Gonsales ve dig (2015)’den alinmustir.

GEN FENOTIP

SLC25A22 EME, Bebeklikte fokal nobetler
Supresyon Burst paterniyle goriilen
Neonatal Epileptik Ensefalopati

STXBP1 EME,EBEE,Ohtahara, LennoxGastaut,West
Sendromu
SCN1A Akut Ensefalopati, Doose,Dravet,Lennox-

Gastaut,West Sendromu
Erken Baslangicli Ensefalopati
Febril Nobetlerle Seyreden Jeneralize
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Epilepsi

Kortikal Gelisim Malformasyonlari
Bebeklikte Malign Migratuvar Parsiyel
Epilepsi

PCDH19 Dravet, Lennox-Gastaut Sendromu
Infantil veya erken ¢cocukluk donemi
epilepsisi
NECAP1 Cesitli infantil epileptik ensefalopati
KCNB1 EBEE
PLCB1 EBEE
Bebeklikte Malign Migratuvar Parsiyel
Epilepsi
SCN8A Bebeklikte fokal ndbetler
Infantil epileptik ensefalopati ve SUDEP
CACNA1A Lennox-Gastaut Sendromu, Infantil Spazm
GABRAL Lennox-Gastaut Sendromu, Infantil Spazm
GABRB3 Lennox-Gastaut Sendromu, Infantil Spazm
WWOX EBEE
FGF12 EBEE

Nedensel varyant tespit edilen hastalarin ndbet baslangi¢ yast 3 gruba ayrildi. Birinci

grup ilk nobetini 6. aydan Once gecirenler, ikinci grup ilk ndbetini 7-12.ay arasinda

gecirenler ve iigiincii grup ilk ndbetini 1-5.y1l arasinda gegirenlerdir. Ik nobetini 6.ay ve

oncesinde gegirenlerin %68’inde, 7-12.aylar arasinda gecirenlerin %23’tinde ve 1-5.y1l

arasinda gecirenlerin %9’unda nedensel varyant belirlendi. Patojenik, olasi patojenik ve

VUS varyant bulunan hastalarin ndbet baslangi¢ yas1 Cizim 4.7.’de gosterilmistir.

2/22;%9

M 6 aydan 6nce
m7-12 ay
1-5yil

Cizim 4.7. Patojenik, Olas1 Patojenik ve VUS Varyant Bulunan 22 Hastanin Nobet

Baglangic Yasi
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Tespit edilen varyantlara ait gen bilgileri Seq-Genomize ve Varsome programlarindan
Mutation Taster,SIFT,Polyphen-2 ve HSF gibi in siliko tahmin araglarindan,ExXAC ve
ClinVar veribankalarindan alindi. Buna gore en sik rastlanan mutasyon tipi yanlis anlamli
mutasyondu (%59,n=13).Diger mutasyon tipleri ise cerceve kaymasi (%14,n=3), ve
digerleriydi (%27,n=6) (dur kodonu olusumu, baslangi¢ kodonunda goriilen mutasyon,
splice bolgesinde goriilen mutasyon,UTR bdlgesinde goriilen mutasyon). PLCB1 geninde
€.1945A>G, OR, yanlis anlamli mutasyon ve PCDHI19 geninde ¢.1091-1092 insC, X’e
bagh kalitilan, ¢ergeve kaymasi mutasyonu iki kardeste ortakti. Biyoinformatik analizler
sonucu tiim varyantlarin genotip bilgileri Cizelge 4.2 ve in siliko tahmin araglar1 bilgileri

Cizelge 4.3’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Belirlenen Varyantlarin Genotip Detaylar1

Hasta Gen Genotip Kahtim | Mutasyon tipi | Bolge Transkript

No Numarasi

3 PLCB1 homozigot | AR Yanlig anlamli | Exon 19 NM_015192.3

4 PLCB1 homozigot | AR Yanlis anlamli | Exon 19 NM_015192.3

8 SCN1A heterozigot | dn,AD | Yanlig anlamli | Exon 6 NM_006920.4

9 GABRB3 heterozigot | AD 3prime UTR | 3'UTR NM_000814.5

11 STXBP1 heterozigot | AD Splice bdlgesi | Intron 8 NM_003165.3

13 SCN1A heterozigot | dn,AD | Dur kodonu Exon 12 NM_006920.4

14 SCN1A heterozigot | AD Yanlig anlamhi | Exon 26 NM_006920.5

18 SCN1A heterozigot | AD Cergeve Exon 7 NM_006920.4
kaymasi

20 SCN9A heterozigot | AD Yanlig anlamlhi | Exon 15 NM_002977.3

25 GABRAL | heterozigot | AD Yanlig anlamhi | Exon 11 NM_001127645.1

27 NECAP1 homozigot | AR Baglangig Exon 1 NM_015509.3
kodonu

28 KCNB1 heterozigot | AD Yanlig anlamli | Exon 2 NM_004975.3

29 PCDH19 heterozigot | XLD Cergeve Exon 1 NM_001184880.1
kaymas1

30 PCDH19 heterozigot | XLD Cergeve Exon 1 NM_001184880.1
kaymas1

34 CACNAILA | heterozigot | AD Yanlis anlamli | Exon 19 NM_01127221.1

38 SLC25A22 | homozigot | AR 5Prime UTR | 5'UTR NM_001191061.1

40 FGF12 heterozigot | dn,AD | Yanlig anlamli | Exon 3 NM_021032.4

44 SCN9A heterozigot | AD Yanlis anlamli | Exon 12 NM_002977.3

45 SCN1A heterozigot | dn,AD | Splice bdlgesi | intron 14 | NM_001353948.1

46 WWOX homozigot | AR Yanlis anlamli | Ekzon 7 NM_016373.3
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47

SCNSA

heterozigot

dn,AD

Yanlis anlamli

Ekzon 27

NM_014191.3

49

STXBP1

heterozigot

AD

Yanlig anlaml

Ekzon 5

NM_003165.3

dn:de novo AR:Otozomal Resesif AD:Otozomal Dominant

Hasta Gen Lokasyonu | Niikleotid degisimi | Aminoasit degisimi
No

3 chr20:8713941 €.1945A>G Arg649Gly
4 chr20:8713941 €.1945A>G Arg649Gly
8 chr2:166908424 | c.769T>C Cys257Arg
9 chrl5:26792819 | ¢.*121C>T *

11 chr9:130428443 €.664-2A>G *

13 chr2:166898897 €.2048C>A Ser683Ter
14 chr2:166848094 | ¢.5691T>G Asn1886Lys
18 chr2:166905410 | c.1013delA Asn338fs

20 chr2:167134706 | c.2428G>A Val810Met
25 chr5:161324187 | ¢.1130C>T Pro377Leu
27 chr12:8234886 Cc.2T>A MetlLys

28 chr20:47990100 | ¢.1997C>T Pro666Leu
29 chrX:99662504 €.1091-1092 insC Tyr366Leufs
30 chrx:99662504 | ¢.1091-1092 insC Tyr366Leufs
34 chrl9:13409974 | c.2473G>A Val825Met
38 chrl1:795147 c.-141G>A *

40 chr3:192053223 €.341G>A Argl14His
44 chr2:167141193 | c.1747G>A Glu583Lys
45 chr2:166895930 €.2589+3A>T *

46 chr16:78458877 c.716T>G Leu239Arg
47 chr12:52200146 | c.4876C>T Argl626Cys
49 chr9:130422343 | c¢.281C>T Pro94Leu

*bilinmiyor+var-yok

42




Cizelge 4.3.Belirlenen Varyantlarin In Siliko Tahmin Araglar1 Bilgisi

In silico tahmin araglar:

Hasta | Mutation Polyphen2 SIFT EXAC | ClinVar HSF | ACGM

No Taster simiflan.

3 Hastaliga neden | Muhtemelen | Zararh - - + Patojenik
olan zararli

4 Hastaliga neden | Muhtemelen | Zararh - - + Patojenik
olan zararli

8 Hastaliga neden | Muhtemelen | Zararh - patojenik + Patojenik
olan zararl

9 Hastaliga neden | Mutasyon * - - - VUS
olan yok

11 Hastaliga neden | Mutasyon * stk - + Patojenik
olan yok degil

13 Otomatik Mutasyon Tolere stk - + Patojenik
Hastaliga neden | yok eilebilir degil
olan

14 Hastaliga neden | Muhtemelen | Zararh stk - + VUS
olan zararl degil

18 * Mutasyon * yok - + Patojenik

yok

20 Hastaliga neden | Muhtemelen | Zararh stk Patojenitesi | - VUS
olan zararlt degil celiskili

25 Hastaliga neden | benign Tolere stk VUS + VUS
olan eilebilir degil

27 Hastaliga neden | Muhtemelen | Zararh - - + Olas1
olan zararl Patojenik

28 Hastaliga neden | Benign Zararh sik Patojenitesi | + VUS
olan degil celiskili

29 * * * sik patojenik - Patojenik

degil
30 * * * stk patojenik - Patojenik
degil

34 Hastaliga neden | Muhtemelen | Zararh stk - + VUS
olan zararli degil

38 Hastaliga neden | * * - VUS - VUS
olan

40 Hastaliga neden | Muhtemelen | Tolere - patojenik + Patojenik
olan zararli edilebilir

44 Hastaliga neden | Muhtemelen | Tolere stk - + VUS
olan zararl edilebilir degil
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45 Hastaliga neden | * * yok patojenik Olas1
olan Patojenik

46 Hastaliga neden | Muhtemelen | Zararh yok - Patojenik
olan zararli

47 Hastaliga neden | Muhtemelen | Zararh yok - Patojenik
olan zararlt

49 Hastaliga neden | Muhemelen Tolere sik benign VUS
olan zararl edilebilir degil

*pilinmiyor+var-yok

Hastalarin 41’inde (%82) anne ve baba 6rnekleri de ayn1 panelle ¢alisildi. Segregasyon
analizlerine gore PLCB1, NECAP1, WWOX SLC25A22 genlerindeki varyantlarin
maternal ve paternal kalitildigi gosterildi. VUS varyantlarin altis1 paternal kalitildi. 5
hastada bulunan varyantlar de novo olarak ortaya ¢ikti.4 hastada anne ve baba 6rnekleri
eksik oldugu i¢in kalitimi belirlenemedi. Hedefli gen paneli analizi sonucu patojenik olasi
patojenik ve VUS varyant bulunan hastalarin fenotip bilgileri Cizelge 4.4.ve Cizelge 4.5de

gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Patojenik ve Olas1 Patojenik Varyantlarin Fenotip Detaylari
Fenotip Nobet baslangi¢ yasi Gen(transkript)

Hasta No/Cinsiyet Yag

3(F) 7y 11m MME Say PLCB1(NM_015192.3) Maternal-paternal P
4(M) 4y 10m MME 6gln PLCB1(NM_015192.3) Maternal-paternal P
8(F) Sy 5m EBEE 4,5ay SCN1A(NM_006920.4) de novo P
11(F) 2y 4m West 2,5ay STXBP1(NM_003165.3) * P
13(M) 11y 6m EBEE lyas SCN1A(NM_006920.4) de novo P
18(M) 1y 8m West 5ay SCN1A(NM_006920.4) * P
29(F) 16y 1m EBEE 15ay PCDH19(NM_001184880.1) * P
30(F) 17y 7m EBEE 7,5ay PCDH19(NM_001184880.1) * P
40(F) 6y 8m EBEE 4gun FGF12(NM_021032.4) de novo P
46(F) 1y 8m EBEE 41gin WWOX(NM_016373.3) Maternal-paternal P
47(F) Sy 7m EBEE 11ay SCNSA(NM_014191.3) de novo P
27(M) 3y 4m EBEE 55ay NECAP1(NM_015509.3) Maternal-paternal LP
45(F) 1y 6m Dravet 6ay SCN1A(NM_001353948.1) de novo LP
*mevcut degil

Cizelge 4.5. VUS Varyantlarin Fenotip Detaylari

Hasta No/Cinsiyet Yag Fenotip Nobet baslangig yagi Gen(transkript) Aile ACGM sinif]
9(F) 2y 8m EBEE 4,5ay GABRB3 (NM_000814.5) Paternal VUS
14(M) 9y Dravet 8ay SCN1A (NM_006920.5) Paternal VUus
20(F) 1y 6m West 1,5ay SCN9A(NM_002977.3) Paternal VUS
25(F) 2y 10m West 6ay GABRA1(NM_001127645.1) Paternal VUS
28(F) 8y 10m EBEE 4ay KCNB1 (NM_004975.3) Paternal VUS
34(M) 1y 3m West 3,5ay CACNA1A (NM_01127221.1) Paternal VUS
38(M) 4y 11m EBEE 18ay SLC25A22(NM_001191061.1) Maternal-paternal VUS
44(M) 3y 3m West 10,5ay SCN9A(NM_002977.3) Maternal VUsS
49(F) 3y 3m West 2,5ay STXBP1(NM_003165.3) Maternal VUS
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Bu tez calismasinda, hedefli gen paneli analizinin erken baslangichi epileptik
ensefalopati hastalarindaki tanisal degeri %26 (P,OP) ve %44 (P,OP ve VUS) bulundu.

Hesaplanan tanisal degerler Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.6. 50 Hastada Hedefli Gen Paneli Analizleriyle Elde Edilen Tanisal Deger

Patojenik/Olas1 Patojenik Tamsal Deger
n=13 %26

Patojenik/Olas1 Patojenik+VUS Tamsal Deger
n=22 %44

Calismada nobet baslangi¢ yasina gore tanisal deger hesaplandi.Buna gore ilk nobetini
6. ay ve Oncesinde gegirenler i¢in tanisal deger %30 (n=15), ilk 7-12. ayda nobet gecirenler
icin % 10 ( n=5), ilk 5 yilda ndbet gecirenler i¢in %4 (n=2) olarak belirlendi.N&bet

baslangi¢ yaslarina gore tanisal deger karsilastirilmasi Cizim 4.8’de gosterilmistir.

Nobet baslangi¢ yasina gore tanisal deger

35%

30%

25% ——

20% ——

15% ——

10% ——

5% ——

0%

<6 ay 7-12 ay 1-5yil

Cizim 4.8.Nobet Baslangi¢ Yasina Gore Tanisal Deger
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5.TARTISMA

Epileptik ensefalopatiler, epileptik aktiviteye bagli refrakter nobetler ve biligsel
gerileme ile karakterize yikici epilepsi grubudur ve kotii bir prognoz tasimaktadir (Carvill
ve dig 2013). EBEE, Ohtahara sendromu dahil olmak iizere erken bebeklik donemi ve
kismi bebeklik nobetleri de dahil olmak iizere, gelisim bozukluklari ve erken donemde
baslayan nobetler ile karakterize bir grup epileptik ensefalopatidir (Saitsu ve dig
2016).Erken baslangichi epileptik ensefalopatilerin genetik ve fenotipik heterojenitesi;
tedaviden istenen sonucun alinamamasina ve hastalarin ilaca direncli hale gelebilmelerine
neden olmaktadir. En etkin tedavinin saglanabilmesi i¢in hastaliga neden olan mutasyonun
tanimlanmast gerekmektedir. Klasik tan1 yontemlerinden Sanger dizileme, tek gende
meydana gelen degisikliklerin saptanmasinda kullanilmaktadir. Fakat birden fazla genin
sorumlu oldugu epileptik ensefalopatiler s6z konusu oldugunda bu yontem maliyetli ve
zaman alic1 olabilmektedir. Sanger dizileme yerine EE’lerden sorumlu oldugu bilinen
genlerin yer aldigi hedefli gen panelleri kullanarak nedensel mutasyonu tespit
etmek,genotip-fenotip  korelasyonu  kurarak  bulgulari  klinik  bir  gergevede
yorumlayabilmek daha olanaklidir.Ayrica hedefli gen paneli analizlerinin patojenik
varyanti basarili bir sekilde tanimlamasiyla; gereksiz invaziv iglemlerden kaginmak,
boylece maliyet ve zaman tasarrufu saglamak ve gene 0zgii ilag¢ tedavisi almak miimkiin
olabilmektedir.Bu sebeplerden dolay1 tez ¢alismamizda, EE ile iligkili 55 genden olusan
hedefli gen paneli analizinin EBEE tanili 50 hastada tanisal degerini belirlemeyi

amagladik.

Bu retrospektif tez ¢calismasinda, 11 hastada patojenik,2 hastada olas1 patojenik ve 9
hastada VUS varyant belirlendi. Bu calismada patojenik ve olasi patojenik varyantlarin
tanisal degeri % 26 tim varyantlarin (P,OP,VUS) tanisal degeri %44 olarak
belirlendi.Toplam 14 gende 20 farkli nedensel varyant tespit edildi.

Caligmamizda varyantlarin en sik saptandigi genler PCDH19,PLCB1 ve SCNI1A’dir.
PCDHI19,beyin gelisimi siirecinde yiiksek oranda eksprese edilen protokaderin 19
proteinini kodlamakta olup néronal goc¢ veya sinaptik baglantilarin kurulmasinda rol
oynamaktadir. Protokaderinler, kaderin siiper ailesinin en biiyiik alt grubunu olusturan
kalsiyum bagimli adezyonla ilgili transmembran proteinlerdir. PCDH19, SCN1A'dan sonra
epilepside klinik olarak en ilgili ikinci gendir ve gelismekte olan beyinde yliksek oranda

eksprese edilir. Dibbens ve dig yaptiklari ¢alismalarda alt1 biiyiik ailede ve etkilenen ikize
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sahip bir ailede PCDH19 mutasyonlar1 bildirmistir. PCDH19 genindeki mutasyonlarin
tanimlanmasi, erken baslangi¢li epilepsili kadin hastalarda kesin bir tan1 saglar (Depienne
ve dig 2012a,b). Calismalarda bu genin Dravet sendromuna benzeyen EBEE'den otizm
spektrum bozukluklar1 ve zihinsel engelli epilepsiye kadar genis bir klinik spektrumu
kapsadigi gosterilmistir (Mei ve dig 2017).Bizim c¢alismamizda yapilan analizler
sonucunda EBEE tanili 2 kiz kardeste 1091-1092 insC, Tyr366Leufs,cergeve kaymasi

mutasyonu saptanmistir.

PLCBI, fosfolinositide spesifik enzim olan fosfolipaz C B1'i kodlamaktadir.PLCB1
geni, merkezi sinir sisteminin farkli gelisimsel ve islevsel yonlerini degistirmede onemli
bir rol oynar. Arastirmalar murin modelinde, epileptik bir fenotiple sonuglanan bir
mutasyon saptanmistir (Ngoh ve dig 2014).PLCB1 mutasyonlar, EBEE 12,malign
migratuvar  epilepsi,sizofreni,bipolar  bozukluk,Huntington hastaligi,depresyon ve
Alzheimer hastaligina neden olmaktadir (OMIM) Bizim c¢alismamizda malign migratuvar

epilepsi tanil1 2 kardeste 1945A>G, Arg649Gly,yanlis anlamli mutasyon saptanda.

SCN1A,voltaj kapili bir sodyum kanalin1 kodlamaktadir, kas hiicrelerinde ve
noronlardaki aksiyon potansiyellerinin olusumu ve yayilmasi i¢in gereklidir. GABAerjik
internoronlardaki sodyum akiminin en az% 751 Na V 1.1 kanallarindan gergeklestirilir.
Siddetli DS fenotipinin %75’inde Na V azalmasiyla sonuglanan SCN1A fonksiyonu kaybi
mevcuttur (Bayat ve dig 2015,Kwong ve dig 2015, Gataullina ve Dulac 2017).Fonksiyon
kayb1 ozellikle y - aminobiitirik asit (GABA) ergik hiicrelerinde uyarilabilirligi azaltarak
nobet esigini yiikseltir (Steel ve ark 2017).Yapilan ¢alismalarda SCN1A geni, DS nun
yaninda atesle seyreden generalize epilepsi ile de iliskilendirilmistir (Lee 2018). Yapilan
bir calismada ise SCN1A'll hastalar % 17 (8/46) ile en biiyiik orani olusturmustur (Zhang
ve dig 2015). Bizim g¢alismamizda hastalarin %10’unda ve tiim varyantlarin %23’{inde
SCNI1A geni tespit edildi. Bu gen Dravet sendromlu hastalarin tiimiinde tespit edilirken

EBEE (8. ve 13.hasta) ve West sendromu tanil1 (18.hasta) hastalarda tespit edildi.

SCN1A’nin da yer aldig1 iyon kanal genlerinin (SCN1A,SCN8A,SCN9A, CACNAITA
ve KCNB1), EE'nin gelisiminde belirgin bir rol oynadig1 ve bugiine kadar 600’den fazla
varyant tanimlandig1 bildirilmistir. Yapilan bir ¢aligmada iyon kanali genlerinin (8/24) en
yaygin mutasyonlar1 olusturdugu gosterilmistir (Zhang ve dig 2015).Caligmamizda iyon
kanali genleri nedensel mutasyonlarin %45 'ini (10/22) olusturdu. Bu sonug¢ iyon

kanallarinin islev bozuklugunun EBEE patogenezinde kritik rol oynadigini gostermektedir.
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Calismamizda hastalarin %18’inde VUS varyantlar tespit edildi. Literatiirde bu
varyantlar, mutasyonun nispeten daha az genetik hasar verici olmasi, hastada daha hafif bir
fenotipe ve eksik penetrasyona sahip olmasiyla iliskilendirilmistir (Zhou ve dig 2018).
Ayrica Oates ve dig VUS varyantlari, yetersiz biyoinformatik bilgi, fonksiyonel veri
eksikligi, eksik penetrans ve yetersiz klinik bilgi nedeniyle genotip-fenotip korelasyonun
kurulamamasi1 olarak degerlendirmistir. Bizim c¢alismamizda saptanan VUS oraninin,
kalitimdaki eksik penetrans, gen-fonksiyon ¢alismasi eksikligi, veritabanlarinda bilgi azlig
ve etkilenmis diger aile {yelerinin eksikligi gibi nedenlerden kaynaklandig

distiniilmektedir.

Epilepsi gen aragtirmalarinda, NGS tabanli hedef dizileme stratejileri, de novo
varyantlarinin tespitini arttirmaktadir (Rim ve dig 2018). Yapilan bir calismada EE’li 89
hastada, patojenik de novo mutasyonlar % 33.7 (30/89) oraninda bildirilmistir (Helbig ve
dig 2016). Baska bir calismada, SCN1A geninde 4 varyant ve SCN8A geninde 6 varyantin
de novo oldugu gosterilmistir. SCN8A'daki de novo yanlis anlamli mutasyonlarin,
gelisimsel gecikmeyle seyreden erken baslangicli nobetlerin yeni bilinen bir nedeni oldugu
bildirilmistir (Trump ve dig 2015). Bizim ¢aligmamizda bulunan varyantlarin %22.72’sinin
(SCN1A,SCNB8A ve FGF12) patojenik de novo ortaya ¢iktigr gosterildi (n=5).SCN1A de
novo varyantlarin en ¢ok oldugu gendi (%60). Bizde yaptigimiz ¢calismada EBEE hastalar1
icin hedefli gen paneli diziliminin de novo varyantlarin tespitinde kullanilabilecek en

uygun tani secenegi olabilecegini diislinmekteyiz.

Calismamizda hastalarin %56’sinda nedensel bir varyant tespit edilmedi. Bu grubun
genetik altyapisindan; mikrodelesyon-mikroduplikasyon varligi, mutasyonun gen paneli
disindaki genlerde ya da 55 genin intronik bdlgelerinde bulunmasi ve epigenetik

mekanizmalarin sorumlu oldugu diistiniilmektedir.

Hedefli gen paneliyle nedensel varyant belirlenemeyen EE’lerin tanisinda ileri tetkik
olarak mikrodelesyon-duplikasyon tespiti i¢in a-CGH, dizileme i¢in WES (Tiim Ekzom
Dizileme) ve WGS (Tiim Genom Dizileme) yontemi kullanilabilir. Fakat hedefli gen
paneli, daha ucuz maliyetli olmasi, ekzom hedef bolgeleri i¢inde yer almayan veya zayif
kapsanan genomik bolgeleri de dizilemesi ve yalnizca fenotipik olarak ilgili genlerin dahil
edilmesiyle tesadiifi bulgular azalttig1 icin WES analizine bir alternatiftir. Sinirli sayida
gen, WES'ten daha diisiik maliyetlerle daha yiiksek okuma derinligine ve daha 1yi analiz
kalitesine izin verir (Meller ve dig 2016,Thomas ve dig 2017). Ayrica WES maliyetli bir
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yontemdir ve ¢ok biiyilk boyutlu verilerin analizi i¢in yogun is yiikii getirmektedir.
Bununla birlikte, gecen zaman diisiliniildiigiinde hastaya tan1 koymak icin dnce hedefli gen
paneli ¢alismasi yapilmasi daha pratik goriilmektedir (Fung ve dig 2017). Bunun yaninda
yanlis yorumlanabilen ve yanlis bir taniya yol agabilecek ¢ok sayida bilinmeyen oneme
sahip varyant tespit edebilmektedir(Nicastro ve D’Antiga 2018). Bu nedenlerden dolay1
EBEE hastalarin tanisinda hedefli gen paneli analizlerinin kullanilmasinin daha avantajl

oldugu diistiniilmektedir.

Hedefli epilepsi gen panelleri klinik ¢alismalarda ve arastirmalarda giderek daha fazla
kullanilmaktadir. Literatiirde 35-265 genli hedefli EE panelleri ile ilgili cesitli ¢aligmalar
bildirilmigtir ve tanisal degerler % 10 ila% 48,5 arasindadir (Kothur ve dig 2018,
Mercimek-Mahmutoglu ve dig 2015). En yiiksek tanisal deger, 265 genin, Dravet, EBEE,
rolandik epilepsi, miyoklonik-astatik epilepsi ve Lennox - Gastaut sendromu gibi ¢esitli
fenotiplere sahip 33 hastada, yeni nesil dizileme kullanilan calismada %48 olarak

alimmistir (Lemke ve dig 2012).

Yapilan bir calismada 110 gen igeren panel kullanilarak taranan 339 klinik epilepsi
hastasinin varyant raporlarinin retrospektif olarak incelenmesinde P ve OP varyantlar
hastalarin %18’inde,VUS varyantlar %6’sinda saptanmistir (Butler ve dig 2017). 178
hastada 485 genin tarandig1 bir bagka calismada 59 hastada mutasyon tespit edilmis ve
tanisal deger %33 olarak bildirilmistir (Wang ve dig 2017b). Kothur ve dig, EE panelinde
105 hastada 71 gen taramislar,15 gende patojenik ve olasi patojenik varyantlar
belirlemisler ve tanisal degeri %28,5 olarak bildirilmislerdir (Kothur ve dig 2018).En genis
hasta kohortunu igeren ¢alisma 8565 hastada gerceklestirilmistir. Burada 70 genin 22’sinde
varyasyonlar tespit edilmistir, tanisal deger %15,4 iken en ¢ok SCN1A ve KCNQ2’de
mutasyon bulunmustur (Lindy ve dig 2018). Inatg1 epilepsi, global gelisimsel gecikme ve
biligsel islev bozuklugu gibi farkli fenotipleri igeren 110 hastadan olusan bir ¢alismada
tanisal deger % 12,7 olarak bildirilmistir (Mercimek-Mahmutoglu ve dig 2015). Gorildigi
gibi literatiirde bildirilen tanisal degerlerdeki degiskenlik, panellerde bulunan gen sayisi,
dizileme cihazinin giivenirliligi, biyoinformatik analiz adimlar ic¢in farkli yazilimlar,
veritabanlar1 kullanilmas1 ve secilen hastalarin fenotip spektrumuyla agiklanabilir. Tanisal
degerimizin literatiirle benzerlik gostermesinde; gen paneli icin yonlendirilen hastalarin
secimi, hedef genlerin dizilenmesi, varyant filtreleme ve varyanti fenotiple iliskilendirme

gibi siireclerin dogru yonetilmis olmasinin etkili oldugu diisiiniilmektedir.
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Calismamizda ilk nobetini 6. ay ve Oncesinde gecirenler icin tanisal deger %30 (n=15),
ilk 7-12. ayda nobet gegirenler ig¢in % 10 ( n=5), 1-5.y1l arasinda ndbet gegirenler igin %4
(n=2) olarak belirlendi.Aragtirmalar nobet baslangi¢ yas1 kiiciildiikce tanisal degerin
arttigimi gostermektedir. Bu dogrultuda ndbet baslangic yasinin patojenik mutasyonla
iligkisi aragtirllmis ve yasamin ilk ayinda nobet geciren 21 hastanin 13’{inde (%61.9) P ve
OP mutasyon bulunmustur (Stanck ve dig 2018). Parrini ve dig patojenik varyant
belirlenen hastalarin %66'sinin 6 ayliktan once ilk ndbetini gegirdigini gdstermistir (Parrini
ve dig 2016). Bir calismada nobet baslangic yaslar1 farkli (yenidogan, bebeklik ve
cocukluk doénemi) 96 cocuga 3 farkli gen paneli uygulandiginda tanisal deger,ilk nobetini
yenidogan donemde gegirenlerde (% 63), bebeklik doneminde gegirenlerde (% 21) ve
cocukluk doneminde gecirenlerde % 4 bulunmustur (Oates ve dig 2018). Bu sonuglar

bizim ¢alismamizdan ¢ikan sonuglar ile uyum i¢indedir.
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6.SONUCLAR VE ONERILER

Bu retrospektif tez caligmasinda, erken baslangigli epileptik ensefalopati tanili 50
hastanin bilinen 55 EE geni iceren hedefli gen panelinde yeni nesil dizileme yontemiyle

calisilmasi sonucu elde edilen varyantlarin tanisal degeri arastirildi.

Calismamizda saptanan %26’lik (P,OP) ve % 44’lik (P,OP ve VUS) tanisal deger,
erken baslangicli epileptik ensefalopatili hastalariin tanisinda hedefli gen paneli
analizlerinin kullanildig1r son ¢alismalarla uyumlu bulunmustur. Literatiir bilgisi 1s18inda
hedefli gen panelinin, EE'li ¢ocuklarda erken genetik taniyr miimkiin kilan kapsamli bir

aragtirma oldugunu 6ngdérmekteyiz.

Genomik teknolojideki gelismeler ve maliyetlerdeki azalma ile birlikte yeni nesil
dizileme tabanli gen panelleri rutin klinik uygulamalarda yerini almistir. Hedefli gen paneli
analizlerinin sagladig1 avantajlar, epilepsi genetigindeki ilerlemeyi de beraberinde
getirmektedir. Erken baslangicli epileptik ensefalopati tanili 50 hastada hedefli gen paneli
analiziyle patojenik bir varyantin tanimlanmasi, genotip-fenotip korelasyonu kurmayi
miimkiin kilmaktadir. Bunun yaninda prognozu, tedavi seceneklerini ve genetik danisma

surecini de etkilemektedir.

Hedefli gen paneli ¢aligmasi sonucunda herhangi bir nedensel varyant bulunamayan
fakat fetotipin genetik altyapiya bagli oldugu diisiiniilen hastalarda mikrodelesyon
mikroduplikasyon tespitinde a-CGH, WES veya WGS gibi daha ileri testler uygulanabilir.
Ayrica bu ¢aligmalar, klinik ve genotipik kayitlardaki bilgi birikimi, poligenik kalitim ve
spesifik katki saglayan epigenetik faktorler ¢er¢evesinde genisletilebilir.

Calismamizda tanimlanan varyantlarin %18’ini olusturan VUS'larin patojenitesini
belirlemek icin ileri fonksiyonel analizler ve etkilenmis-etkilenmemis diger aile iiyelerinde

de mutasyon taramasi 6nerilmektedir.

Hasta sayisinin arttirilmasiyla belirli bir genin fenotipik spektrumu genisletilebilir. Elde
edilen veriler daha 6nce bildirilen vakalarla karsilastirilabilir boylece varyant yorumlama
kolaylasabilir ve tam1 degeri de daha yiiksek olabilir. Bu nedenlerle gen paneli
calismalarinin tanisal degerini arttirmak icin daha fazla sayida ve fenotipik spektrumlu

hastay1 i¢ine alacak sekilde genisletilmesi onerilmektedir.

51



KAYNAKLAR

Akay A,Siimer-Turanhgil C,Uyanikgil Y. Iyon Kanallar1 ve Epilepsi Patojenezindeki Rolleri. Arsiv 2010;
19: 72

Aktekin B, Kayrak N. Epilepsilerde Smiflandirma Calismalar1. Bora I, Yeni NS. Giirses C.(Ed). Epilepsi.
Nobel Tip Kitabevleri, Istanbul; 2008;3-11.

Allen NM, Conroy J, Shahwan A ve dig. Unexplained early onset epileptic encephalopathy: Exome
screening and phenotype expansion. Epilepsia. 2016 Jan;57(1):e12-7.

Arzimanoglou A. Guerrini R. Aicardi J. Aicardi’nin Cocuklarda Epilepsi. Istanbul Medikal Yaymcilik.
Istanbul,2007; 7-13.

Arzimanoglou A, French J, Blume WT ve dig. Lennox-Gastaut syndrome: a consensus approach on
diagnosis, assessment, management, and trial methodology. Lancet Neurol 2009;8:82-93.

Atmaca M, Baykan B,Bebek N ve dig. A Case of Lennox-Gastaut Syndrome Who Developed Tonic Status
Epilepticus Induced by Intravenous Diazepam. Epilepsi 2012;18(3):38-42.

Baasch AL, Huning I, Gilissen C ve dig. Exome sequencing identifies a de novo SCN2A mutation in a
patient with intractable seizures, severe intellectual disability, optic atrophy, muscular hypotonia, and brain
abnormalities. Epilepsia,2014; 55(4):e25—29.

Bale SJ, Beadling C, Bry L ve dig. Klinik Tanida Yeni Nesil Siralama: Erken Uygulamaya Koyanlarin
Deneyimleri.2015.

Basel-Vanagaite L, Hershkovitz T, Heyman E ve dig.Biallelic SZT2 Mutations Cause Infantile
Encephalopathy with Epilepsy and Dysmorphic Corpus Callosum. The American Journal of Human
Genetics, 2013;(93), 524-529

Bayat A,Hjalgrim H,Mgller RS. The incidence of SCN1A-related Dravet syndrome in Denmark is 1:22,000:
A population-based study from 2004 to 2009. Epilepsia. 2015 Apr;56(4):e36-9.

Benedictis AD, Freri E,Rizzi M ve dig.Vagus nerve stimulation for drug-resistant Epilepsia Partialis
Continua: Report of four cases. Epilepsy Research ,2013; 107, 163—171.

Binder K. D. Scharfman E. H. Recent Advances in Epilepsy Research. Kluwer Academic\Plenum
Publishers,2004;12-35.

Blanchard MG, Willemsen MH, Walker JB ve dig. De novo gain-of-function and loss-of-function mutations
of SCNB8A in patients with intellectual disabilities and epilepsy. J Med Genet. 2015 May;52(5):330-7.

Bora I, Yeni NS, Giirses C.(Ed). Epilepsi. Nobel T1p Kitabevleri, Istanbul; 3-11, 2008.

Brunklaus A, Dorris L, Ellis R ve dig. The clinical utility of an SCN1A genetic diagnosis in infantile-onset
epilepsy.Dev Med Child Neurol,2013; 55: 154-61.

Butler KM, da Silva C, Alexander JJ ve dig. Diagnostic Yield From 339 Epilepsy Patients Screened on a
Clinical Gene Panel. Pediatr Neurol, 2017 Dec;77:61-66.

Camfield CS, Camfield PR, Gordon K ve dig. Incidence of epilepsy in childhood and adolescents: a
population based study in Nova Scotia from 1977- 1985. Epilepsia 1996 Jan; 37(1):19-23.

Caraballo RH, Cersosimo RO, Sakr D ve dig. Ketogenic diet in patients with Dravet
syndrome.Epilepsia,2005;46:1539-44.

Carvill GL, Heavin SB, Yendle SC ve dig. Targeted resequencing in epileptic encephalopathies identifies de
novo mutations in CHD2 and SYNGAP1. Nat Genet, 2013 Jul;45(7):825-30.

52



Celayir FM. Otizm Bulgusu Gosteren Bireylerdeki Genetik Degisikliklerin Mlpa Yéntemi ile Ortaya
Konmasi. Uzmanlik Tezi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dal1,2012.

Commission on Classification and Terminology of the International League Against Epilepsy. Proposal for
revised classification of epilepsies and epileptic syndromes.Epilepsia,1989;30:389-399.

Commission on Classification and Terminology of the International League Against Epilepsy. Proposal for
revised clinical and electroencephalographic classification of epileptic seizures.Epilepsia,1981,22:489-501.

Coppola G,Verrotti A, Ammendola E ve dig. Ketogenic diet for the treatment of catastrophic epileptic
encephalopathies in childhood. European Journal of Paediatric Neurology, 2010; 14(3):229-234

Covanis A. Epileptic encephalopathies (including severe epilepsy syndromes). Epilepsia, 2012;53 (Suppl
4):114-126.

Cross JH, Kluger G, Lagae L. Advancing the management of childhood epilepsies. Eur J Paediatr Neurol,
2013; 17: 334-47.

Celik T.Semptomatik epilepsili hastalarda direngliligi belirleyen faktorler. Uzmanlik Tezi. Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglhigi ve Hastaliklar1 Anabilim Dal1,2011.

Cokar O,Kutlu G. Epileptic Encephalopathies in Infancy. Epilepsi 2014;20(ES 1):32-36.

D'Alonzo R, Rigante D, Mencaroni E ve dig.West Syndrome: A Review and Guide for Paediatricians. Clin
Drug Investig,2018; 38:113-124.

Damaj L, Lupien-Meilleur A, Lortie A ve dig. CACNAT1A haploinsufficiency causes cognitive impairment,
autism and epileptic encephalopathy with mild cerebellar symptoms. Eur J Hum Genet, 2015; 23(11): 1505—
1512.

Dashti JSM, Gamieldien J. A practical guide to filtering and prioritizing genetic Variants. BioTechniques,
2017; 62:18-30.

Deckers CL, Genton P, Sills GJ ve dig. Current limitations of antiepileptic drug therapy: a conference review.
Epilepsy Res, 2003; 53: 1-17.

Depienne C, Trouillard O, Saint-Martin C ve dig.Spectrum of SCN1A gene mutations associated with Dravet
syndrome: analysis of 333 patients. J Med Genet,2009;46:183-191.

Depienne C, Trouillard O, Gourfinkel-An I ve dig. Mechanisms for variable expressivity of inherited SCN1A
mutations causing Dravet syndrome. J Med Genet, 2010;47:404-410.

Depienne C, Gourfinkel-An I, Baulac S,ve dig. Genes in infantile epileptic encephalopathies. Jasper's Basic
Mechanisms of the Epilepsies. 4.Baski. Bethesda ,National Center for Biotechnology Information; 2012.

Depienne C, LeGuern E. PCDH19-related infantile epileptic encephalopathy: an unusual X-linked
inheritance disorder. Hum Mutat, 2012;33(4):627-34.

Dogan M,Er6z R,Yiice H ve dig. The Known about Next-Generation Sequencing (NGS).(Review of the
Literature). Duzce Medical Journal, 2017;19(1):27-30.

Donat JF. The age-dependent epileptic encephalopathies. J Child Neurol. 1992;7(1):7-21.

Dravet C, Bureau M, Oguni H ve dig. Severe myoclonic epilepsy in infancy: Dravet syndrome. Adv Neurol,
2005;95:71-102.

Dulac O. Epileptic encephalopathy. Epilepsia 2001;42 (Suppl 3):23-26.
Ergiliner B. Computational methods for analyzing ngs data to discover clinically relevant mutations. Doktora

Tezi.Sabanct Universitesi Miihendislik ve Fen Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Biyoloji-Genetik ve
Biyomiihendislik Anabilim Dal1,2017.

53



Eun SH, Kang HC, Kim DW ve dig. Ketogenic diet for treatment of infantile spasms. Brain Dev, 2006;
28:566—-71.

Farnaes L, Nahas SA, Chowdhury S ve dig. RCIGM Investigators. Rapid whole enome sequencing identifies
a novel GABRAL variant associated with West syndrome. Cold Spring Harb Mol Case Stud, 2017;1;3(5).

Ferrie CD. Severe paediatric epilepsy syndromes,2015:7.

Forman EB, Gorman KM, Conroy J ve dig. Cost of exome sequencing in epileptic encephalopathy: is it
‘worth it’?, Arch Dis Child,2018;103(3):304.

Frost JD, Hrachovy RA. Infantile spasms. Boston, Kluwer Academic Publishers, 2003.

Fung CW, Kwong AK, Wong VC. Gene panel analysis for nonsyndromic cryptogenic neonatal/infantile
epileptic encephalopathy. Epilepsia Open,2017; 2(2):236-243.

Gataullina S, Dulac O. From genotype to phenotype in Dravet disease. Seizure,2017 ;44:58-64.

Gokben S, Onay H, Yilmaz S ve dig. Targeted next generation sequencing: the diagnostic value in early-
onset epileptic encephalopathy. Acta Neurol Belg,2017; 117:131-138.

Gonsales MC, Montenegro MA, Soler CV ve dig. Recent developments in the genetics of childhood epileptic
encephalopathies: impact in clinical practice. Arq Neuropsiquiatr,2015;73(11):946-58.

Hamon B,Heinemann U. Developmental changes in neural sensitivity to exitatory aminioacids in area of
CAL of the rat hippocampus. Brain Res, 1998;466:286- 290.

Hardies K, Weckhuysen S, Jonghe PD ve dig S. Lessons learned from gene identification studies in
Mendelian epilepsy disorders. European Journal of Human Genetics,2016; 24, 961-967.

Heilbroner PL, Castaneda GY. Pediatric Neurology: Essentials for General Practice. Seizures, Epilepsy, and
Related Disorders. 1.Baski. Lippincott Williams & Wilkins 2007;148-87

Helbig KL, Kelly D. Farwell Hagman KD, Deepali N. Shinde DN. Diagnostic exome sequencing provides a
molecular diagnosis for a significant proportion of patients with epilepsy. Genetics in
medicine,2016;18(9):898-905.

Hoffman-Zacharska D, Gorka-Skoczylas P.Trends and expectations the research on the molecular
background of epileptic encephalopathies.Dev Period Med, 2017;21(4):317-327.

Howell KB, Harvey AS, Archer JS. Epileptic encephalopathy: Use and misuse of a clinically and
conceptually important concept. Epilepsia, 2016;57(3):343-7.

Hrachovy RA, Frost JD. Severe encephalopathic epilepsy in infants: infantile spasms (West syndrome).
Pellock JM, Bourgeois BFD, Dodson WE (Ed). Pediatric epilepsy: diagnosis and therapy. 3.baski. New
York: Demos; 2008;249-268.

Hwang SK, Kwon S. Early-onset epileptic encephalopathies and the diagnostic approach to underlying
causes. Korean J Pediatr, 2015;58:407-414.

Jackson JH. A study of convulsions. Trans St. Andrews Med Crad Assoc, 1870; 3:1-45.

Kang HC, Chung DE, Kim DW ve dig.Early- and late-onset complications of the ketogenic diet for
intractable epilepsy. Epilepsia,2004; 45:1116-23.

Karagél BS, Ozkan M,Okumus N ve dig. Case Report of a Newborn with Early Infantile Epileptic
Encephalopathy and West Syndrome in Follow-Up.Istanbul Tip Derg 2012;13(2):89-92.

Kato M, Saitoh S, Kamei A ve dig. A longer polyalanine expansion mutation in the ARX gene causes early

infantile epileptic encephalopathy with suppression-burst pattern (Ohtahara syndrome). Am J Hum Genet,
2007;81:361-366.

54



Kesavan S, Sankhyan N. West Syndrome: Questions Aplenty- Few Answers. The Indian Journal of
Pediatrics,2019; 86(2):116-117.

Kilig H. Valproik Asit Kullanan Epilepsili Cocuklarda Leptin, Insiilin ve Kan Lipidleri ile Viicut Kitle
Indeksi Arasindaki Iliskinin Degerlendirilmesi. Uzmanlik Tezi. istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, 2008.

Ko A, Jung DE, Kim SH ve dig. The Efficacy of Ketogenic Diet for Specific Genetic Mutation in
Developmental and Epileptic Encephalopathy. Front Neurol, 2018; 16;9:530.

Ko A, Youn SE, Kim SH ve dig. Targeted gene panel and genotype-phenotype correlation in children with
developmental and epileptic encephalopathy. Epilepsy Res, 2018;141:48-55.

Kodera H, Kato M, Nord AS ve dig. Targeted capture and sequencing for detection of mutations causing
early onset epileptic encephalopathy. Epilepsia,2013; 54(7),1262-1269.

Kothur K, Holman K, Farnsworth E ve dig. Diagnostic yield of targeted massively parallel sequencing in
children with epileptic encephalopathy. Seizure,2018; 59, 132-140.

Koylii A. Antiepileptik ilag kullanan ¢ocuklarda ultrasonografik olarak karaciger yaglanmasinin, abdominal
aorta ve ana karotis arterde intima-media kalinliginin degerlendirilmesi. Uzmanlik Tezi. Kahramanmarag
Siitgii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Radyoloji Anabilim Dal1,2012.

Kwong AK, Ho AC, Fung CW ve dig.Analysis of Mutations in 7 Genes Associated with Neuronal
Excitability and Synaptic Transmission in a Cohort of Children with Non-Syndromic Infantile Epileptic
Encephalopathy. PLoS One. 2015;10(5)

Kuang J, Yan X, Genders AJ, Granata C,ve dig. An overview of technical considerations when using
guantitative real-time PCR analysis of gene expression in human exercise research. PL0oS One. 2018;13(5).

Lado FA, Rubboli G, Capovilla G ve dig. Pathophysiology of epileptic encephalopathies. Epilepsia,2013;54
(Suppl 8):6-13.

Lee EH. Epilepsy syndromes during the first year of life and the usefulness of an epilepsy gene panel.
Korean J Pediatr 2018;61(4):101-107.

Lemke JR, Riesch E, Scheurenbrand T ve dig.Targeted next generation sequencing as a diagnostic tool in
epileptic disorders. Epilepsia,2012;53(8):1387-1398.

Lemmon ME, Terao NN, Ng YT ve dig. Efficacy of the ketogenic diet in Lennox-Gastaut syndrome: a
retrospective review of one institution's experience and summary of the literature. Dev Med Child
Neurol,2012; 54:464-8.

Lindy AS, Stosser MB, Butler E ve dig. Diagnostic outcomes for genetic testing of 70 genes in 8565 patients
with epilepsy and neurodevelopmental disorders. Epilepsia, 2018;59(5):1062-1071.

Luthra R, Chen H, Roy-Chowdhuri S ve dig. Next-Generation Sequencing in Clinical Molecular Diagnostics
of Cancer: Advantages and Challenges. Cancers (Basel),2015;7(4):2023-36.

Mahdieh N, Mikaeelia S, Badv RS ve dig. Pathogenic significance of SCN1A splicing variants causing
Dravet syndrome: Improving diagnosis with targeted sequencing for variants by in silico analysis. Clinical
Neurology and Neurosurgery,2018; 166, 80-90.

Mardis ER. Next-Generation DNA Sequencing Methods. Annual Review of Genomics and Human Genetics,
2018;9:387-402.

Marini C, Romoli M,Parrini E ve dig. Clinical features and outcome of 6 new patients carrying de novo
KCNB1 gene mutations. Neurol Genet. 2017; 3(6).

Markand ON. Lennox-Gastaut syndrome (childhood epileptic encephalopathy). J Clin Neurophysiol,
2003;20:426-441.

55



Mastrangelo M, Leuzzi V. Genes of early-onset epileptic encephalopathies: from genotype to phenotype.
Pediatr Neurol, 2012; 46(1): 24-31.

Mefford HC,Yendle SC,Hsu C ve dig.Rare copy number variants are an important cause of epileptic
encephalopathies. Ann Neurol, 2011;70(6):974-85.

Mei D, Parrini E, Marini C, ve dig. The Impact of Next-Generation Sequencing on the Diagnosis and
Treatment of Epilepsy in Paediatric Patients. Mol Diagn Ther,2017; 21(4):357-373.

Miceli F, Soldovieri MV, Ambrosino P ve dig. Early-onset epileptic encephalopathy caused by gain-of-
function mutations in the voltage sensor of Kv7.2 and Kv7.3 potassium channel subunits. J
Neurosci,2015;4;35(9):3782-93.

Michaud JL, Lachance M, Hamdan FF ve dig.The genetic landscape of infantile spasms. Human Molecular
Genetics, 2014;23(18), 4846-4858.

Mina DE, Ciccone R, Brustia F ve dig.Improving molecular diagnosis in epilepsy by a dedicated high-
throughput sequencing platform. European Journal of Human Genetics,2015; 23, 354-362.

Mizielinska SM. lon channels in epilepsy. Biochem Soc Trans, 2007;35:1077-1079.

Molinari F, Kaminska A, Fiermonte G ve dig. Mutations in the mitochondrial glutamate carrier SLC25A22
in neonatal epileptic encephalopathy with suppression bursts. Clin Genet, 2009;76:188-194.

Mgller RS, Larsen LHG, Johannesen KM ve dig.Gene Panel Testing in Epileptic Encephalopathies and
Familial Epilepsies. Mol Syndromol, 2016;7(4):210-219.

Mulley JC, Mefford HC. Epilepsy and the new cytogenetics. Epilepsia,2011; 52:423-432.

Murakami N, Ohtsuka Y, Ohtahara S. Early infantile epileptic syndromes with suppression-bursts: early
myoclonic encephalopathy vs. Ohtahara syndrome. Jpn J Psychiatry Neurol, 1993;47:197-200.

Mutz KO, Heilkenbrinker A, Léonne M ve dig. Transcriptome analysis using next-generation sequencing.
Current Opinion in Biotechnology,2013;24(1),22-30.

Ngoh A, McTague A,Wentzensen IM ve dig. Severe infantile epileptic encephalopathy due to mutations in
PLCB1: expansion of the genotypic and phenotypic disease spectrum. Dev Med Child Neurol
2014;56(11):1124-1128.

Nicastro E, D'Antiga L. Next generation sequencing in pediatric hepatology and liver transplantation. Liver
Transpl. 2018 ;24(2):282-293.

Nieh SE, Sherr EH. Epileptic encephalopathies: new genes and new pathways. Neurotherapeutics,
2014;11:796-806.

Nijman 1J, van Montfrans JM, Hoogstraat M ve dig. Targeted next-generation sequencing: a novel diagnostic
tool for primary immunodeficiencies. J Allergy Clin Immunol,2014; 133(2):529-534.

Oates S, Tang S, Rosch R ve dig. Incorporating epilepsy genetics into clinical practice: a 360°evaluation.
NPJ Genom Med,2018;3:13.

Ohba C, Kato M, Takahashi S ve dig. Early onset epileptic encephalopathy caused by de novo SCN8A
mutations. Epilepsia,2014;55(7):994-1000.

Ohtahara S, Yamatogi Y. Epileptic encephalopathies in early infancy with suppression-burst. J Clin
Neurophysiol, 2003;20:398-407.

Oliva M, Berkovic SF, Petrou S. Sodium channels and the neurobiology of epilepsy.
Epilepsia,2012;53:1849-1859.

OMIM,PLCBI1.https://www.omim.org/entry/607120.Erisim:03.07.2018

56



Ozbolat G,Tuli A.Talasemi ve ilgili hemoglobinopatilerin Molekiiler Tam Y®dntemleri: Giiniimiiz ve Gelecek.
Adiyaman Uni. Saglik Bilimleri Derg, 2017;3(3):599-616.

Panayiotopoulos CP. Epileptic encephalopathies in infancy and early childhood. Panayiotopoulos CP, (Ed).
The epilepsies:Seizures, Syndromes and Management. Oxfordshire; Bladon Medical Publishing; 2005; 137-
206.

Parrini E, Marini C, Mei D ve dig. Diagnostic Targeted Resequencing in 349 Patients with Drug-Resistant
Pediatric Epilepsies Identifies Causative Mutations in 30 Different Genes. Hum Mutat,2017;38(2):216-225.

Papandreou A,McTague A, Trump N ve dig. GABRB3 mutations: a new and emerging cause of early
infantile epileptic encephalopathy. Dev Med Child Neurol,2016; 58(4): 416—420.

Per H,Canpolat M. Malignant Epileptic Syndromes in Infancy. Erciyes Med J,2013; 35(4): 189-97.

Pisano T, Numis AL, Heavin SB ve dig.Early and effective treatment of KCNQ2 encephalopathy.
Epilepsia,2015;56(5):685-691.

Pittman A, Hardy J. Genetic Analysis in Neurology: The Next 10 Years. JAMA Neurol. 2013;70(6): 696-702.

Reid AC, Berkovic FS, Petrou S.Mechanisms of human inherited epilepsies. Progress in
Neurobiology,2009;87; 41-57.

Reid ES, Williams H, Anderson G ve dig.Mutations in SLC25A22: hyperprolinaemia, vacuolated fibroblasts
and presentation with developmental delay. J Inherit Metab Dis ,2017; 40:385-394.

Rim JH, Kim SH, Hwang IS ve dig. Efficient strategy for the molecular diagnosis of intractable early-onset
epilepsy using targeted gene sequencing. BMC Medical Genomics,2018;11:6.

Ruffolo G, Cifelli P, Roseti C .A novel GABAergic dysfunction in human Dravet syndrome.
Epilepsia,2018;59(11):2106-2117.

Saitsu H, Kato M, Mizuguchi T ve dig. De novo mutations in the gene encoding STXBP1 (MUNCI18-1)
cause early infantile epileptic encephalopathy. Nat Genet, 2008;40:782-788.

Saitsu H, Fukai R, Ben-Zeev B ve dig. Phenotypic spectrum of GNAOL variants: epileptic encephalopathy to
involuntary movements with severe developmental delay. Eur J Hum Genet,2016; 24(1): 129-134.

Scheffer IE. Genetic Testing in Epilepsy: What Should You Be Doing? Epilepsy Currents, 2011;11(4): 107—
111.

Scheffer IE,Berkovic S,Capovilla G ve dig. ILAE Classification of the Epilepsies Position Paper of the ILAE
Commission for Classification and Terminology. Epilepsia,2017; 58(4): 512-521.

Selioutski O, Seltzer L, Burchfiel J ve dig. Characteristic features of the interictal EEG background in two
patients with Malignant Migrating Partial Epilepsy in Infancy (MMPEI). J Clin Neurophysiol,2015; 32(4):
e23-e29.

Stangk D, LasSuthova P, Stérbova K ve dig. Detection rate of causal variants in severe childhood epilepsy is
highest in patients with seizure onset within the first four weeks of life. Orphanet J Rare Dis, 2018;13(1):71.

Steel D, Symonds JD, Zuberi SM ve dig. Dravet syndrome and its mimics: Beyond SCN1A. Epilepsia, 2017
;58(11):1807-1816.

Stuppia L, Antonucci I, Palka G ve dig. Use of the MLPA assay in the molecular diagnosis of gene copy
number alterations in human genetic diseases. Int J Mol Sci,2012;13:3245-3276.

Synevo.www.synevo.com.tr.Erigim:15.03.2019.

Swann J.W, Brady R.J. Penicilin-induced epileptogenesis in immature rats CA3 hippocampal pyramidal
cells. Dev Brain Res,1984;12:243-254.

57



Swann J.W, Smith K.L, Brady R.J.Age-dependant alterations in the operations of hippocampal neural
Networks. Ann NY Acad Sci,1991;627:264- 276.

Thomas MG, Maconachie G, Sheth V ve dig. Development and clinical utility of a novel diagnostic
nystagmus gene panel using targeted next-generation sequencing. Eur J Hum Genet, 2017;25(6):725-734.

Trump N, McTague A, Brittain H ve dig. Improving diagnosis and broadening the phenotypes in early-onset
seizure and severe developmental delay disorders through gene panel analysis. J Med Genet, 2016;53:310-
317.

Veggiotti P, Beccaria F, Guerrini R ve dig. Continuous spike-and-wave activity during slow-wave sleep:
syndrome or EEG pattern? Epilepsia, 1999;40:1593-1601.

Venkatesan C, Angle B, Millichap JJ.Early-life epileptic encephalopathy secondary to SZT2 pathogenic
recessive variants. Epileptic Disord 2016; 18 (2): 195-200.

Vezyroglou K,Cross HJ. Targeted Treatment in Childhood Epilepsy Syndromes. Curr Treat Options
Neurol,2016; 18: 29.

Wang J, Zhi-Jian L,Liua L ve dig. Epilepsy-associated genes. Seizure,2017;44:11-20.

Wang J, Gao H, Bao X ve dig. SCN8A mutations in Chinese patients with early onset epileptic
encephalopathy and benign infantile seizures. Wang et al. BMC Medical Genetics,2017;18:104.

Weckhuysen S, Mandelstam S, Suls A ve dig. KCNQ2 encephalopathy: Emerging phenotype of a neonatal
epileptic encephalopathy. Ann Neurol,2012;71:15-25.

West WJ. On a peculiar form of infantile convulsions. Lancet,1841; 1:724-725.
Yakinci C.Sendrom 11, Epileptoloji Terimleri SozIliigii. Tip Terimleri Sozl1igii.2006;4(4):4-38.

Yagi K. Evolution of Lennox-Gastaut syndrome: a long-term longitudinal study. Epilepsia 1996;37 (Suppl
3):48-51.

Yamatogi Y, Ohtahara S. Early-infantile epileptic encephalopathy with suppression-bursts, Ohtahara
syndrome; its overview referring to our 16 cases. Brain Dev,2002;24:13-23.

“’Yeni Nesil Dizi Analizinde Algoritmalar.’”Yeni Nesil Dizi Analizinde Algoritmalar Caligma Grubu.

Yilmaz KS.Infantil spazmda prognostik faktdrler. Uzmanhk Tezi.Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, 2011.

Yis U, Dirik E, Kurul S. Epileptic Encephalopathies In Childhood. Deii Tip Fakiiltesi Dergisi,2006;20(3):83-
191.

Yuan JS,Reed A,Chen F ve dig. Statistical analysis of real-time PCR data. BMC Bioinformatics, 2006; 7:85.

Yuskaitis CJ, Ruzhnikov MRZ, Howell KB ve dig. Infantile Spasms of Unknown Cause: Predictors of
Outcome and Genotype-Phenotype Correlation. Pediatric Neurology, 2018;87:48-56.

Xu X, Yang X, Wu Q ve dig. Amplicon Resequencing Identified Parental Mosaicism for Approximately
10% of “de novo” SCN1A Mutations in Children with Dravet Syndrome. Hum Mutat,2015;36:861-872.

Zhand A, Sayad A, Ghafouri-Fard S.ve dig. Expression analysis of GRIN2B, BDNF, and IL-1f genes in the
whole blood of epileptic patients. Neurol Sci,2018;39(11):1945-1953.

Zhang Y, Kong W, Gao Y ve dig. Gene Mutation Analysis in 253 Chinese Children with Unexplained
Epilepsy and Intellectual/Developmental Disabilities. PLoS One, 2015; 10(11).

Zhang Q, Li J, Zhao Y ve dig. Gene mutation analysis of 175 Chinese patients with early-onset epileptic
encephalopathy. Clin Genet 2017;91:717-724.

58



Zhou P, He N, Zhang JW ve dig.Novel mutations and phenotypes of epilepsy-associated genes in epileptic
encephalopathies.Genes, Brain and Behavior, 2018.

Zupanc ML. Clinical evaluation and diagnosis of severe epilepsy syndromes of early childhood. J Child
Neurol,2009;24(8 Suppl):6-14.

59



OZGECMIS

1. BIREYSEL BILGILER

Adi1 Soyadt: Giilisan UZUNER

Dogum Yeri ve Tarihi: Trabzon-20.08.1993

Uyrugu: TC

Medeni Durumu: Bekar

Iletisim Adresi ve Telefonu: Bahgelievler Mah.Necmettin Sener Cad.Caglar Sitesi A
Blok No:28/18 Merkez/BILECIK

Tel: 0545 583 43 11

2. EGITIM DURUMU
2014 — 2017: Bilecik Seyh Edebali Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
2008 — 20012: izmir Menderes Fatma Ramazan Biikiisoglu Anadolu Lisesi

STAJLAR
2016: Kocaeli Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali

YABANCI DiL

Ingilizce

3. UNVANLARI
2017:Molekiiler Biyolog

4. MESLEKIi DENEYIMI

- Kandan ve dokudan DNA ve RNA izolasyonu

- Agaroz jel elektroforezi ve jel goriintiileme, yorumlama

- Real Time PCR Teknolojisi-LightCycler 1.5 ve LightCycler 480 cihazi
- Insan Kanser Hiicre Kiiltiirii

-Yeni Nesil Dizileme Veri Analizi

60



5. BILIMSEL ETKINLIKLER

* Ulusal Kongrelerde Kabul Edilen Poster Bildirileri

Deniz Siinnet¢i-Akkoyunlu, Biilent Kara, Naci Cine, Elif Biisra Yilmaz, Bilge Dursun,
Nurhan Kiilcii, Giiliisan Uzuner, Nisa Devrim, Hakan Savli. P-005- Erken-Baslangi¢l

Epileptik Ensefalopati Tanili 67 Olguda Hedef Gen Paneli Analizleri-13.Uluslararasi
Katiliml1 Ulusal T1bbi Genetik Kongresi,2018,Antalya.

61



ETiK KURUL EKi

TC -
xocAg OnivERsiTEsi ="EUA

GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR
ETIK KURULUY “__’R“'

A Kaocaell Unlversites! Girlgimsel Olmayan Khinik Aragtirmalar Etik Kuralu
g Kocaell Universitesi Tip Fakiltesi Girigimsed Olmayan Klink Aragtirmalar Etik Kurulu Ara
Etik Kurul Kat 41380 Usnuttepe Yerleghasi /KOCAEL

Bilgileri | Telefon | 0262 303 74 50 ———
Faks | 0262303 7463

Eosta | gokaetithrul Dkocaeli ady it

Erken Baslangsh Eplleptik. Ensefalopati Hastalannda Hedefll Gen Panefl
g - Analizierinin Tanisal Degerinin Saptanmas:

Aragtirma Proje Numaras: | KU GOKAEK 2019/98

- Sorumiu Aragtirmac Dr, Ofretitn Uyesi Deniz SUNNETCI AKKOYUNLL
Urnivany/Ady/Soyads

Bagwuru | Sorumiu Aragtirmacmin | 100 Genetik ve Molekiter Biyoloji
Bilgileri | Uzmanlik Akan

Arastirma Merkezl Kocaell Unlversitesi T Fakiiltes| Tibbi Genetlk ve Molekillor Biyolog AD

Destokleyic

Aragtermanun Targ YiUksek Lisans Texi

Aragtrmaya Katlan Tek Merkezll Cok Merkezll Ulusal Ulusiararan

| Merkezler

g

Seige Adi Agiklama

Bagvuru Dilekges:

Bagvuru Formu

Dosys ve gorantdl kaptlan gibi retrospektil ssyiv

Aragtirmarun Tard et

—~ Aragtirma Pratokoli

Kullanilacak Form Ornelden
Aydirdatirmy Onam Formu

oood =

Degertendirilen | A2FHIMa Bitges)
Beigeler Literatlr Orneg

Tashhiitname

Siyolojik Materyal Transfor
Ardagmasi

Izin Belgelen

Baghokimiik Onay

| Ozgegmisler
Degisikix Bilgi Formu

Proje Sonug Formu

000000 o jpododd o o &

CHO000 O

Diger

[ Bagesomi | Kev. Tws /Nowe | Sashs
("’ S NE L IaNO00tel] 2

62




Karar No: KU GOKAEK 201811 5 5 | Proje No: 2019/58 | YRR 2 o
Dr. Ogretien Uyesi Deniz SUNNETCH AKXCYUNLU sorumiulugunda yapdan ve yukanda biigileri verien
|aragtrma bayeury dosyas ve (gl belgeler, aragtirmanin gerekcesi, amac, yaklagim ve yontemler),
gondlliler Igin beklenen yarar ve risiior dikkate ahinarsk degarlendiriimiy ve arsstirmanm Sgil
Karae Bilgileri protokol dogrultusunda belirtilen merketlerde yirdtGimesl etik agdan,
E'leun bulunmugtur,
[T] Exsikliklerin tamamianmas: kogulu ile vygun bulsnmugtur.*
] uygun bulunmanstir *
| Hasta Haklan Yonetmeligi (01,08 1958/23420); Bivolaji va Tibbin Uygidanmasi Sakimsndan Insan
Iﬂatlan ve Insan Haysyetinin Korunmas: Sozlesmesl: Insan Haklan ve Siyotp Stzlesmesinin Uygun
Bulunduguna Dair Kanun {09.12.2003/25311); Biyobp Arastirmalanna lligkin Imsan Hakdan ve Siyotip
Kian Sazlesmesine £ Protokolén Oneylanmasioin Uygun Bulundufiuna Dair Karun {29.03.2011/27899);
Y llag ve Biyolopk Uriirerin Kinlk Aragtrmalen Hakkanda Yonetmellk (13.04.2013/28617); Tibbi Cihaz
Winik Aragtrmalan Yonetmeligi (06.09.2014/29111); Dinya Tip Birlis Helsinkd Bildirges!, Iyl Winik
Uygulamatan Kilavueu; Tirk Tabipler Birldy Hekimik Neslek Etigi Kurallan; tark Tabipler Birligi
| Aragtirma ENgi Bidirges
Etik Kurul Uyeteri
Unvani/Adi/Sayade  Uzmanlik Alan) Xurumu { Cinsiyet "a' 'lllgldll :
Prof Or. Kadir Babacila | Coouk Safigi ve Kocash Universitesi E X E H
Baghan Hastabitlan Tip Fakiitest &iolg ‘
| prof. Dr. |, fedem Okay Kocaell Universtes e | k| e | n
Oye Genel Certahl Tip Fakditesi @ D D &=
gl‘:"" HANAEMIE  oooaté Dy | Kocaeh Oniversites) £k | E M
Ove Tedavis psenmipraates | 02 | 0 | O | 2
Prof, De. Ozlern Yilde Cocuk ve Ergen
Nocaeli nvorsten E ¥ E “
Gundoﬁduon rmw Tip Fakiinesl O O
Prot Dr. Canan Baydemir Yocaeh Universitest E X 2 H
Oy Bhostatsth | qoraimes |18 | O
Prod, Dr. Yasuthen Yare | Histoloji ve Kocaeh Universites) E K L o
Uye Emberyoicd Tip Fakliees Oolig
" Daog. Dr. Semil Salcan
Cocaell Universies € K € "
Gogmea Ope sarmsRoio)l Tip Fakiihesi 0| & 0Ol =
Dr. Osetim Uyesi Kocaek Universites! elx|le|wle]lnm
Aslinam Abpanar Tio Tarikd ve Etik Tip Fakiitesi 0 O D m\
Dr. Ofretim Uyesi Coyla = %ﬁ
) Kocsell Universites E K E " £ H
l Eraldemit Mow hp Fakiittesi G D E D D
* Getek¢e ve dneriler 7 =
T o ’vﬂ'_&a Kidu | me Tt hosi | Sate
) Gt Wl Araphrieatug S Kvuls Croy oo [y forrs | B OA 9WOGCENN 3 | 22|

63




