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INFANT VE ERKEN COCUKLUK DONEMINDE DiRENCLi NOBET,
OTIiSTiK BOZUKLUK VE NOBETIN ESLIiK ETTiGi OTiSTiK
HASTALARDA CDKL5 GEN MUTASYONLARININ ARASTIRILMASI

OZET

CDKLS geni islevi tam olarak bilinmemekle birlikte beynin normal gelisiminde gorev
alan proteinlerin yapiminda rol oynadig: diisiiniilen bir gendir. Bu gende bugiine kadar
90 civarinda mutasyon bildirilmistir ve bunlarin 50’ye yakini infantil donemde ve erken
cocuklukta en az iki antiepileptik ilag (AEI) tedavisine ragmen ilerleyen nobetlerle
karakterize epilepsi, epilepsisiz otizm ve 1limhi epilepsi fenotipleri ile iliskili
bulunmustur. Ayrica MECP2 mutasyonunun negatif oldugu Rett Sendromunun atipik
formu ve X’e Bagl Infantil Spazm Sendromu ile de iliskili oldugu yapilan ¢alismalarda

gosterilmistir.

Bu calismada CDKLS5 geninde 119C>T (A40V), 215T>A/C (I72N,172T), 455G>T
(C152P), 525A>T (A175S), 533G>A (G178D), 539C>T (P180L), 1330C>T (R444C)
ve 2635_2636delCT (L879E) polimorfizmleri ile direngli ndbet ve otistik bozukluk
arasindaki iligkiyi Tiirk toplumunda degerlendirdik.

Calismaya Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Noroloji BD ve Néroloji AD’ da
direncli epilepsi, Cocuk ve Ergen Ruh Saghigi AD’ da DSM-IV tam kriterlerine gore
otistik bozukluk (OB) tanis1 almis toplam 67 hasta ve (40 erkek, 27 disi) ve 23 saglikli
(10 erkek, 13 disi) kisi dahil edildi. Kan 6rnekleri toplandiktan sonra, DNA eldesi
yapildi. Belirlenen mutasyonlar, ger¢cek zamanli (Real-Time) PZR yontemi ile

arastirildi. Hasta ve kontrol grubundan elde edilen bulgular karsilastirildi.

CDKLS5 geni 525 A>T (A175S), mutasyonunu direngli nobet hasta grubunda 1 kiz
cocugunun, 539 C>T (P180L) mutasyonunu ise yine direnc¢li nobet hasta grubunda bir
kiz ¢gocugunun heterozigot tasidigr bulunmustur. Diger mutasyonlara ise ne hasta ne de

kontrol grubunda rastlanmamuistir.

Anahtar Kelimeler: CDKLS geni, direngli epilepsi, polimorfizm, otistik bozukluk, RT-
PZR
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A STUDY OF CDKLS GENE MUTATIONS IN PATIENTS WITH PERSISTENT
SEIZURE, AUTISTIC DISORDER AND SEIZURE IN ADDITION TO
AUTISTIC DISORDER DURING INFANCY AND EARLY CHILDHOOD

ABSTRACT

Although the function of the gene CDKLS is not completely clear, it is thought to carry
a role in the production of the proteins that serve normal brain development. About 90
mutations of this gene were so far reported. Almost 50 of these, in infancy and early
childhood, were associated with epilepsy, non-epileptic autism and mild epilepsy
phenotypes characterized by progressive seizures despite treatment with at least two
anti-epileptic drugs (AED). Furthermore, studies have shown that it is related to the
atypical form of Rett Syndrome and X- Dependent Infantile Spasm Syndrome, where
MECP2 mutation is negative. This study aims to evaluate the relevance of 119C>T
(A40V), 215T>A/C (I72N,I72T), 455G>T (C152P), 525A>T (A175S), 533G>A
(G178D), 539C>T (P180L), 1330C>T (R444C) and 2635_2636delCT (L879E)
polymorphisms in the CDKLS5 gene to persistent seizures and autistic disorder as
observed in Turkish society. A total of 67 patients, 40 male and 27 femalesdiagnosed
with persistent epilepsy by the Pediatric Neurology and Neurology Department Clinics
of the Erciyes University Faculty of Medicine and with autistic disorder according to
DSM-IV diagnostic criteria (AD) by the Child and Adolescent Mental Health
Department Clinic, as well as 23 healthy subjects (10 M and 13 F) as control
participated in the study. DNA was extracted from collected blood samples. The
mutations identified were examined with Real Time PCR methodology to compare the

data obtained from the afflicted and control groups of subjects.

A girl patient in the persistent seizure group was found to carry the CDKLS gene 525
A>T (A175S) mutation, while, again in the persistent seizure group, another girl with
539 C>T (P180L) mutation carried a heterozygote. No other mutations were reported

either in the patient or control groups.

Keywords: CDKLS5 gene, persistent epilepsy, polymorphism, autistic disorder, RT-
PCR



1. GIRIS VE AMAC

Epilepsi biitiin yas gruplarinda en sik goriilen, bulasici olmayan, 6nemli bir maluliyet ve
mortalite nedeni olan norolojik bir durumdur. Beyindeki hiicrelerin kontrol edilemeyen,
ani, asirt ve anormal desarjlarina bagli olarak ortaya c¢ikar. Epileptik ndbet beyinde
kuvvetli ve ani elektriksel bosalim sonucu olusan kisa siireli ve gegici bir durumdur

(1).Epilepsi ise nobetin sebepsiz olarak en az iki kere tekrarlamasi neticesinde olusur.

Epilepsi tim diinya {iizerinde, biitiin 1rklarda ve cinsiyet farki gbdzetmeksizin
goriilebilmektedir. Yapilan bir ¢alismanin verilerine gore tiim diinyadaki hastalik
yiikiiniin yaklasik %0,5’ini olusturmaktadir (2). Aktif epilepsi prevalansi yaklasik 4-
10/1000 iken insidans1 yilda 20-50/100.000 olarak bildirilmektedir. Bu veriler
sosyoekonomik durum, ¢evresel etkenler ve saglik hizmetlerinin ulasilabilirligine bagh

olarak farkliliklar gostermektedir.

Vakalarin yarisindan fazlasinin etyolojisi heniiz aydinlatilamamistir (Primer/idiopatik).
Bununla birlikte etyolojik faktorlerin bilindigi durumlarda bile bazen sebep agikca

ortaya konamamaktadir. Primer grupta son yillarda genetik sebepler 6n plana ¢ikmistir.

Direngli epilepsi tanimi i¢in bir ¢ok kriter kullanilabilir fakat biitiin amaglar i¢ine alan
bir tanim s6z konusu degildir. Tam olarak nobetleri kontrol altina alinmamis her hasta
ilaca direncglidir. Bu tanimlama tibbi veya cerrahi tedavinin degerlendirilmesinde
kullanilamaz. Tibbi direnclilik iki ya da ii¢ antiepileptik ilac (AEI) kullanimina ragmen
nobetlerin olmasi olarak tarif edilir. Hasta tarafindan bakildiginda direnclilik nébetlerin

siddet ve sikligina baglidir ve bunlarin hayat kalitesine yaptigi kotii tesirdir, ayni

1



zamanda AEl'larin yan tesiri de onemlidir. Doktor icinse direnclilik sadece
tanimlamaya degil ayn1 zamanda taninin dogruluguna baghdir. En sik diren¢ nedenleri
arasinda ila¢ diizeyinin yetersizligi, nobetin baslangic yasi, etyolojisi gibi nedenler
sayilabilmektedir. Idiopatik grup icinde yer alan bazi genetik nedenler hastanin direncli
epilepsi sebebi olabilmektedir. Bunlar arasinda CDKLS geni erken baslangich direngli

epilepsi sebepleri arasinda onemli bir yer tutmaktadir.

Otistik bozukluk (OB) cocukluk cagi noropsikiyatrik bozukluklarindan birisidir(3). OB
ile birlikte 5 hastalik Yaygin Gelisimsel Bozukluk/Otizm Spektrum Bozukluklar
(YGB/OSB) olarak adlandirilan grubun igerisinde yer almaktadir. Bunlar Rett
Bozuklugu (RB), Cocuklugun Dezintegratif Bozuklugu (CDB), Asperger Bozuklugu
(AB) ve Bagka Tirli Adlandirilamayan Yaygin Gelisimsel Bozukluklar(BTA-
YGB)’ dir. OB, YGB’larin yaklasik %20-40’1m1 olusturmaktadir. Etyolojisinde cesitli
faktorler sug¢lanmaktadir. Ailesel, cevresel, biyokimyasal, endokrin, immunolojik ve
genetik etkenler en onde gelenleridir. OSB’da genetik arastirmalar son yillarda ciddi
artis gostermektedir. Kromozom anormallikleri, gen kopya say1 varyantlari(CNVs) ve
tek gen hastaliklar1 bilinen genetik kokenli OSB nedenleridir. Pek cok kromozom
anormalligine otizm bozuklugu eslik etmektedir. Otizmde hemen hemen her
kromozomda anormallige rastlanmis olmasmna ragmen, sadece birka¢ lokus otizmle
yakindan iliskilendirilmistir(4).CNVs’lerden en bilinenleri 16p 11.2 Delesyon
Sendromu, 15q13.3 Delesyon Sendromudur. Tek gen hastaliklarindan ise bilinen en sik
durumlar Fragil X, Rett Sendromu, Tuberoskleroz Kompleksi, Norofibromatozis Tip1

(NF1) gibi hastaliklardur.

Rett Sendromunda MECP2 geninde mutasyon bulunurken bazi goriiniiste Rett
Sendromu olan kiz hastalarda nobetlerin baskin oldugu ve 6.aydan once hastaligin
ortaya ¢iktig1 fark edilmistir. Bu hastalarda MECP2 gen mutasyonu negatif bulunurken

CDKLS5 geninde mutasyona rastlanmistir.

CDKLS geni normal beyin gelisimi i¢in gerekli bir proteinin yapiminda gorev
almaktadir ki bu proteinin islevi tam olarak aciklanamamakla birlikte bazi1 genlerin
diizenlenmesinde rol aldigr diisiiniilmektedir. Bu genin mutasyonlarina Rett
Sendromunun atipik formu da denilen erken baslangich ve direngli nobetlerle
karakterize ve MECP2 gen mutasyonunun olmadigr infant donemi c¢ocuklarda
rastlanmistir. Early Infantile Epileptic Encephalopathy-2(EIEE-2) ve X’e Bagl Infantil

Spazm (ISSX-2) denilen durumlarla iliskilidir. Mutasyonlara siklikla kiz hastalarda
2



rastlanmakla beraber erkek hastalarda da belirlenen mutasyonlar vardir (5). Fakat

epileptik ensefalopatili erkek hastalarda nadirdir.

CDKLS5 mutasyonlart Angelman Sendromu, epilepsi gostermeyen otizm ve 1liml
epilepsi fenotipleri ile de iligkili bulunmustur. Vakalarda otistik bulgular, mental
retardasyon ve Ozellikle erken baslangicli direncgli nobetler dikkati ¢cekmektedir (6).
Erken baslangicli diren¢li nobetleri olan kiz hastalarda mutasyon oram1 %9 civarinda
iken ilaveten infantil spazmin oldugu durumlarda bu oran %?28’e cikmaktadir (7).
Belirlenen mutasyonlarin ¢ogunlugu tek vaka seklindeyken nadir de olsa tekrarlayan

vakalar vardir.

Literatiirde simdiye kadar bildirilen 90 civarinda mutasyon vardir. Bunlarin ¢ogunlugu
missens/nonsens ve delesyon, insersiyon tipi mutasyonlardir. Patojenik mutasyonlar
siklikla genin N-terminal bolgesinde yogunlasirken direncli ndébetlerin  oldugu

durumlarda C-terminal bolgesinde sik bulunmustur.

Bu calisma infantil donemde direngli epilepsisi, OB ve nobete ilaveten OB olan 3 hasta
grubunda ve benzer yas araligindaki saglikli bireylerde CDKL5 geninin literatiir
arastirmasi ile belirlenen, c.119C>T(A40V),c.215T>A/C(72N,I72T),
c.455G>T(C152P), c¢.525A>T(A175S), ¢.533G>A(G178D), ¢.539C>T(P180L),
c.1330C>T(R444C), ¢.2635_2636delCT (L879E) mutasyonlarin1 Real-Time PZR

yontemi kullanarak arastirmak amaciyla yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. EPILEPSI
2.1.1. Tanim

Epilepsi; Merkezi Sinir Sisteminde belirli bir islevi olan néron toplulugunun ani,
anormal ve hipersenkron desarji olarak tanimlanir. Bu tanimlama daha genis anlamda
noronlarin somatik, psisik, motor, duysal veya otonomik fenomenle birlikte olan, beyin
fonksiyonlarindaki gecici ve yineleyici bozukluklart kapsar(8,9). Kelime anlami olarak
Eski Yunanca’ da ‘kavramak’ ve ‘yakalamak’ manasina gelen “’epilamvalein’’ fiillinden
tiiretilmistir (10). Buna karsin nobet kelimesinin karsilig1 olarak kullanilan “‘seizure”
kelimesi tutmak, yakalamak, ele gecirmek anlamindaki “to seizure” fiilinden gelismistir
(11). Klinik bir antite olarak ise epilepsi herhangi bir zamanda tespit nedenine gore
sebepsiz (iki veya daha fazla) tekrarlayan epileptik nobetler ile karakterize bir durum
olarak tanimlanir (12,13). Sadece atesli nobeti olan (14), sadece neonatal nobetleri
(yasamin ilk 30 giinii icinde olan nobetler) ve akut semptomatik nobetleri (akut sistemik
hastalik, zehirlenme, madde bagimlilig1 ya da yoksunluk veya akut norolojik hakaretler
ile iligkili nobetler) olanlar ve tek bir nedensiz nobeti olan bireyler bu kategoriye dahil
degildir.

2.1.2. Tarihcge

Epilepsi insanoglunun bilinen en eski hastaliklarindandir (15). Hastaliga iligkin en eski
kayitlar Mezopotamya uygarligina aittir ve Babil krali Hammurabi’ nin iinlii yasalarinin

278. maddesinde bu hastaliga yakalanan kolelerin saticisina geri iade edilecegi
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hususunun vurgulanmasi hastaligin o donemlerdeki ©nemini ortaya koymaktadir.
Hipokrat M.O 460 yilinda epilepsiyi beyin yerlesimli bir hastalik olarak tanimlamis ve
bu hastaliga “’mal caduque* adim vermistir (16). 19.yy’da Ingiliz hekim J. Hughlings
Jackson’un (1835-1911) calismalariyla epileptolojide modern doneme gecilmistir.
Jackson’un yapmis oldugu tanimlamada epilepsi gri maddenin zaman zaman ortaya
cikan ani, asiri, hizli ve lokal bosalimlar olarak degerlendirilmistir (17-19). Epileptik
nobet (seizure); anormal, asir1, yada senkronize noronal belirti ya da bulgularin gegici
olarak olusumuna verilen addir. Epilepsi ise bu tip bir nobetin spontan olarak en az iki
kere tekrarlamasi soz konusu oldugunda kullanilan bir tanimlamadir (20). Son yiizyilda
epilepsi kavrami; pek c¢ok klinisyenin gozlemlerinin birikimi ile ve ndrofizyoloji,

goriintiileme, genetik ilerlemelerin de katkisiyla olusturulmustur (21).
2.1.3. Epidemiyoloji

Epilepsi insanoglunun bilinen en yaygin ve biitiin yas gruplarini en sik etkileyen
norolojik hastaligidir. Herhangi bir anda, diinya iizerinde 50 milyon kisinin epilepsi
hastas1 oldugu tahmin edilmektedir (22). Ancak diinya ¢capinda bu hastaligin prevalans
ve insidansi soz konusu oldugunda esit bir dagilim yoktur. Bununda basglica sebepleri

arasinda calisma metodlarinin ve populasyon yapilarinin farkliligi gelmektedir (23).
2.1.3.1. Prevalans:

Epilepsi prevalansi; belirli bir niifusta, belirli bir zaman dilimi icerisinde, calisma
kapsaminda yer alan epilepsi hastaligina sahip tiim olgularin oranidir. Aktif prevalans

son 5 yil i¢cinde ndbet geciren veya antikonviilzan ilag alan kisiler i¢cin kullanilir.

Yapilan calismalarda Kuzey Amerika’da yas ile diizeltilmis epilepsi prevalansi, bir
calismada 7.1/1000 ikenbir diger calismada 5.0/1000°dir (24,25). Orta ve Giiney
Amerikada yapilan caligmalarda ise 3.7-22.2/1000 arasinda degisen oranlar elde
edilmistir (26,27). Bu anlaml1 fark endemik durumlar 6r: Norosistiserkoz veya Malaria,
Onleyici saglik hizmetleri ve ulasilabilir tibbi tedaviler gibi saglik altyapis: ile iligkili

sorunlar sonucu olabilmektedir.

Avrupa kaynakli calismalarda Italya’da 2.7/1000 orani elde edilmiskeniilkemizin bati
kesiminde bu oran 7.0/1000 olarak bulunmustur (28,29). Hollanda da yapilan bir
calismada 0-18 yas aras1 addlesan ve cocuklarda prevalans; erkek cocuklarda 4.77,
kizlarda ise 4.55/1000°dir (30). Yapilan calismalarin cogunda ergenlik veya erken

eriskinlik doneminde epilepsi prevalansinin artist yoniinde genel bir egilim dikkati
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cekmektedir (31-34). Epilepsi prevalanst sosyoekonomik diizeyle de iliskili
bulunmustur. Gelismis iilkelerde prevalans orani ortalama 6/1000 iken, gelismekte olan
veya az gelismis iilkelerde bu oran 18.5/1000 civarindadir (21,35-38). Gelismis
ilkelerde epilepsi prevalansi erigkin yas grubunda stabil bir durumda iken 50 yas
tizerinde artma egilimi gostermektedir (37,39). Gelismekte olan iilkelerde ise {i¢iincii ve
dordiincii on yillik donemdestabil iken besinci dekaddan sonra tipik olarak diismektedir

(31-33).

Prevalans erkeklerde kadinlara oranla daha yiiksek bulunmustur. Ancak toplumda
cinsiyete 0zgili mutlak fark minimaldir. Hindistan’da yapilan bir calismada ise E/K
prevalansi 5.1/2.2 bulunmustur. Bu farkin nedeni ise bu hastaligin evlilige engel olmasi

nedeniyle kadinlar tarafindan gizlenilmesi olarak diisiilmiistiir (40).

Etnik farkliliklar acisindan yapilan calismalar oldukca sinirli kalmakla birlikte Afro-
Amerikan toplulugunda beyaz irka gore prevalansi daha yiiksektir (24). Yine benzer bir
calismada prevalans hiz1 Giiney Asya populasyonuna gore Giiney Asyali olmayanlarda

daha yiiksek bulunmustur (41).
2.1.3.2. insidans

Epilepsi insidansi; belirli bir zaman periyodunda epilepsili yeni vakalarin sayisi olarak

tanimlanir.

Kuzey Amerika kaynakli bir veride epilepsi insidans: (yas ile diizeltilmis) 16/100.000
ile 51/100.000 arasinda degismektedir (42,43). Giiney Amerika’da yapilan bir
caligmada ise diinyadaki en yiiksek epilepsi insidansi 111/100.000 ile Sili’nin kirsal
kesiminde bulunmustur (32). Avrupa’da ise bu oran 47/100.000 oraninda tespit
edilmistir (44). Gelismis iilkelerde goriilmiistiir ki epilepsinin insidanst yasamin ilk
yilinda ve erken cocuklukta en yiiksek, addlesan sonrasinda stabil, eriskin donemden
besinci on yila dogru ise azalmaktadir (43,45-48). Biitiin nobetlerin yaklasik %75°1 20 y
altinda iken en yiiksek insidans 10 y altinda goriilmektedir (40).

Cogu calismada erkeklerde epilepsi insidans1 kadinlara gore yiiksek bulunmustur, fakat
bu bulgu nadiren 6nem arzetmektedir. izlanda ve Amerika’da kiimiilatif insidans

erkeklerde belirgin bir fazlalik gostermektedir (43,48).

Etnik ve sosyoekonomik durumlar agisindan yapilan c¢alismalarda; non-Hispanik

beyazlar, Afro-Amerikalilar, Hispanikler ve Asyalilar arasinda anlamli istatistiksel



farkliliklar bulunmamigtir. Bunun yaninda insidansin varlikli topluluklara gore daha
diisiik sosyoekonomik statiide olanlarda artis gosterdigi bulunmustur. Gelismekte olan
ilkelerde insidans epilepsiye neden olan faktorlerden dolayr daha yiiksektir. Dogum

travmasi, kafa travmasi, enfeksiyon gibi nedenler insidansin artigina sebep olurlar (36).
2.1.4. Etyoloji

Epilepsi ile ilgili simdiye kadar yapilan arastirmalarda, hastalarin yaklasik %50’sinde
nobetlere neden olabilecek herhangibir noérolojik bozukluk saptanmamistir. SSS’de
bilinen bir patoloji olmaksizin ortaya ¢ikan ve muhtemelen herediter faktorlerin etkin
oldugu epilepsiler primer/idiopatik epilepsiler olarak isimlendirilirler. Burada daha
siklikla primer terimi tercih edilmistir. Idiopatik’ten kasit ise genetik temeli saglam olan

ve spesifik gen defektleri ile iligkili sendromlardir.

Eger etyolojide klinik ve laboratuar bulgulariyla belirlenebilen bir etken varsa sekonder
/semptomatik epilepsi denir. Epilepsi semptomatik fakat etken yeterince agik bir sekilde
ortaya konamiyorsa kriptojenik epilepsi tabiri kullanmilir ki; etyolojisi bilinmeyen
durumlarda kriptojenik nobetler hakimdir. Etyolojik sebeplerin oranlar1 sekilde

gosterilmistir.

M idiopatik veya kriptojenik
H Vaskiler

M Konjenital

B Travma

H Neoplastik

H Dejeneratif

Sekil 1: Epilepsi etyolojisi

Genetik faktorler idiopatik grupta semptomatiklerden daha fazla etkilidir. Nobetlerin
fenotipin bir pargasi oldugu 200’iin iizerinde mendelyen hastalik vardir. Bu hastaliklar
tim epilepsilerin ise %1’ini olusturmaktadir ve nérokutandz, norodejeneratif, kalitsal

metabolik hastaliklar ve kalitsal kortikal gelisim malformasyonlarim kapsar. Epilepsili
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kalitsal hastaliklar kalitim mekanizmalaria gore siniflandirilirlar: Epilepsinin fenotipin
bir parcasi oldugu Mendelyen hastaliklar, Mendelyen kalittmli idiopatik epilepsiler,
kompleks kalitimli epilepsiler, sitogenetik anomalilerle birlikte olan epilepsiler (49).
Idiopatik epilepsiler siklikla kompleks kalittmli olmakla birlikte basit kalitimli olanlarda

vardir. Bunlar arasinda;

® Benign familyal neonatal konviilzyonlar (BFNC): O.D kalittmlidir 20. ve 8.
kromozomlarda tanimlanan potasyum kanal genleri olan KCNQ2 veKCNQ3
genleri ile iligkilidir

¢ Benign familyal infantil konviilzyonlar (BFIC): O.D kalitmlidir, genleri heniiz
tanimlanamamugstir.16 ve 19.kromozomlarda baglant1 analizleri yapilmaktadir.

e Otozomal dominant nokturnal frontal lob epilepsi (ADNFLE):20,5 ve 1.
kromozomlarda tanimlanan 3 mutasyon bulunmustur.

e Jsitsel bulgularin oldugu familyal parsiyel epilepsi:Familyal temporal lob
epilepsisinin yas bagimli tipidir.

o Familyal epilepsi degisken odakli-familial epilepsy with variable foci (FEVF)
22. kromozomda lokalize fakat kesin geni belli olmayan bir sendromdur.

e Kompleks kalittmlilar arasinda ise;

e Juvenil myoklonik epilepsi:

e Idiopatik jeneralize epilepsi:

o Jeneralize epilepsi, febrile nibetle birlikte:

e  (Cocukluk cag absens ve febril nobetleri:

® Benign rolandik epilepsi:Y asa bagl bir epilepsi sendromudur.

o Febril nobetler: O.D kaliim gosterebilirler. Ayrica multifaktoryel kalitimda
goriilebilir. Baglant1 analizleri sonucunda 8. ve 19. kromozomlarda febril

konviilzyon’a hassasiyet ile ilgili genlere rastlanmgtir.
2.1.5. Epilepsi Olusum Mekanizmalar: (Epileptogenez)

Epilepsi noronal hiperekstabiliteden kaynaklanan, kronik olarak tekrarlayan,
tetiklenmemis nobetlerle giden tabloyu tanimlayan klinik bir durumdur. Nobet ise gri
maddedeki artmis elektriksel bosalmalar icin kullanilan bir terimdir. Nobetler belli bir
siire sonra kendiliginden veya tetikleyen faktorlerle birlikte tekrarlayan bir hal alir.
Epilepsi sendromu ise belli nobet tipleriyle birlikte ona eslik eden klinik ve laboratuar

bulgularinin tiimiinii tanimlar.



Epileptogenez terimi bir beyin hasar1 neticesinde hiicresel ve molekiiler degisikliklerden
kaynakli beyin uyarilabilirliginin artis1 ve tekrar eden ani nobetlerin goriilmesi olarak
ifade edilmektedir (50). Normal bir beynin zaman i¢inde bir dizi hiicresel veya
molekiiler, yapisal ve/veya fonksiyonel degisikliklere maruz kalarak epileptik bir beyin
haline doniigmesi, kalic1 bir sekilde ve spontan olarak nobet olusturabilme o6zelligi
kazanmas: siirecini ifade eder. Baslangi¢c hasarini takiben sessiz bir donemden sonra
spontan nobetler ortaya cikar. Bu donemde ¢esitli faktorlerinde etkisiyle reseptorlerde
degisiklikler, hiicre oliimleri meydana gelir. Siire¢ aylar-yillar i¢inde gelisir (Sekil 2).

Ancak son yillarda yapilan calismalarda akut epileptogenez teriminden de

bahsedilmektedir.
Genetik Genetik Genetik
Baglangichasars — ¥, [.ndbet ¥, Yapisal ve —epilepst
\ " fonksiyonel
1 degigiklikler
Yag-cus Yag-cus Yag-cis

Sekil 2: Epileptogenezin basitlestirilmis gelisim semasi

Epileptogenezisin gelisiminde uyarilabilirliginin artisindan sorumlu olabilen temel

faktorler:

1- Intrinsik desarj yaratacak pacemaker néron membranlarmin kapasitesi: Epileptojenik
odak olarak adlandirilan bolgede pacemaker hiicreler yer almaktadir ve bu hiicreler tam
olarak bilinmeyen nedenlerle artmis uyarilma ile anormal ateslenme 6zelligi gosterirler

ve etraflarindaki hiicreleri de bu ateslenmeye ortak edebilecek gii¢leri vardir (38).

2- GABA (Gaba—amino-butirik asit) inhibisyonun azalmasi: y- aminobiitirikasid
(GABA) beyindeki noronal eksitabilitenin ana inhibitoriidiir bu etkisini GABAA ve

GABAB reseptorleri araciligiyla gerceklestirmektedir (51).



3-Tekrarlayan eksitator alanlarda sinaptik uyarilmanin artisi: Sekonder epilepsi
sendromlarinda glutamaterjik sistem ©Onemli bir yer tutmaktadir. Bircok epilepsi
cesidinin asir1  glutamaterjik sinaptik iletim bozuklugundan kaynaklanabilecegi
ongoriilmektedir (52). Glutamat, beyindeki en ©Onemli eksitator norotransmitterdir.
Noronlarin intrinsik membran oOzellikleri ve inhibitor/eksitator oranlart uyarilmada
onemlidir. Noronal iletisimde fizyolojik mekanizmalarin degisimi noronal aktivitenin

senkronizasyonunu yoneten proepileptik durumlardan sorumludur.

Hipersenkronizasyonun altinda yatan nedenlerin ve cesitli noronal topluluklarin
arasindaki  hipersenkronizasyonun roliiniin anlasilmas:t epilepsi mekanizmasinin
anlagilmasinda en Onemli basamaklardandir. Piramidal hiicrelerin tekrarlayici

uyarilmasi ise senkronizasyonun temelini olugturmaktadir (53).

Baz1 epileptik sendromlarda genetik faktorlerinde rolii oldugu gosterilmistir.
Giiniimiizde idiopatik epilepsi sendromlariyla iligkili oldugu gosterilmis ondan fazla
iyon kanal alt {nitesi geni mutasyonu tanimlanmistir. Hastaligin nedeni bu
mutasyonlara baglanmistir ve epileptogenezin kanal patolojileri ile ilgili oldugu
bulunmustur. Bununla birlikte son yillarda iyon kanallarindan bagimsiz bazi genlerin de
epilepsiye neden olabildigi genetik calismalarla kanitlanmistir. Fakat monogenetik
kalittm sekilleri tamimlananlar hari¢, genetik analizler, fenotipik ve genotipik
heterojenitenin ise karismasi nedeniyle, epileptik sendromlarin kalitim 6zelliklerini

aciklamakta yetersiz kalabilmektedirler (54).

Monogenik kalittml1 epilepsilerinin ¢ogu, néronal iyon kanallarin1 kodlayan genlerdeki

mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (55).

10



Tablo1: Kanal mutasyonlari

Iyon Kanali Gen Fenotip Kalitim
Sodyum SCNIB GEFS+ Tek gen
SCNI1A GEFS+/SMEI Tek gen
SCN2A BFNIC Tek gen
Potasyum KCNQ2 BFNIC Tek gen
KCNQ3 BFNIC Tek gen
KCND2 mTLE Bilinmiyor
Klor CLCN2 IGE Tek gen
Kalsiyum CACNAIA CPS, GTCS Tek gen
CACNAIH CAE, IGE Kompleks
CACNB4 IGE Kompleks
Asetilkolin CHRNA4 ADNFLE Tek gen
Reseptori CHRNA2 ADNFLE Tek gen
CHRNB2 ADNFLE Tek gen
GABA GABRG2 CAE/GEFS+FS | Tek gen
Reseptori GABRAI ADJME, CAE | Tek gen

ADNFLE: Otozomal dominant nokturnal frontal lop epilepsi,
BFNC: Benign ailesel neonatal konvulsiyonlar

BFNIC: Benign ailesel infantil konvulsiyonlar

GEFS+: Febril nobetli jeneralize epilepsi

SMEI: Siit cocuklugu donemi siddetli miyoklonik epilepsi
CPS: Kompleks parsiyel nobetler

GTCS: Jeneralize tonik klonik nobetler

mTLE: Mesial temporal lop epilepsisi

ADIJME: Otozomal dominant juvenil miyoklonik epilepsi

CAE: Cocukluk ¢ag1 absans epilepsisi
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Iyon kanallarindaki mutasyonlar eksitator ve inhibitér ndrotransmisyonun etkinliginin
degismesine yol agmakta; bunun sonucunda eksitator ndrotransmisyonun artmasina ya

da inhibitor fonksiyonun kaybina neden olmaktadir.
2.1.6. Epilepsi Siniflandirmasi

Gecmisi oldukga eski caglara dayanan bu hastaligin siniflandirilmasi antik ¢aglardan
beri ugrasilan konulardan biridir. M.O 2.yy’da Galen tarafindan, beyinden kaynaklanan
idiopatik nobetlerden ve viicudun herhangi bir bolgesinden kaynaklanan semptomatik
nobetlerden s6z edilmistir. 18.yy’a kadar epileptik sendromlar epileptik nobetlerin
karakteristikleri ile taninmigs ve bu nedenle epileptik nobetler ile sendromlarin
siniflandirilmas1 arasinda biiyiikk bir fark gozetilmemistir. Ancak 1900’1 yillarin
basinda sendrom ile epileptik nobet tanimlarinin farki anlasilmis ve farkli tip epilepsi
sendromlarim1 tanimlamak i¢in nobetlerin klinik karakteristiklerine ek klinik 6zellikler
eklenmeye baslanmistir (56). 21. yy’ da ise insan genom calismalar1 ve teknolojik

gelismelerin 15181nda daha detayli hale gelmistir.

Giiniimiiz siniflama caligmalar1 ortak bir dil olusturarak iletisimi kolaylastirma, eldeki
bilgileri ortak havuzlarda toplayarak karsilastirma ve tedavi seciminde bu bilgileri en
dogru bicimde kullanabilme isteginden dogmustur. Epilepsinin farklt ve benzer
ozellikleri olan bir¢ok hastalik grubunu igermesinden dolayr simiflama sistemli bir

yaklasim olanag1 saglar. Sonug olarak epilepsilerin siniflanmasi:

e Kavrama, egitim ve ogretim,

e iletisim; meslektaslar arasinda ayni-ortak dili kullanmak,

e Patofizyolojik ac¢idan ortak ve ayr1 yonleri saptamak,

e Etyolojik yaklagima katk1 saglamak,

e Ortak bilimsel ¢alismalar icin gereklilik,

® Prognoz ve tedavi hakkinda yol gosterme,

e Epilepsi nobetlerinin  sebebini  anlamada ilerleme saglamak agilarindan

onemlidir.

Epilepsi siniflamasi daha iyi yapabilmek ve anlamak i¢in 6ncelikle sendrom ve nobet
terimlerini 1yl anlamak gerekir. Epileptik nobet; beyindeki anormal ve asir1 ndronal
aktiviteye bagl olarak gecici semptom ve bulgularin ortaya ¢ikmasi halidir (57).Bundan
dolay1 nobetler dogrudan gozlem, dinleme veya kamera kaydi izlenmesi sonucunda

siniflandirilir.
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Epileptik sendrom ise; farkli etyolojileri olan tek bir epilepsi durumunu tanimlayan
belirtiler ve bulgular biitiiniidiir. Yalniz nobet tipinden bagka seyler de icermelidir yani
ornek olarak tek basina frontal lob nobetleri bir sendrom olusturmaz. Bu tanimdan da
anlagilacagi iizere sendrom siniflamasi yapabilmek ve tam1 koyabilmek i¢in hastanin
epileptik nobetlerinin aksine hastaligin baslangi¢ yasina, aile oykiisiine, nobetlerin siklik
derecesine, EEG kayd1 gibi goriintiileme yontemlerine de ihtiya¢ vardir (19,57). 1960
yillarda epileptik nobetlerin ve epilepsilerin siniflandirilmasinin ilk temelleri atilmistir.
International League Against Epilepsy (ILAE) 1970'te epileptik nobetler ve epilepsi
siniflamalarini olusturmustur. Bu siniflamanin yetersiz goriilmesi iizerine uzun yillar
stiren calismalar sonucunda 1981 ve daha sonra 1989 yilinda, bugiinde halen kullanilan
epileptik nobetlerin ve epilepsi sendromlarinin siniflandirilmasi son seklini alarak ortak
bir dil olusturulmustur. 1998 yilinda Dr. Liiders ve arkadaslari semiyolojik nobet
siniflamasini 6nermislerdir. Yani sadece goriilen nobete veya tarifine bakarak siniflama
yapmuslardir. Diger taraftan epilepsilerde klinik seyir, prognoz, etyoloji ve dolayisiyla
tedavi yaklasiminin ¢ok farkli 6zellikler gosterebilecegi dikkate alindiginda yalnizca
nobetlerin siniflandirilmast yetersiz kalmaktadir. Bundan dolay1 ILAE 1989 siniflamasi

gecerliligini halen korumaktadir.
ILAE 1989 epilepsi sendrom siniflamasinda 2 ana ayirim vurgulanmaktadir:

1-Fokal kortikal bir lokalizasyondan kaynaklanan parsiyel epilepsiler ile jeneralize

olanlarin ayirimi
2-Idiopatik/primer olanlarla semptomatik /sekonder olan epilepsilerin ayirimi

Idiopatik sendromlara siklikla norolojik disfonksiyon eslik etmez, gelisim basamaklari
normaldir, altta yatan herhangi bir patolojik siire¢ yoktur. Ailesel 6zellik genellikle
dikkat ceker, nobetler daha seyrek ve tedaviye yanit daha iyidir. Idiopatik form genelde

daha iyi bir prognoz gosterir ve remisyon olasilig1 yiiksektir.

Semptomatik epilepside ise altta yatan bir beyin hastaligi ve bunun neticesinde
norolojik bozukluklar, EEG'de temel aktivitede yavaslama saptanir. Hikayesinde nobete
neden olabilecek bir SSS hastaligi, kafa travmasi enfeksiyon, gelismekte olan tiimor,
dejeneratif hastaliklar bulunur. Tedaviye cevap degiskendir ve spontan remisyon

olasilig diistiktiir.
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Kriptojenik epilepsi kognitif etkilenme veya norolojik defisitin oldugu, edinsel bir
nedeni olmas1 gerektigi diisliniilen ancak saptanamayan epilepsiler i¢in kullanilan bir

terimdir. (Lennox Gastaut Sendromu, Doose Sendromu vb)
Epilepsi sendrom siniflamasinda temel alinan 6zellikler:

e Nobet sekilleri
e Nobetin baslangic yasi
¢ EEG bozuklugunun tipi

e Beraberindeki norolojik bulgular

Tablo 2: ILAE 1989 Uluslar aras1 Epilepsi Siniflandirmasi

1. Lokalizasyona bagh ( fokal, lokal, parsivel) epilepsiler ve sendromlar

1.1.Idyopatik (yasa bagh baslangic)
a)Santrotemporal dikenli selim ¢ocukluk cagi epilepsisi
b)Oksipital paroksizmli ¢ocukluk ¢agi epilepsisi

¢)Primer okuma epilepsisi

1.2.Semptomatik

a)Temporal lob epilepsisi

b)Frontal lob epilepsisi

c)Parietal lob epilepsisi

d)Oksipital lob epilepsisi

e)Cocukluk ¢aginin kronik progresif epilepsia parsiyalis kontinuasi

f)Spesifik faktorlerle uyarilan nobetlerle karakterize sendromlar
1.3.Kriptojenik

II. Jeneralize epilepsiler ve sendromlar

2.1.idiopatik (yasa bagh baslangic-yas sirasina gore siralanmstir)
a)Selim ailesel yenidogan konviilzyonlar1

b)Selim yenidogan konviilzyonlar1

¢)Siit cocuklugunun selim miyoklonik epilepsisi

d)Cocukluk ¢ag1 absans epilepsisi (piknolepsi

e)Jiivenil absans epilepsisi

f)Jiivenil miyoklonik epilepsi (impulsif petit mal)
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g)Uyanirken gelen grand mal nébetli epilepsi
h)Diger jeneralize idiopatik epilepsiler

i)Belirli aktivasyon yontemleriyle uyarilan epilepsiler
2.2.Kriptojenik veya semptomatik (yas sirasina gore)

a)West sendromu (infantil spazmlar, Blitz-Nick-Salaam Kraempfe
b)Lennox-Gastaut sendromu

c)Miyoklonik astatik nobetli epilepsi

d)Miyoklonik absansl epilepsi

2.3.Semptomatik

2.3.1.Spesifik olmayan etyolojili
a)Erken miyoklonik ensefalopati
b)Supression-burst' lu erken infantil epileptik ensefalopat

c)Diger semptomatik jeneralize epilepsiler
2.3.2.Spesifik sendromlar

II1. Fokal veya jeneralize oldugu belirlenemeyven epilepsiler

3.1.Jeneralize ve fokal nobetli epilepsiler

a)Yenidogan konviilziiyonlar1

b)Siit cocugunun agir miyoklonik epilepsisi

c)Yavas dalga uykusu sirasinda devamli diken-dalgali epilepsi
d)Edinsel epileptik afazi (Landau-Kleffner sendromu)

e)Diger belirlenemeyen epilepsiler

3.2.Jeneralize veya fokal 6zelligi ayirdedilemeyenler (uykuda gelen grand mal nobet

olgular gibi)

IV. Ozel (6zgiin) sendromlar

4.1.Duruma bagh nobetler (Gelegenheitsanfaelle)

a)Febril konviilziiyonlar
b)izole nobet veya izole status epileptikus

c)Akut metabolik veya toksik nedenlere bagli nobetler
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Tabloda belirtilen ILAE(1989) siniflamas1 semptomatolojik ve etyopatogenetik olmak

tizere 2 ana eksen iizerine yapilmistir.

ILAE vyiiriitme kurulu, halen kullanilmakta olan nobet sinmiflamasit (1981) ve
epilepsilerin ve epilepsi sendromlarinin siniflamasinin (1989) 6nerilmesinden beri ¢ok
fazla gelisme oldugunu goz Oniine alarak bu siniflamalar1 gbzden gecirme karari almig
ve bu konuyla iligkili olarak bir ¢alisma grubu olusturmustur. Bu calisma grubu
kullanilmakta olan smiflamanin ayni sistem icinde giincellestirmenin miimkiin
olamayacagina karar vermis ve her bir hastayr tanimlamakta kullanilacak tanisal bir
sema Onermistir. Epileptik nobetler ve sendromlar standart bir terminoloji ile
siniflanmali, ancak bazi pratik ve dinamik yonleri de icerecek kadar esnek olmalidir.
Tan1 amach sema 5 eksene ayrilmustir. Bunlar; iktal fenomenoloji, nobet tipi veya
tipleri, sendrom, etyoloji ve sakatliktir (58). Epileptik sendrom farkli etyolojileri olan
tek bir epilepsi durumunu tanimlayan belirtiler ve bulgular biitiiniidiir. Yalniz nobet
tipinden bagka seyler de icermelidir. Bu tanima gore siniflandirilan epilepsi sendromlari

ve iligkili durumlar asagida belirtilmistir.
Epilepsi sendromlar1 ve iligkili durumlar-ILAE 2001°e gore

e Benign familyal neonatal nobetler

¢ Erken myoklonik ensefalopati

¢ Ohtahara sendromu

e infant dénemin parsiyel nobetleri

e West Sendromu

e Infant donemin Benign myoklonik epilepsisi

® Benign familyal ve nonfamilyal infantil nobetler

¢ Dravet Sendromu

e HH sendromu

¢ Jlerleyici olmayan hastaliklarla seyreden myoklonik ensefalopati

¢ Sentrotemporal dikenlerle seyreden Benign cocukluk ¢ag1 epilepsisi
e Erken baslangich benign cocukluk ¢agi oksipital epilepsi(Panayiotopoulos tipi)
® Gecg baslangich cocukluk cagi oksipital epilepsi (Gastaut tipi)

e Myoklonik absanslarla seyreden epilepsi

e Myoklonik astatik nobetlerle seyreden epilepsi

¢ [ennox-Gastaut sendromu
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¢ Landau-Kleffner sendromu
e Upykuda siirekli diken dalga desarjlari ile seyreden epileptik ensefalopati
e (Cocukluk cag1 absans epilepsiler
® Progresif myoklonik epilepsiler
¢ Idiopatik jeneralize epilepsiler -degisken fenotipli
o Juvenil absans epilepsi
o Juvenile myoklonik epilepsi
o Jeneralize tonik-klonik nobetli epilepsiler
e Reflex epilepsiler
o Idiopatik fotosensitif oksipital lob epilepsisi
o Viziiel sensitif epilepsiler
o Primer okuma epilepsileri
o Irkilme epilepsisi
¢ Otozomal Dominant noktiirnal frontal lob epilepsisi
e Familial temporal lobe epilepsisi
e Febril konviilziiyonla giden jeneralize epilepsiler(FS+)
e Degisken odakli familyal fokal epilepsi
e Semptomatik ( veya muhtemelen semptomatik) fokal epilepsiler
o Limbik epilepsiler
o Mesial temporal lob epilepsisi hippokampal sklerozisle birlikte
o Mesial temporal lob epilepsisi spesifik etyolojisi tanimlanmis
o Neokortikal epilepsiler
o Rasmussen Sendromu

o Digerleri

Infantil spazm (IS) cocukluk caginda yas ile ilgili olan 6zel bir epileptik sendrom tipi
olup klasik olarak hayatin ilk iki yilinda ortaya c¢ikar. En sik goriildiigi aylar 3-7 ay
arasidir. %50-77 bu aylarda ortaya ¢ikar. EEG’de spesifik anormallikler (hipsaritmi),
mental retardasyon ve myoklonik nobetlerle karakterizedir. Bu triad bazen yukaridaki
tabloda da yer alan West Sendromu olarak da adlandirilir. Insidans1 2,9- 4,5/10000 olup

erkek cocuklarda biraz daha siktir.

Etyolojide idiopatik nedenlerin yani sira semptomatik nedenlerde onemli yer tutar.

Bunlarin arasinda hipoksik-iskemik ensefalopati, neonatal intrakranial kanama,
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konjenital enfeksiyonlar, menenjit, ensefalit, santral sinir sisteminin kongenital
anomalileri ve metabolik hastaliklar sayilabilir. Tuberoskleroz da siklikla IS’a eslik eder

(%4-25).

Genetik faktorlere bakildiginda infantil spazmli vakalarin %7-17’sinde ailevi febril
konviilsiyon veya epilepsi hikdyesi alinmaktadir. Infantil spazmin familyal insidansinin

ise % 3-6 arasinda degistigi goriilmektedir.
Hastaligin belirtileri;

¢ Baslangic sekli ve yasi
e Nobet tipleri

e Psikomotor gerilik bagliklar1 altinda toplanabilir.

Spazmlar siklikla hastaligin ilk belirtisi olarak ortaya cikar. Bazen de ilk belirti mental
gerilik seklinde olabilir. Spazmlar ilk yil icinde mental geriligin en sik sebebidir.

Cogunlukla 3-7 ay arasinda baglar.

Gelisimlerinde herhangi bir anormallik olmayan siit ¢ocuklarinda infantil spazmin
baslamasiyla birlikte psikomotor gerileme goriilebilir. Bu bozulma siklikla birkac hafta
icinde gelisebilir. Psikomotor gerilemenin olmamasi, Ozellikle de goz kontaginin

korunmasi iyi gelecek icin en iyi prognostik faktorlerden biridir.

Myoklonik epilepsi grubunda siniflandirilan infantil spazm baslica aksiyal (gévde)
kaslan etkileyen fleksiyon, ekstansiyon ve her iki tip kasilmay1 bir arada gosterebilen
spazmlarla karakterizedir. Kontraksiyonlar siklikla bagirmayi nadiren de giilmeyi

izleyerek gelisirler.

Infantil spazmlar siklikla kiimeler (cluster) tarzinda gelirler. Kiime icindeki her spazm
bir nobet olarak kabul edilir. Spazmlar vakalarin % 25’inde bir yildan daha kisa, %
50’sinde iki yildan daha kisa siirerler. Bir yasinda vakalarin % 28’inde, bes yas

civarinda ise vakalarin %72-93’iinde spazmlarin kayboldugu goriiliir.

Spazmlarin disinda fokal veya generalize basta olmak {izere myoklonik, klonik, atonik
ve akinetik ataklardan olusan diger nobet tipleri hastalarin %12-42’sinde spazmlara

onciiliik veya eslik edebilirler.

Infantil spasmdaki klasik EEG bulgusu hipsaritmi olarak adlandirilir. Hipsaritmi yiiksek
voltajli yavas dalgalarla dikenlerin ve keskin dalgalarin tiim kortikal alanlarda

gelisigiizel goriilmesidir.
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Tedavide ACTH ve kortikosteroidler baglica seceneklerdir. Klasik antiepileptik
ilaglardan pek cogunun infantil spazm tedavisinde etkinlikleri yoktur. Oldukc¢a kotii bir
prognoza sahiptir. Uzun donem prognoza bakildiginda %20 gibi bir mortalite orani

vardir.

IS’ X’e bagh gecis gosteren bir formu da tamimlanmistir.(ISSX-2) Bu hastalikta ARX
(aristaless-related homeobox) geni ve CDKLS (cyclin-dependent kinase-like 5) geninde

mutasyonlar tespit edilmistir.
2.1.7. Direncli Epilepsiler:

Epilepsi, sik rastlanilan ve hayat kalitesini bozan kronik, norolojik bir hastaliktir.
Antiepileptik tedaviye ragmen hastalarin yaklastk %30’u tedaviye direng
gostermektedir. Direncgli epilepsinin bir¢ok nedeni bulunmaktadir (59).Tanimi kesin
olmamakla birlikte nobet siklig1, siddeti ve siiresinin artmasi, en az ikili ilag kullanimina
ragmen ilaca cevabin azalmasi ve hasta yasam kalitesinin nobet nedeniyle etkilenmesi

durumuna yol acan epilepsilerdir (60).

ILAE’nin iizerinde fikir birligi yaptig ilag direncli epilepsi tanimi* uygun AEI secimine
ragmen siirekli nobetsiz bir donem elde edememe ( or; ya 12 ay tamamen nobetsiz bir

donem veya 3 kez en uzun nobet araligi)’’ seklindedir (61).

En az ikili yeterli dozda ve gerekli zaman araliginda ila¢ kullanimina ragmen nobetleri
yasam Kkalitelerini etkileyen hastalar i¢in direngli epilepsi tanimi kullanilir. Direncli
epilepsi icin degisik nedenler mevcuttur. Bunlar arasinda yanlis tani, dogru tanili
epilepsi nobetine eklenen psodoseizures, yetersiz antiepileptik ilag diizeyi, yasam tarzi,
antiepileptik ilac toksisitesi sayilabilir (60). Tam1 konulduktan sonra tek ilag tedavisi ile
hastalarin yaklasik %47’sinde nobetler kontrol altina alinabilir. Kontrol edilemeyen
nobetlerde ikinci ilag ilavesi ile bu oran %14 e iner. Yapilan ¢alismalarda ikili veya ii¢lii
ila¢ tedavisi ile kontrol edilemeyen hastalarda tedaviye diren¢ yani medikal tedaviye

cevap vermeyecegi biiyiik oranda belli olmaktadir.
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2.1.7.1. Epilepside Ila¢ Direncinin Sebepleri
Epilepside ila¢ direncinin sebepleri arasinda;

e Nobetlerin etyolojisi (progresif beyin lezyonlari, metabolik hastaliklar, direngli
epileptik sendromlar)

e Tedavi oncesinde nobet frekansi

® Baslangi¢ yasinin erken olmasi

* Yetersiz AEI diizeyi

* AFI toksisitesi

e Kan-Beyin Bariyeri'nin (KBB) ilaca gecirgenligindeki degiskenlikler gibi

etyolojik ve kimyasal nedenler sayilabilir.

Bir ilacin SSS’ne ulagmasini kolaylastiran etkenler arasinda yiiksek debili kan dolagimi,
ilacin lipit iceriginin fazlaligi ve tasityicit molekiillerin islevleri sayilabilir. KBB ve bu
bariyerde hiicre icinden disina etkin tasinmada aktif transport gorevi iistlenen

molekiiller, ilacin néronlara ulagsmasini etkileyen nedenlerdendir (62).

Baz1 epilepsi tiplerinde etyolojik olarak ilaca diren¢ saptanir. Etyolojik bakimdan
gelisimsel anormalligi olan dejeneratif ve metabolik nedenlere baglh olarak (kortikal
displaziler, MELAS, MERRF, Lafora, Gaucher vb. depo hastaliklar1 Unverrihcht-
Lundeborg hastalifi ve Rasmussen ensefaliti gibi) ve West, Dravet, Ohtahara, Lennox-
Gastaut, Mesial Temporal Skleroz, Landau Kleffner gibi epileptik sendromlarda ilac

direncine siklikla rastlanir( 62).

Bazi  genlerdeki  mutasyonlarinin  sebep  oldugu  malformasyonel  veya
nonmalformasyonel sendromlar erken baslangich  direngli epilepsi  sebebi
olabilmektedir. Bu genler arasinda ARX (63,64), SCN1A(65), PCDH19 (66), STXBP1
(67), LIS1 ve DCX (68)ve CDKLS5 (69,70 )sayilabilir.

2.1.7.2. CDKLS (Cyclin Dependent Kinase Like 5) Geni

Cyclin-dependent kinase-like 5 (CDKLS, OMIM 300203) geni STK9, serine/threonine
kinase 9 olarak ta bilinen, X’ bagl infantil spazmlilarda ciddi ensefalopati ile iliskili bir
gendir. (ISSX, OMIM 308350) (71-74). Bu gendeki mutasyonlar, erken infantil
epileptik ensefalopati-2(EIEP-2-OMIM 300672), Rett Sendromu fenotipi ile benzesen
erken baslangichh siddetli nobetler ve X’ baglh infantil spazm sendromu ile

iliskilidir.(ISSX-2) (75). CDKLS5 geni X kromozomunun p22.13 bolgesinde yerlesim
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gosterir (Sekil 2). Bu bolge bircok hastalik ile ilgili kritik bir bolgedir. Keratosis
follicularis spinulosa decalvans (KFSD, OMIM 308800), Nance-Horan sendromu (NH,
OMIM 302350), X-linked dominant cone—rod degeneration (RP15), oral-facial— digital
sendrom tip 1 (OFDI1, OMIM 311200), craniofrontonasal sendrom (CFNS, OMIM

304110) ve nonsyndromic sensorineural deafness (DFN6) bunlardan en énemlileridir.

[k defa 1998 yilinda tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Ser / Thr protein kinaz
ailesinin bir iiyesidir ve protein kinaz aktivitesi olan 1,022 -1,030 a.a biiyiikliigiinde,118
kD agirliginda bir fosforile proteini kodlar. 18.443.703 ile 18.671.749 arasinda 228,047
baz uzunluguna sahip olup 20 ekzondan olusmaktadir (76).Yapilan sonraki calismalarda
23 ekzonlu oldugu ve ilk 3 ekzonun (1, 1a ve 1b ) untranslated yani ¢evrilmeyen bolge
oldugu ve muhtemelen 2 transkripsiyon baslangi¢ bolgesini temsil ettigi bildirilmistir

(71). Sekil 3

Fare beyninde ndronal maturasyon ve sinaptogenesis sirasinda Rett sendromu MECP2
(methyl CpG binding protein 2) geni ile ortigen CDKL5 geninin ekspresyonu
gosterilmistir. Bu gen kinaz aktivitesine ve MECP2 genine benzer sekilde
otofosforilasyona aracilik eden bir role sahiptir ki bu iki genin ayni molekiiler yolu

kulland1g1 diisiiniilmektedir.

CDKLS geni viicutta tiim dokularda 6zellikle beyin, timus ve testis’de eksprese edilir
(70). Hiicrelerde ozellikle cekirdekte lokalizedir. Bu genin kodladigi proteinin
faaliyetleri hakkinda kisith bilgiler olmasina ragmen diger genlerin aktivitelerinde rol
aldig1 diisiiniilmektedir. Bu protein belirli pozisyonlardaki oksijen ve fosfat atomlarini
ekleyerek diger proteinlerin aktivitelerini degistiren bir kinaz olarak gorev alir. Heniiz

hangi proteinlerin bu proteinin hedefi oldugu belirlenememistir.

Patojenik  mutasyonlar proteinin N-terminal kismindaki kinaz = bdolgesinde

yogunlagmistir.

Bu bolgenin mutasyonlart C-terminal bdlgesindeki mutasyonlardan daha fazla direncli
nobetler ile iligkili bulunmustur (77). Fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte C-
terminal alaninin ¢ikarilmasi ekspresyonun artigina, otofosforilasyon aktivitesinin
gelismesine ve periniikleer lokalizasyona neden olmasindan dolayi, C terminalin de
CDKLS5 fonksiyonunu diizenleyici olabilecegi diisiiniilmektedir (78). Sekilde genin

kinaz bolgesi ve uzunca bir C-terminal bolgesi goriilmektedir. Sekil 4
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Sekil 3: X kromozomu, CDKLS5 geninin genomik lokalizasyonu.
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CDKL5 gene

Sekil 4: Ekzonlar, CDKLS5 geninin sematik sunumu. Toplam 23 ekzon, ilk 3 ekzon

untranslated region(UTR)

Cup| 5'UTR [Basglama Kodlayic: dizi

Bitis 3'UTR Poli-A

Sekil 5: UTR: Untranslated (¢evrilmeyen) bolgeler.
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Sekil 6: CDKLS geninin kodladig1 protein.

14-47:ATP binding domain
127-144: Serin/threonin kinaz domain

CDKLS gen mutasyonlarinda infantlarda erken baslangich direngli epilepsi, ¢esitli
derecelerde gelisme geriligi ve Rett Sendromu benzeri klinik bulgular ortaya ¢ikabilir.
Rett Sendromunun atipik formu (EIEE-2) ve ISSX-2’ de CDKL5 geninde mutasyonlar
saptanmistir. EIEE2 Rett Sendromuna benzemekle birlikte nobetler infantil donemde
baslamaktadir. ISSX-2° de nobetler infantil donemde goriiliir ayrica zihinsel

yetersizlikler ve beyin anormalikleri vardir.

Bugiine kadar bildirilenlerin arasinda; ISSX-2’li birbiri ile iliskisiz 2 kiz ¢ocugunda
dengeli t(X;7)(p22.3;p15) ve t(X;6)(p22.3;q14) de novo translokasyonlar1 sonucunda
CDKLS5’in fonksiyon bozuklugu (71), atipik Rett sendromunun fenotipik bulgularini
tastyan ve ISSX-2’li etkilenmis aile bireylerinde yapilan c¢alismalarda CDKLS
mutasyonu (72), yine atipik Rett’li hastalarda 2 ilave yeni mutasyon (79), Rett
sendromlu 16 hastada MECP2 geninde olmayan fakat ayn1 anda CDKLS5 geni exon 5’de
bulunan mutasyon vardir (78). Ayrica Archer (2006), Van Esch (2007), Elia (2008),
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Erez (2009), Nemos (2009) tarafindan bildirilmis mutasyonlarda literatiirde yer

almaktadir.

CDKLS5 mutasyonlar1 1limli epilepsi, epilepsi olmadan otizm ve Angelman benzeri
fenotip gibi farkli fenotiplerle iligkilidir (80). Mutasyonlar siklikla kizlarda olmakla
birlikte erkeklerde de bazi mutasyonlar tespit edilmistir. Fakat epileptik ensefalopatili
erkeklerde mutasyon sikligi nadirdir. Erkeklerde mutasyonlar siddetli veya ciddi zeka
geriligi ve erken baslangicli direncli nobetleri ile daha ¢ok iligkilidir. Erken baglangicl
nobeti olan kiz cocuklarinda CDKLS5 geninde mutasyon sikligi tahminen %9 iken, erken
baslangicli nobet ve infantil spazmli kiz ¢ocuklarinda ise bu oran %28’dir (7). Cogu
mutasyon tek vaka seklinde iken bazi tekrarlayan mutasyonlarda tespit edilmistir.
CDKLS5 proteinin fonksiyonel bolgesindeki mutasyonlara bagli olusan cesitli
diizensizlikler hastaligin patogenezi hakkinda ipuclar1 vererek, epileptik fenotipi
desteklerler. Yapilan bir calisjmada CDKLS5 genini iceren delesyona ve ayn1 zamanda
EIEE-2 fenotipine sahip hastada, CDKLS5 geni iiriinii proteininin eksikliginin letal
olmadigi fakat ciddi norolojik gelisim geriligine ve erken baslangich epilepsiye sebep

oldugu tespit edilmistir (75).
2.1.7.3. CDKLS5 Gen Mutasyonlari

CDKLS geni molekiiler etyolojisi infantil spazm, Atipik Rett Sendromu ve o6zellikle
erken baslangicli direngli nobetlerde ortaya konmustur. Bu gendeki mutasyonlari
tasiyan hastalarda mental retardasyon, otistik bulgular, Rett sendromu benzeri bulgular
ve Ozellikle erken baslangicli nobet bulgular1 dikkati cekmektedir (7). CDKLS geninde
giinlimiize kadar yapilan calismalarda cogunlugu missense, nonsense, delesyon,
insersiyon ve kompleks yeniden diizenlenmeler olmak iizere 90 civarinda mutasyona

rastlanmis olup bunlarin patojenik olanlar1 40 civarindadir.
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Tablo 3: CDKLS5 geninde tespit edilen toplam mutasyon sayilari. (Patojenik ve

nonpatojenik)
Mutasyon Tipi Toplam Mutasyon Sayisi
Missense 34
Kiiciik Delesyon 15

Kiiciik Insersiyon

6

Biiyiik Delesyon

17

Biiyiik Insersiyon

Kiiciik indel 2
Splicing 13

Kompleks rearregement

Az 11447 124-144 297 971-978 1030
N C
.
iy ¥
dupC
...... C=T
¢352C=T 1892 1893dupTA 2362 2366del G
c.680T>G c1892T=C ©2323 2324d:GA
c.865insA 1 c2152G=A
Tel ATG c.163_166del l l v Cen

Exons 1 lalb 75 3 45 6 7 8 9510 11 12 13 14 15 16 17 12 19 10 21
3
G =i
e 119C+] c455G= c2343delG
215T=A X7
c.183delT c.863C=T 2500C=T
c.220del4 e 525A=T c812G-A 785 G=A
c333G=C,G=A c.B38_847d=l
c339C=T c.865insA
Del 2.8 Mb(Exon 1-11)

DelXp22, Dupl 21 Mb(Xpter-Xp22.12)

Sekil 7: CDKLS5 geninde sik goriilen mutasyonlar
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Yapilan caligmalarda CDKLS5 geni iizerinde saptanan mutasyonlar arasinda en sik
rastlanilanlar; ¢.119C>T (rs122460159) (69,77), c.215T>C (rs62641235) (81),
c.455G>T (rs122460157) (72), ¢.525A>T (rs61749700) (72), c.533G>A (rs61753169)
(82), ¢.539C>T (1s61749704) (83), c.1330 C>T (rs61753977) (81), ¢.2535_2536del
(rs61753251) (69,77,81) sayilabilir.

2.2. OTIZM SPEKTRUM BOZUKLUKLARI (OSB):
Otistik Spektrum Bozukluklar1 (OSB) tipik olarak hayatin ilk yillarinda baglayan
sosyal, iletisimsel ve bilissel gelisimde gecikme, duraklama ve sapmanin goriildiigii

noropsikiyatrik bozukluklar grubunu tanimlar (84). Genel olarak bu bozukluklar bir¢ok

alan etkilerler ve devamli islev bozukluklarina yol agarlar.

OSB Ruhsal Bozukluklar I¢in Tam ve Istatistik El Kitabi’nin Gozden Gegirilmis
Dérdiincii Baskisi’nda (DSM-IV-TR), otistik bozuklugu (OB), Rett Bozuklugunu (RB),
Cocuklugun Dezintegratif Bozuklugunu (CDB), Asperger Bozuklugunu (AB) ve Bagka
Tiirli Adlandirilamayan Yaygin Gelisimsel Bozukluklar1 (BTA-YGB) igerir (85).

2.2.1. Otistik Bozukluk:

Klinik olarak heterojen bir grup hastalik olan OSB (Pervasive developmental disorder-
yaygin gelisimsel bozukluk) i¢inde yer alan, belirtileri yasamin ilk 3 yili icinde
baslayan, etkilesim ve iletisim alaninda belirgin gecikme ve sapmalar ve kisitlayicr ilgi
alan ile karakterize bir bozukluktur. DSM-IV’ de yaygin gelisimsel bozukluklar (YGB)
grubunda yer alan 5 bozukluktan birisidir (85).

(%4

[k defa 1943 yilinda Leo Kanner 11 hastalik olgu sunumu yaparak ‘’infantil otizm
ad1 ile bu hastaliktan soz etmistir (86). Ik kez 1980 yilinda psikiyatrik smiflama
sistemleri icinde yerini almistir (DSM-III). Baslangicta 6 olan olgiit sayis1 DSM-III-
R’de 16 olmus, bunlardan 8’inin yeterli oldugu ve baslangic yas ile ilgili sinir varligi
belirtilmemistir. (DSM-III’ de smir 30 aydan oOnce idi) DSM-IV’ de ise sosyal
etkilesimde bariz yetersizlik, iletisimde kalitatif yetersizlik ve tekrarlayici ilgi alam ile
asirt ugras basliklar1 altinda 12 belirti siralanmistir, ICD-10’da ise bunlara yakin
belirtiler s6z konusudur (87).DSM-IV-TR OB ig¢in tan1 ol¢iitleri asagida verilmistir.

26



DSM-IV-TR OB i¢in tanm Olgiitleri (85).

A. En az iKisi (1)’inci maddeden ve birer tanesi (2) ve (3)’iincii maddelerden olmak

lizere

(1) Asagidakilerden en az ikisinin varligi ile kendini gosteren toplumsal etkilesimde

nitel bozulma:

(a) Toplumsal etkilesim saglamak i¢in yapilan el-kol hareketleri, alinan viicut konumu,
takinilan yiiz ifadesi, goz goze gelme gibi sozel olmayan bir¢cok davranista belirgin bir

bozulmanin olmasi.
(b) Yasitlartyla gelisimsel diizeyine uygun iliskiler gelistirememe.

(c) Diger insanlarla eglenme, ilgilerini ya da basarilarim kendiliginden paylasma arayisi

icinde olmama (6rn. ilgilendigi nesneleri gostermeme, getirmeme ya da belirtmeme).
(d) Toplumsal ya da duygusal karsiliklar verememe.
(2) Asagidakilerden en az birinin varlig: ile kendini gosteren iletisimde nitel bozulma:

(a) Konusulan dilin gelisiminde gecikme olmasi ya da hi¢ gelismemis olmasi (el, kol ya
da yiiz hareketleri gibi diger iletisim yollartyla bunun yerini tutma girisimi eslik
etmemektedir.).

(b) Konusmas: yeterli olan kisilerde, baskalariyla sdylesiyi baslatma ya da siirdiirmede

belirgin bir bozuklugun olmasi.
(c) Basmakalip ya da yineleyici ya da 6zel bir dil kullanma.

(d) Gelisim diizeyine uygun cesitli, imgesel ya da toplumsal taklitlere dayali oyunlari

kendiliginden oynamama.

(3) Asagidakilerden en az birinin varligr ile kendini gosteren davranig, ilgi ve

etkinliklerde sinirli, basmakalip ve yineleyici Oriintiilerin olmasi:

(a) Ilgilenme diizeyi ya da iizerinde odaklanma acisindan olagandisi, bir ya da birden

fazla basmakalip ve sinirli ilgi Oriintiisii ¢cercevesinde kapanip kalma.

(b) Ozgiil, islevsel olmayan, alisilageldigi iizere yapilan giindelik islere ya da torensel

davranis bicimlerine hi¢ esneklik gdstermeksizin siki sikiya uyma.

(c) Basmakalip ve yineleyici motor mannerizmler (6rn. parmak siklatma, el ¢cirpma ya

da burma ya da karmasik tiim viicut hareketleri).
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(d) Esyalarin pargalariyla siirekli ugrasip durma

B. Asagidaki alanlardan en az birinde, 3 yasindan oOnce gecikmelerin ya da

olagandisi birislevselligin olmasi:

(1) Toplumsal etkilesim,

(2) Toplumsal iletisimde kullanilan dil ya da

(3) Sembolik ya da imgesel oyun

C. Bu bozukluk RB ya da CDB ile daha iyi aciklanamaz
2.2.1.1. Epidemiyoloji:

OB ile ilgili ilk epidemiyolojik ¢aligma, 1966 yilinda Ingiltere’de 8-10 yas arasindaki
cocuklar arasinda yapilmis, prevalans 4.5/10,000 olarak bulunmustur (88). Bu
calismanin ardindan giiniimiize kadar OB ve YGB ile ilgili 40’dan fazla epidemiyolojik
calisma yapilmistir. 2009°da yayinlanan gozden gegirme calismasinda, OB ortalama
prevalansi 20.6/10,000 otizm spektrum bozukluklar1 ortalama prevalans1 60-70.10.000
(yaklasik 1/150) olarak bildirilmistir. Son yillarda yapilan c¢aligmalarda OSB
insidansinda artig géze carpmaktadir (89-91).

OB erkeklerde artmis siklikta goriiliir. Erkek / kiz oran1 3,5-4/1 olarak belirlenmistir.

Dikkat cekici bir bulgu zeka geriligi siddetlendiginde erkek/kiz oran1 1’e
yaklagmaktadir. OB’nin erkeklerde daha sik goriililyor olmasinin nedenleri tam olarak
bilinmemektedir. Olasiliklardan biri beyin incinebilirligi agisindan erkeklerde esigin
daha diisiik olmasi ve bu nedenle bozuklugun erkeklerde daha sik izleniyor olmasidir.
Beyin incinmesi siddetlendiginde kizlarin da bu bozulmadan kendilerini kurtaramadigi
One siiriilmektedir. OB’nin goriilme riski acisindan sosyal siniflar arasinda farklilik

gozlenmemektedir (92).

Diger YGB’ler OB’den daha nadirdir. CDB siklig1 2/100000 olarak bildirilmistir (89).
RB benzer sekilde nadirdir (93). Ozellikle kizlar etkileyen RB disindaki tiim YGB’ler
erkeklerde daha siktir (89-93).

OB olan ¢ocuklarin %30’unda normal zeka diizeyi, %30’unda hafif-orta derecede zeka

geriligi ve %40’ 1nda agir-ileri diizeyde zeka geriligi saptanmistir (94).
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2.2.1.2. Etyoloji

Otizm spektrum bozukluklarinin (OSB) etyolojisi halen tam olarak acgikliga
kavusturulamamistir. Cok sayidaki arastirmalara ragmen, halen yaygin gelisimsel
bozukluklarin etyoloji ve gelisimi ile ilgili tutarli bir model olusturulamamustir. ilk
zamanlar psikodinamik ve ailesel etmenlerle nedenler acgiklanmis ancak yapilan
arastirmalarla net olarak dogrulanamamistir. Otizme siklikla zek& geriliginin eslik
etmesi, epileptik bozuklarin ve EEG anormalliklerinin sikliginin yiiksek olmasi, diger
tibbi durumlar ile birlikte goriilmesi, elektroensefalografik, genetik, otopsi ve
norokimyasal c¢aligmalarda da anormalliklerin bulunmasi daha cok biyolojik bir
bozukluk oldugunu diisiindiirmiistiir (95).Giiniimiizde OSB’nin etyolojisinde c¢ok ¢esitli

etkenler su¢lanmaktadir.
1. Psikodinamik ve Ailesel Etkenler

Baglangicta Kanner’in hastalikta duygusal etkenlerin rol oynayabilecegi 6ngoriisii daha
sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda desteklenmemistir. Son yillarda otistik ¢ocuklarin
ailelelerinde normal popiilasyona gore daha fazla oranda sosyal gii¢liikler, duygudurum

ve anksiyete bozukluklar1 oldugu saptanmistir (96).
2. Cevresel Etkenler

Otistik bozuklugu olan ¢ocuklarin dogum oykiileri incelendiginde genel popiilasyona
kiyasla bu hastalarda gebelik ve dogum sirasinda meydana gelmis olan

komplikasyonlarin daha sik oldugu goriiliir.
3. Biyokimyasal Etkenler

Hastalarin en az iicte birinde plazma serotonin diizeyleri yiiksek olarak bulunmustur
(97-99). Otistik hastalarda plazma oksitosin diizeyi diisiik olarak bulunmustur (100).
Otistik hastalarin beyinlerinde sorunlu oldugu diisiiniilen bolgelerin glutamattan zengin
oldugu ve glutamat antagonistleri ile otistik semptomlarin agiga c¢iktig belirtilmektedir

(101).
4. Noroanatomik Etkenler

Otistik hastalarda bugiine kadar bircok yapisal ve fonksiyonel goriintiileme caligmasi
yapilmigtir. Calismalarin  herbiri bu hastalarda bir dizi beyin anormalligini
gostermektedir fakat sonuglar birbiri ile kiyaslandiginda eldeki bulgularin tutarh

olmadig1 gorulmektedir
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5. immunolojik Etkenler
Otizmde immun sistem ile 1lgili sorunlar olabilecegi bildirilmistir (102-103).
6. Endokrin Sistem Degisiklikleri

Nir ve arkadaslar1 (1995), otistik cocuklarin bazi alt gruplarinda, hipotalamopituiter
aksin (HPA) sirkadiyen kontroliinde disfonksiyon olabilecegini belirtmisler ve
melatonin saliniminin iglevsel ritmindeki bozuklugun da otizmdeki seratonin sistemi ile

ilgili sorunlarla baglantili olabilecegini 6ne siirmiislerdir (104).
7. Genetik Etkenler

Otizmin tamimlanmasindan {izerinden uzunca bir siire ge¢mesine ve gittikce artan
bilgilere ragmen halen etyopatogenezi acikliga kavusmus degildir. Son yillarda genetik
etkenlerin rolii tizerinde ¢alismalar siklagmistir. Kanner (1943) otizmin dogustan gelen

yapisal bir bozukluktan kaynaklandigini belirtmistir (86).

Otizmin etyolojisinde genetik ve ¢evresel etmenlerin her ikisinin de 6nemli oldugunun
bilinmesine karsin, bu hastalarin ailelerinde otistik 6zelliklerin az olmasi ve otozomal
resesif bir gecis oriintiisii gostermemesi nedeniyle genetik etmenlerin 6nemi uzun yillar
boyunca goz ardi edilmistir (105). Aile ve ikiz calismalari, genetik etyolojinin
otizmdeki onemini gozler Oniine sermektedir (106). Otizmli bireylerin kardeslerinde bu
hastaligin goriilme olasiligt %3 olarak bildirilmekte iken (107) yapilan bir ¢alismada
monozigot ikizler arasinda otizm konkordansi %36 bulunmus, dizigot ikizler arasinda
anlamli bir konkordans saptanmamistir (108). Ayni calismada daha genis bir otizm
fenotipi temel alinarak analizler yapildiginda monozigot ikizler arasi konkordans %82
iken, dizigot ikizlerde %10 olarak bulunmustur (109). Kalittm sekli, tek gene bagh
Mendel kalitimina uygun degildir (110). Tek yumurta ikizlerinden bir tanesinde otizm
olmast halinde digerinin de otistik olma olasiliginin, ¢ift yumurta ikizlerine oranla
yiiksek olmasi, otizmin etyolojisinde genetik bilesenin ne kadar 6nemli oldugu lehine
yorumlanabilir. Bu durum, genetik yatkinligin hastaligin ortaya ¢ikmasinda ¢ok onemli
bir etken olabilecek iken bazi1 durumlarda da yeterli olmadigini gosterir niteliktedir ki bu

da cevresel etkenleri akla getirmektedir.

Giiniimiizde genetik etkenler %10-20 arasinda etkilidir (111). OSB’nin bilinen genetik

nedenleri arasinda;
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1. Sitogenetik olarak goriilebilen kromozomal anormallikler : %5

2. Gen kopya sayist varyanti (Copy number variations-CNVs); submikroskobik
delesyon ve dublikasyonlar :%10-20

3. Norolojik bulgular1 OSB ile iliskili tek gen hastaliklar1 : %5

Yiiksek rezoliisyonlu kromozom analizinde OSB’li c¢ocuklarin yaklasik %35’inde
kromozomal anoploidi bulunmustur. Diger %3-5’lik kismin tespitinde ise Floresan
InSitu Hibridizasyon (FISH) teknigi kullamilmistir. Beklenildigi gibi dengesiz
kromozomal anormallikler dismorfolojik bulgularin eslik ettigi otizmli cocuklarda daha

sik bulunmustur (112,113).

Pek c¢ok kromozom anormalligine otizmin de eslik ettigi bildirilmistir ki bunlarda
siklikla delesyonlardir. Kromozom 14 ve 20 disinda tiim kromozomlarda cesitli
anormallikler bulunmustur. Bu degisiklikler en sik 15 nolu kromozomda ve X
kromozomundasaptanmistir (114). Kromozom anormallikleri i¢in 3 onemli alan vardir.
Bunlar: 15q11-q13,22q ve X kromozomudur (115). Otistik bozukluklar icin 6zellikle
kromozom 2, 4, 7 (7q31-35), 10, 16, 1, 19 ve 22 olmak iizere 7 gen lokusunun 6ne
ciktigr goriilmektedir. Aile i¢i goriilme sikhigi degisik kaynaklarda farkliliklar
gostermektedir ki genel topluma oranla 60-100 kat fazla oldugu, monozigotik ikizlerde

36-96 kat fazla ve dizigotik ikizlerde 0-24 kat fazla oldugu belirtilmektedir (116).

Prader-Willi/Angelman sendromu kritik bolgesi (15q11-q13) otizmli ¢ocuklarda en sik
goriilen kromozomal anomalidir ve %]1-3 oraninda rastlanilir. Down sendromlu

cocuklarda da otizm siklig1 normalden fazla bulunmustur (117).

Gen kopya sayist varyanti (Copy number variations-CNVs), a CGH otistik ¢cocuklarda
yiiksek coziiniirliiklii kromozom analizi ve FISH’in yerini almaktadir. Tiim genom
tizerinde bilinen delesyon/dublikasyon sendromlarinin test edilmesinde ve subtelomerik
bolgelerin degerlendirilmesinde aCGH’a klinik olarak uygun platformlar tasarlanmistir.
Bu platformlar molekiiler markerlerin c¢esitli yogunluk ve tiplerinde kullanmilmistir ve

bunlar tanimlanmis yeni CNV hot spotlar1 gibi siirekli gelistirilmektedir.

Son c¢alismalarda idiopatik otizmli vakalarin %7-10’unda klinik olarak iliskilendirilmis
de novo genomik dengesizlik tespit edilmistir ki bu sendromik otizm tanisin1 koyanlara

bu vakalarda art1 bir kazan¢ saglamistir (118,119).

31



Otistik ve dismorfolojik bulgulari olan, daha Onceden rutin sitogenetik ¢aligmalarda
normal karyotip saptanan bireylerde 1 Mb genisliginde genomik array kullamilarak

%27,5 oraninda klinikle iligkili CN'V’s tespit edilmistir (113).

Oligoniikleotid array kullanilarak ailede tek otizmli vakalarda %10, multiple vakali
ailelerde ise %2 oraninda de novo kopya sayr degisiklikleri tespit edilmistir (118).
Marshall ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise %44 oraninda dengesiz CNVs tespit
edilmistir (120). 550.000 SNP marker kullanilarak yapilan OSB’lu ve sagliklt Avrupa
kokenli cocuklarda tiim genom calismasinda, noronal hiicre adezyon kuvvet
molekiillerini kodlayan genlerde (NRXN1, CNTN4, NLGN1 ve ASTN2) ve ubikitin
yoluyla ilgili genlerde (UBE3A, PARK2, RFWD2 ve FBXO040) cesitli patojenik
genomik degisiklikler tespit edilmistir (121).

Otizmle ilgili baz1 CNVs’ler sunlardir:

e 16ql1.2 Delesyon Sendromu; gelisme geriligi, entelektiiel yetersizlik ve/veya
OSB ile karakterizedir. Otizmli vakalarda %1, gelisme veya dil gerilikli
vakalarda %1,5 oraninda tespit edilmistir (122). Siklikla de novo sekilde goriiliir
fakat otozomal dominant kalitim ile de ge¢is bulunmaktadir.

e 15q13.3 Delesyon Sendromu; entelektiiel yetersizlik, epilepsi,OSB ile
karakterize, klinik olarak degisken bir sendromdur (123,124).

2.2.2. Sendromik Otizm

Tek gen hastaliklarinda asagida yer alan durumlarin yaygin sendromik otizme neden

oldugu bilinmektedir. Bunlar:

1. Fragil X sendromu (FSX); Xq27.3 bolgesinde lokalize FMR1 geninin 5' ucundaki
anormal CGG {i¢li niikleotid tekrar1 neticesinde meydana gelir. 5-45 tekrar sayisi
normal,45-54 tekrar intermediate,55-199 tekrar premutasyon ve 200 tekrar {izerinde tam
mutasyon olarak tanimlanir. Kalitsal mental retardasyonun(MR) en sik sebebidir. X’e
baglih MR (XLMR) erkeklerdeki MR’nin %?25’ini olustururken Fragil X sendromu
XLMR’ nin %40’ 11 teskil etmektedir (125).

Fragil X sendromlu erkeklerin otizm siklig1 1,5-3,3/100 arasinda degismektedir. Otizm
semptomlarinin varhi@ ve ciddiyeti, Fragil X sendromlu erkeklerin davranigsal

fenotiplerindeki degiskenligin 6nemli kaynaklaridir (128,127). Fragil X Sendromundaki
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otistik bulgular baslica perseverasyon, motor stereotipiler, tekrarlayict konusmalar ve

zay1if goz temasidir (128,129).

Molekiiler calismalar FMR1 geninin iki mekanizma ile otizm fenotipine neden
olabilecegini gostermektedir. ilki noronlar icin RNA toksisitesi ve ikincisi ise noronal
baglantiy1 etkileyen gen susturulmasidir (130,131). Cocukluk otizmi derecelendirme
Olcegine gore, FMRP (Familyal Mental Retardasyon Proteini) diizeyi ile otistik
davraniglarin diizeyi arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir (132-133).

2. Rett Sendromu: Rett Sendromu (MIM: 312750) kizlarda Down Sendromundan
sonra ikinci siklikta kognitif bozukluga yol acan, postnatal norolojik gelisim bozuklugu
ile giden X’e bagli dominanat bir hastaliktir. Methyl-CpGBinding Protein 2 (MeCP2)
genindeki mutasyon sonucu ortaya ¢ikan bir grup hastalik igerisinde
siniflandirilabilir.Klasik Rett, varyant Rett ve hafif 6grenme giicliigii seklinde.MeCP2
mutasyonu erkeklerde letal kabul edilmektedir. %99°u de novo mutasyonlara bagl basit

vakalardir.

Klasik Rett Sendromlu hastalar ilk 6-18 aylik donemde normal gelisim gosterirken 1-4
yas arasinda gelisimsel duraklama donemine girerler. Sosyal geri ¢ekilme, konusmanin
kaybu, irritabilite ve istismar edici davranislar sergilerler. Diger otistik bulgular ifadesiz
yiiz, sese asirt duyarlilik, goz temas: eksikligi, cevreye ilgisizliktir. 4-7 yasta bu
bulgular stabilize olabilir yine de bariz kognitif ve motor bozukluk ve siklikla epilepsi
gelisir. 5-15 yas aras1 nobetler daha az siklikta olmasina ragmen motor gerileme devam

eder.
5 adet RTT Sendromu varyanti veya atipik formu tariflenmigtir.

1. Kizlarda 6.aydan once goriilen nobetlerin hakim oldugu klasik RTT Sendromu
fenotipi. Hanefeld tarafindan 1985 yilinda ilk kez tariflenmistir. Burada MeCP2
mutasyonu negatif olmakla birlikte CDKLS5 mutasyonlu vakalar vardir. Hanefeld
varyantt bulgulart X’e Bagl Infantili Spazm Sendromu bulgular1 ile
ortiisebilmektedir.

2. Konjenital veya prekoks Rett: Regresyon acik degildir fakat klinik bulgular Rett
ile ortiisiir. MeCP2 mutasyonu negatif FOXG1 mutasyonu pozitif vakalar vardir.

3. Regresyonun klasik formdan daha yavas ve gec gelistigi form.

4. Forme Fruste RTT Sendromu. Bulgularin hafif, inkomplet ve daha ge¢ ortaya
ciktig form.
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5. Preserved Speech Variant (PSV-Zappella varyant). Konugmanin klasik forma

nazaran daha iyi oldugu formdur.

Bu formlar daha onceden klinik olarak siiphelenilen fakat molekiiler tanisi konmayan
Angelman Sendromlularda, spastisite veya tremor ile birlikte Ogrenme giicliigii
olanlarda, hafif 6grenme giicliigii cekenlerde ve nadiren otizmlilerde daha artan siklikta
tan1 almaya baglamistir. Klasik Rett Sendromundan farkli olarak daha hafif veya siddetli
olabilirler. Siddetli formlarinda normal gelisim periyodu yoktur ve erken donemde
hipotoni ve infantil spazm goriiliir. Hafif formlarinda ise dramatik bir regresyon ve

entelektiiel yetersizlik vardir.

3. Prader-Willi ve Angelman Sendromu: 15q11-13 bolgelerindeki 4 Mb’lik delesyon
sonucu olusan 2 farkli klinik tabloyu tanimlamaktadirlar. Paternal orjinli delesyon
Prader-Willi (PWS), maternal orjinli delesyon ise Angelman Sendromuna (AS) neden
olmaktadir. PWS (MIM:176270) 1/ 15 000 dogumda goriilmekte ve tipik olarak
neonatal hipotoni ve yutma giicligli ile karakterizedir. Ayrica hipogonadizm,
karakteristik yiiz, kii¢iik el ve ayaklar ile hipopigmentasyonda bulunabilmektedir. Son
yapilan c¢alismalarda PWS tanisi alan 25/100 hastanin tekrarlayici davraniglar

sergiledigi ve OSB’yi andiran sosyal defektler gosterdigi goriilmiistiir (134,135).

Angelman sendromu (MIM: 105830) 1/5 000 dogumda goriilen PWS’dan farkli olarak
mikrosefali, hareket bozuklugu, karakteristik mutlu kisilik yapisi, nobet, ¢ok az
konusma veya hi¢ konusmama ile birlikte olan ciddi Ogrenme giicligii ve

hipopigmentasyon bulgular1 ile tanimlanir. AS’de goriilen OB’lar komorbid olarak

kabul edilmektedir.

4. Down Sendromu (DS): Down Sendromu(DS) 1/750 dogumda goriilen, 6grenme
giicliigliniin en yaygin sebebi ve belirgin fenotipik bulgularla karakterize kromozomal
bir hastaliktir. DS’da OSB’nin sikligr 1/100 ile 11/100 arasinda bildirilmistir. Genel
populasyona oranla otizm yaklasik olarak 10 kat daha fazla goriiliir. Otizm ve Down
sendromu birlikteligi siklikla kadin hastalarda goriilmekle beraber erkeklerde bu oran

daha azdir (136).

Yapilan bir calismada DS ile birlikte OSB olan ¢ocuklarda OSB olmayanlara oranla
daha fazla beyinde fonksiyon bozukluguna rastlandig1 bildirilmistir (137).
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5. Turner Sendromu(TS): Tek X kromozomu veya bunun varyantlari1 seklinde ortaya
cikan sayisal bir kromozom anomalisidir.1/2000-5000 dogumda goriiliir. TS da onemli

Olciide artmis bir OSB riskinden bahsedilmektedir (138).

6. Klinefelter Sendromu(KS): 1/575 ile 1000 canli dogumda goriilen, XXY karyotipe
sahip, erkeklerde en sik hipogonadizm ve infertiliteye neden kromozomal bir hastaliktir.
OSB’lilerde yapilan genetik caligmalar XXY paterninin OSB ile iligkili oldugunu
diisiindiirmiistiir. Ayrica normal erkeklere oranla toplumda artan diizeyde otistik

bulgular gosterdikleri de belirtilmistir.

7. PTEN Makrosefali Sendromu; PTEN geni genis bir hastalik grubu ile iliskisi
bulunan timor supresor gendir. Son yillarda PTEN gen mutasyonunun otizm ve
makrosefali ile iliskisini gosteren yayinlar mevcuttur (139,140). Buna bagli olarak,
PTEN geninin noronal hayatta kalma ve sinaptik plastisite dahil olmak iizere, beyin
gelisiminde 6nemli bir rol oynadig bilinmektedir. OSB nedeni olarak PTEN mutasyon

siklig1 net olarak bilinmemekle beraber bu mutasyon OSB i¢in spesifik degildir.

8. Sotos Sendromu; Asir1 biiylime sendromlarinda birisidir. Bu sendromun baslica
bulgular1 makrosefali, tipik yiiz goriinimii, (belirgin alin, asagi doniik palpebral
fissiirler, sivri cene, gibi) asir1 biiylime ve hafiften ciddiye kadar olan oOgrenme
giicliigidiir. NSD1 genindeki mutasyon sonucu meydana gelir. Davranis problemleri,
konjenital kalp hastaliklari, yenidogan sariligi, skolyoz ve nobetler baglica bulgulardir.
Davranig problemleri goriilse de Sotos sendromu klasik otizmin 6nemli nedenleri

arasinda yer almamaktadir.

Diger bazi asir1 biiylime sendromlarinda da OSB bulgulart goriilebilmektedir. Bunlar
arasinda Simpson-Golabi-Behmel (SGBS), Perlman (PS) ve Beckwith-Wiedemann
sendromlar1 (BWS) sayilabilir. BWS’da %6.8 oraninda OSB bulgular1 bildirilmistir
(141).

9. Tiiberoskleroz Kompleksi (TSC); Tuberoskleroz kompleksi TSC1 veya TSC2
genindeki mutasyon sonucu olusan O.D kalitmli bir hastaliktir. OSB’yi iceren
gelisimsel veya davranigsal bozukluklar TSC’ de sik karsilasilabilen durumlardir. Genel
populasyona nazaran OSB TSC’li hastalarda daha siktir (%17-63 arasinda) (142,143).
Ancak bu birlikteligin patogenezi heniiz tam olarak aydmlatilamamistir. TSC ve OSB

birlikteliginin cinsiyet agisindan farki yoktur. Yani kiz ve erkeklerde oranlar esittir.
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10. Norofibromatozis 1 (NF1); Otizmli ¢ocuklarda NF1 tanisi konmus olmasina
ragmen ¢ocukluk caginda sik karsilagilan bu iki durumun birbiri ile iligkisi tam olarak

ortaya konmus degildir (144).

11. Joubert Sendromu (JS); Serebellar vermisin komple veya parsiyel agenezi,
anormal solunum, anormal goz hareketleri, kognitif yetersizlik ve davranis problemleri
ile karakterizedir. Sosyal davranis bozukluklari, dil problemleri, tekrarlayici davranislar
gibi OSB bulgular1 JS’lilerin %40 kadarinda goriilebilmektedir ve %25 kadar1 da DSM-
4 ‘e gore otistik bozukluk kriterlerini karsilamaktadir (145-148).

12. Mitokondrial Hastaliklar; Mitokondriyal solunum zinciri bozukluklar1 sadece
nadir durumlarda otistik kisilerde bildirilmis olmasina ragmen, laktat plazma

konsantrasyonlar1 artisi sik not edilmistir (149).

13. Fenilketoniiri (FKU); Fenilalaninhidroksilaz (PAH) genindeki mutasyon sonucu
meydana gelen herediter bir hastaliktir. Siklikla otistik belirtilerle iligkili bulunmus
olmakla beraber erken donemde tarama ve tedavi neticesinde bu iliski azalmaktadir.
Yinede tarama testlerinin yapilamadigi yerlerde, hastane dis1 dogumlarda ve yanlis
negatiflik gibi gozden kacan durumlar neticesinde otistik davranig bozukluklar1 ve diger

norolojik bulgularla bagvuranlara rastlanmaktadir (150).

14. Adenilosiiksinat Liyaz Defekti; Piirin sentezindeki defekt sonucu viicut sivilarinda
stiksinilpiirin birikimine neden olan nadir bir durumdur. Otizm semptomlart goz

temasinda zayiflik, tekrarlayici davranislar, saldirganlik, nobetleridir (151).

15. Kreatin Defekt Sendromlari; Yenidoganda kreatin metabolizmas1 bozukluklart iki
kreatin biyosentez hastaligini icerir.ilki guanidinoastat metiltransferaz (GAMT) defekti,
ikincisi ise L-arginin glisin amidinotransferaz defektidir. Intellektiiel yetersizlik ve
nobet sik goriilitrken GAMT defektinde davranis problemleri ve otizm %80’e yakin

oranda goriilmektedir.

16. Smith-Lemli-Opitz Sendromu; Multiple konjenital anomali ve entelektiiel
yetersizlikle giden, kolesterol biyosentezindeki bir enzim defekti sonucu olusan O.R

hastaliktir. Otistik davraniglar %50-86 oraninda rapor edilmistir (152).
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Tablo 4: Diger sendromik otizm nedeni olan hastaliklar.

Cole Hughes Makrosefali Sendromu

San Filippo Sendromu

Cornelia de Lange Sendromu

Williams Sendromu ve resiprokal 7q11.23

microduplikasyon Sendromu

17p11.2p11.2 dublikasyon Sendromu

22ql11.1 delesyon Sendromu

WAGR Sendromu

Duchenne muscular distrofisi

Sik goriilen etyolojisi bilinmeyen gelisimsel sendromlardan;

Moebius Sendromu veya sekansi unilateral veya bilateral altinci ve yedinci kranial sinir
felci neticesinde giilimseme ve goz hareketlerinde bozuklukla karakterizedir. Bu

hastalarin %30’unda OSB bulgular goriilmektedir (153).

Landau-Kleffner Syndrome (LKS) nadir goriilen epileptiform bir anomali olup ani
afazi, epilepsi ve EEG bozuklugu ile karakterizedir. OSB’li ¢ocuklarin kiiciik bir

grubunu olustururlar.
2.2.3. Nonsendromik Otizm

Bircok cevresel ve genetik etkenler otizm etyolojisine katkida bulunurken ¢ogu zaman
bu genleri belirlemek olduk¢a zordur. OSB’li hastanin akrabalar1 arasinda otizm riskinin
azaldiginin tespit edilmesi onemlidir, ayrica her birinin etkisi az olmakla birlikte 100’e
yakin allel tespit edilmistir ki bunlar otistik fenotipin kokenini olusturabilirler. Bu
bilgiler 1s18inda tanimlanan lokuslarin bazilarinin veya tamaminin fenotipe katkisi
bulundugu tespit edilmistir (154). Her bir otozomal lokus AUTS, gonozomal lokuslar
ise AUTSX olarak adlandirilir.

Bazi otizm lokuslar1 ayn1 zamanda 6grenme giicliigii lokuslar ile ortaktir. Bulunan bu
yapisal gen varyantlart OSB’li hastalarda rutin sitogenetik ve microarray ¢alismalarinin

yapilmasimi giindeme getirmistir. Fakat bu genler biitiin cocuklarda otizm gelisimine
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neden olmamakla beraber major bir predispozan faktor olarak belirlenmislerdir. Non

sendromik otizmden sorumlu oldugu diisiiniilen baz1 aday genler tabloda belirtilmistir.

Tablo 5: Nonsendromik otizmden sorumlu oldugu diisiiniilen aday genler

Ad OMIM Hedef Gen Kalitim
AUTSI1 209850 Otozomal
MAB21LI1,
AUTS3 608049 DCAMKILI, Otozomal
MADH9
AUTS4 608636 GABRB3 Otozomal
AUTSS 606053 NRXNI1 Otozomal
AUTS6 609378 SLC6A4 Otozomal
AUTS7 610676 ITGB3 Otozomal
AUTSS8 607373 Otozomal
AUTS9 611015 MET, WNT2 Otozomal
AUTSI10 61101 EN2 Otozomal
AUTSI11 610836 Otozomal
AUTSI12 610838 Otozomal
AUTSI13 610908 Otozomal
AUTS15 612100 CNTNAP2 Otozomal
AUTS16 613410 SLCY9A9 Otozomal
AUTS17 613436 SHANK?2 Otozomal
AUTSX1 300425 NLGN3 X-linked
AUTSX2 300495 NLGN4 X-linked
AUTSX3 300496 MECP2 X-linked
AUTSX4 300830 PTCHD1 X-linked
AUTSXS 300847 RPL10 X-linked
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Tablo 6: NonSendromik Otizmde varsayilan bazi genler, proteinler ve fonksiyonlar

Protein Gen Sembolii-Lokus Fonksiyonu

Neuroligin 3 NLGN3-Xq28 Sinaps formasyon ve fonksiyonu
Neuroligin 4 NLGN4-Xp22.33 Sinaps formasyon ve fonksiyonu
Neurexin 1 NRXN1-2P16.3 Neuroliginler icin transsnaptik

baglayict

SH3 & multiple ankyrin repeat
domains

SHANK3-22q13

Post-sinaptik yogunlugun
diizenlenmesi&neuroligin baglanmasi

Contactin-associated protein-like
2

CNATNAP2-7q36

Noronal migrasyon dahil contactin
molekiiller i¢in sinaptik baglayici
ortagi

Contactin 4 & Contactin 3

CNTN4&CNTN3-6p26-p25

Adezyon kuvvet molekiilleri noronal
ekspresyonu

Protocadherin 10

PCDH10-4q28

Cadbherin iligkili ndronal reseptor

Neuronal cell adhesion molecule

NRCAM-7q31

Noronal hiicre adezyonu

Methyl CpG binding protein 1

MECP2-Xq28

Noronal aktivitenin regiilasyonu

Ubiquitin protein ligase E3A

UBE3A-15q11-q13

Noronal aktivitenin regiilasyonu

Deleted in autism

DIA1 (c30rf58)-3q

Noronal aktivitenin regiilasyonu

Ataxin 2-binding protein 1 ?621521 Noronal aktivitenin regiilasyonu

Engrailed 2 EN2-7q36 Orta beyin ve serebellum gelisimi

Homebox Al HOX1-17p15.3 Arka beyin gelisimi

Homeobox B1 HOXBI-17q21-q22 Arka beyin gelisimi

Reelin RELN-7q22 Noron migrasyonunda sinyal proteini

WENT?2 WNT2 -7q31 Emt?rlyomk gelisim, hucre .
proliferasyonu ve belirlenmesinde

FOXP2 FOXP2 131 Embrl}fogfenez ve ggroqal isleyisteki
transkripsiyon faktorleri

ARX homeobox geni ARX -Xp22.13 Noronal gelisimde

Patched domaincontaining 1geni

PTCHDI-Xp22.11

Noronal gelisimde

Sodium channel, voltage-gated,
type VII

SCN7A-2q

Sodyum kanal geni

Na+/H+ exchanger isoform 9

SLC9A9Y(NHE9)-3q24

Sodyum kanal geni

Calcium channel, voltage-
dependent, L type, alpha 1C
subunit

CACNAIC -12p13.3

Kalsiyum kanal geni

Calcium channel, voltage-
dependent, alpha 1H subunit

CACNAIH-16pl13.3

Kalsiyum kanal geni

Calcium channel, voltage-
dependent, L type, alpha 1F

CACNAIF-Xpl11.23

Kalsiyum kanal geni

GABA receptor subunits

GABRB3, GABRAS, GABRG3
15q11.2-q12

Beyinde major inhibitor
norotransmitter

Serotonin transporter

SLC6A4 -17q11.1-q12

Norotransmitter

Mitochondrial
aspartate/glutamate transporter

SLC25A12-2q24

Mitokondrial fonksiyonu ve ATP
diizeyini koruyucu

Oxytocin receptor OXTR-3p26.2 Diger
Laminin beta 1 LAMBI-7q31.1 Diger
RING finger protein 8 RNF8-6p21.3 Ubikitin ligaz ve transkripsiyonel ko-

aktivator
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Veriler standart referanslardan derlenmistir: Gen sembolleri, kromozom lokuslari, lokus

isimleri, kritik bolgeler Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) ‘den alinmistir.
2.2.4. Otizm, Epilepsi Ve EEG Bozukluklari:

Otizmde artan fakat degisken bir epilepsi riski soz konusudur. Simdiye kadar rapor

edilen epilepsi prevalansinin degiskenliginden 3 ana faktor sorumludur:
1-Yas

2-Kognitif diizey

3-Dil bozuklugunun tipi

Epilepsi prevalansi addlesan ve geng eriskinlerde, iliml ve ciddi zeka geriligi ile birlikte
olan motor defisitlilerde ve ciddi algisal dil bozuklugu olan bireylerde yiiksek
bulunmustur. Otizm ve epilepsi birlikteligi bazi vakalarda ortak genetik faktorlerle
aciklanabilmistir. Yinede subklinik epilepsinin kognitif, dil ve davranislar iizerine olan

olumsuz etkisi tartismalidir (155).

Yapilan bazi calismalar OSB’de nobet sikligini artmis olarak bulmustur. 1979 yilinda

Deykin ve MacMahon raporlarinda puberte’de bu riskin arttigini gostermislerdir (156).

Cocukluk cagindaki nobetlerin 6nemli bir boliimiinii genetik sebepler, tanimlanamamis
cevresel veya endojen bazi tetikleyici sebeplerin neden oldugu grup olusturur (157).
Geri kalan kismi ise beyindeki akut, kronik veya difiiz patolojiler ile metabolik ve

idiopatik nedenler olusturur.
2.2.4.1. Epilepsi ile iliskili OSB’nin Etyoloji ve Patofizyolojisi

Genetik olmayan ve tami konabilen genetik nedenler otizmli hastalarin %10-20
kadarinda bulunmaktadir. Nadiren otizm, immatiir beyinde epilepsiye yol acabilen ya da
yol acamayan, genetik dis1 kazanilmis bir hasarin sonucu olarak gelisebilir. Perinatal
asfiksi, prematurite, asilamanin yan etkileri gibi. Otizm ve epilepsi birlikteligi bazi
mendelyen kaliim ozellikleri gosteren hastaliklarda rastlanilan bir durumdur. Tim
cocukluk epilepsi prevalanst ortalama %?2-3 iken OSB’da bu oran %?30’lara
cikmaktadir. Bu oranlar otizm ve epilepsinin siki bir ortak temeli oldugunu
diisiindiirmektedir. Buna ek olarak, EEG anormalliklerinin oran1 nébet gecmisi olmayan

otistik ¢cocuklarda artmaktadir (158).
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Simdiye kadar OSB’nin noérolojik patofizyolojisi hakkinda net bir fikir birligi
olusmamustir (159). Bazi otopsilerde serebellum, limbik sistem ve neokorteks’te
anormal noronal migrasyon ile birlikte destriiktif lezyondan ziyade hemen goéze
carpmayan hiicresel gelisim bozuklugu a¢iga cikarilmistir. Goriintiileme ¢alismalar ile
bircok beyin alani serebellum ve limbik sistem, Ozellikle amigdale, frontal lob ve
hipokampusu igeren temporal lob alanlar1 incelenmistir (160-161). Hipokampus
epileptogenezde olduk¢a ©Onem tasiyan bir bolgedir. Temporal lob isitme ve dil
siirecinde rol alan kritik bir bolgedir. Her iki bolge de edinsel epileptik afazide

etkilenmektedirler (162).
2.2.4.2. OSB’deki Nobet Tipleri

Tiim nobet tipleri otizmde goriilebilmektedir. Epilepsi prevalansi ve nobet tiirleri
populasyon calismalarinda cesitlilik gosterebilmektedirler. Baz1 ¢alismalarda kompleks
parsiyel, atipik absens, myoklonik ve tonik-klonik ndbetler yayginken bir digerinde
jeneralize tonik-klonik ve atipik absensler on plandadir. 1981 yilinda Finlandiya'da
yapilan bir ¢alisma, infantil spazm (IS) ve otizm arasinda bir iliski oldugunu, infantil
spazmli ¢ocuklarda pozitron emisyon tomografisi (PET) ile bitemporal glukoz
hipometobalizmasinin gosterildigi ve ciddi dil bozuklugu ve zeka geriligi olan
otizmlilerde de bunun olabilecegini gostermistir (163). Fakat yinede OSB ile IS

arasindaki iligki tam olarak anlagilamamistir.
2.3.4.3. Prevalans ve Risk Faktorleri

Otizmlilerde epilepsi orant %5 ile %38,3 arasinda bildirilmistir. Yas aralig1r olarak
bimodal dagilim gostermektedir. ilk pik infantil donemde 5 yasindan once goriiliirken
ikinci pik addlesan donemde 10 yasindan sonra goriilmektedir (164). 6-13 yas arasi
epilepsi ve zihinsel engelli 98 cocuk {iizerinde yapilan bir ¢alismada %?27 oraninda
infantil otistik bozukluk veya baska bir otistik spektrum bozuklugu oldugunu

bildirmistir (163).

Epilepsinin zeka geriligi ile birlikte bulundugu durumlarda otizm riskinin arttifina dair
giiclii kanitlar olmasina ragmen en az bir ¢calismada ciddi davranis bozukluklarinda zeka

geriligine gore epilepsi ile iligski daha fazladir (165).

Simdiye kadarki calismalarda otizmle beraber algisal dil bozuklugu olanlarda, kognitif
fonksiyonlarinda gerilik olanlarda ve belli yas gruplarinda (infant ve pubertede) epilepsi

gelisme riski daha fazla bulunmustur.
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2.3.4.4. EEG Bozukluklar:

Otizmli bireylerde EEG anomalilerinin sikligin1 belirlemek potansiyel onyargilardan,
EEG uygulamalarinin cesitliliginden ve EEG degerlendirmede kullanilan standartlardan
dolay1 zordur (166).

OSB’li ve regresyon hikayesi olan ancak klinik olarak nobeti olmayan ¢ocuklarin uzun
stireli video EEG telemetri calismalarinda, bu hastalarin %46’sinda epileptiform EEG
anormalligi tespit edilmistir (167). Bu tiir hastalarda yeterli yavas dalga uykusu ornegi
iceren uzun siireli video EEG kaydi epileptiform anomaliyi gosterme agisindan 1 saatlik

rutin kayitlara gore daha hassastir (162).

Otizme 6zgii olmamakla birlikte, EEG anormallikleri gosterilmistir. En sik goriilen
anormallikler yaygin ya da fokal diken veya yavas ve paroksismal diken ve dalga

aktivitesidir (149).

Yapilan calismalarda en azindan dilde gerileme Oykiisii olan otistik ¢cocuklarda uzun

siireli EEG c¢alismasi1 6nerilmektedir.

42



3. GEREC VE YONTEM

3.1. HASTA VE KONTROL GRUBU

Calismamizda, CDKLS geninin 4. ekzonundaki A40V, 5.ekzonundaki 172N ve 172T,
7.ekzondaki C152P, 8.ekzondaki R175S, G178D ve P180L, 12.ekzondaki R444C ve
18.ekzondaki L879E mutasyonlarini direngli nobeti, OB vendbete ilave OB olan toplam
67 hasta ve saglikli 23 kisilik bir kontrol grubunda karsilastirilarak degerlendirilmistir.
Hasta ve kontrol grubu iiyelerinin her birisine calismaya kendi rizalar ile katildiklarini
belgelemek amaciyla goniillii onam formu doldurulmus ve Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan calisma izni alinarak bilim etigi cercevesinde calisma

tamamlanmistir.
3.1.1. Hasta Grubu:

Aralik 2011-Mart 2012 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saghg ve Hastaliklari Anabilim Dali Cocuk Noroloji Polikliniginde klinik olarak
elektroensefalogram (EEG) ve nobet tipine iligkin bulgulara gore direncli epilepsi tanisi
almis, Cocuk Ruh Sagligi Anabilim Dalinda DSM-IV kriterlerine gére OB ve ilaveten
epilepsi tanis1 almis 40 erkek ve 27 disi calismaya dahil edilmistir. Her bir hastanin 3 ml

kan ornekleri EDTA’l1 tiiplere alinmistir.
3.1.2.Kontrol Grubu:

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na basvuran epilepsi,

OB hastalig1 olmayan bu acidan saglikli, benzer yas ortalamasina sahip 13 disi ve 10
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erkek kontrol grubunu olusturmaktadir. Bu kisiler calismaya katilmay1 onaylamis ve 3

ml kan 6rnekleri EDTA’T1 tiiplere alinmugtir.

3.2. KULLANILAN ALETLER

Derin Dondurucu

LightCycler Real Time PZR Cihazi1 480 sistem

Mikropipet seti (0,5-10 ul, 10-100 pl ve 100-1000 pl 6l¢tim araliginda)
Mikrosantrifiij aleti

Sogutucu

Vorteks

3.3. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

3.3.1. Kandan Genomik DNA {izolasyonu Icin High Pure PZR Template

PreparationKit’inde Bulunan Kimyasal Maddeler

Baglayici (binding) tampon (buffer), (6 M guanidine-HCI, 10 mM {ire, 10 mM Tris-
HCl,

%20 Triton X-100 (v/v), pH:4,4)

Proteinaz K (Liyofilize Proteinaz K)

Inhibitor uzaklastiric1 (removal) tampon (5 M guanidine-HCL, 20 mM Tris-HCI,
pH:6,6)

Yikama (wash) tamponu (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH:7,5)

Eliisyon tamponu (10 mM Tris-HCI, pH:8,5)

3.3.2.Gercek zamanhh PZR Cihazinda (LightCycler) Kullanilan LightCycler Fast
Start DNA Master Probe Setinde Bulunan Kimyasal Maddeler

PZR ve tek niikleotid polimorfizmini belirlemek i¢in, LightCycler Fast Start DNA
Master Probe seti kullanilmistir. Kit igerigi Tablo 7 *de verilmektedir.
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Tablo 7: LightCycler Fast Start DNA Master Probe seti igerigi

Etiket ad1 Icerigi

LightCycler® Fast-Start Enzim-1a Fast Start Taq DNA Polimeraz,

LightCycler®  Fast-Start  Reaksiyon Reaksiyon tamponu, d NTP karisgimi ve

Karisimi1 HybProbe-1b 10Mm MgCI2
MgCI2 stok soliisyon(mavi kapak) 25Mm MgCI2
PZR-grade(renksiz kapak) H20

34. HASTA GRUBUNDA CDKLS5 GENININ BELIiRLENEN
MUTASYONLARININ ARASTIRILMASI iCiN iZLENEN YONTEM

3.4.1. DNA Eldesi:

Kandan genomik DNA eldesi i¢cin High Pure PZR Template Preparation Kit’i (Ref#11
796 828 001 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kullanilmistir.

Calisma grubuna dahil olan 26 direncli epilepsi,19 OB, 22 OB’ ye ilaveten epilepsi ve
23 kontrol grubu bireyinden, calisma anina kadar -20° C’de saklanan 3ml kan EDTA’l1

tiilplere alinmis ve DNA eldesi icin asagida siralanan asamalar uygulanmistir.

Liyofilize haldeki Proteinaz K’ya 5 ml distile su ilave edilmistir. Inhibitér Removal
Buffer (Ref# 11 796 828 001 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) 20 ml
etanol eklenerek, yikama soliisyonu (wash buffer) (Ref# 11 796 828001 Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) 80 ml etanol eklenerek hazirlanmistir. On

hazirlik asamasindan sonra asagidaki islem siralamasi uygulanmstir;

1. 1,5 ml lik ependorf tiiplere 200 ul kan 6rnegi alindi.

2. Uzerlerine 200 pl Binding Buffer (Ref# 11 796 828 001 Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Almanya) ve 40 ul Proteinaz K (Ref# 11 796 828 001 Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) eklenerek iyice karistirildi.

3. Karigim 10 dakika 70 °C’de inkiibasyona birakildi.

4. DNA’ larin ¢okmesini saglamak icin, daha sonra her tiipe 100 pl isopropanol
eklendi ve pipetle karistirildi.

5. Hasta sayist kadar toplama tiipli c¢ikartildi ve her birine filtreli tiip

yerlestirildi.Hazirlanan bu karisim toplama tiiplerine aktarildi.
45



6. Tiplerdeki karistm 8000x g’ de 1 dk. santrifiij edildi.

7. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine alindi.

8. Her tiipe 500 pl inhibitor removal buffer eklendi ve 8000x g’de 1 dk. santrifiij
edildi.

9. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine alindi.

10. Her tiipe 500 pl yikama soliisyonu (wash buffer) eklendi ve 8000x g’de 1 dk.
santrifiij edildi.

11. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine alindi.

12. Her tiipe 500 pl yikama soliisyonu (wash buffer) eklendi ve 8000x g’ de 1 dk
santrifiijedildi.

13. Toplama tiiplerindeki s1v1 dokiildii ve tekrar 13000x g’de 10 saniye karistirildi.

14. Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler 1,5ml’ lik ependorf tiiplerine alindi.

15. Her tiipe 6nceden ependorflara boliinerek hazirlanmis ve 70 °C’de bekleyen
elutionbuffer dan (Ref# 11 796 828 001 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Almanya) 200 ul eklendi.

16. Ependorf tiiplerindeki karisim 8000x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

17. Elde edilen DNA sonra ¢alisilmak iizere -20 derecede saklandi.

3.4.2. DNA Saflig1 ve Konsantrasyonun Olciilmesi

izole edilen DNA’larin saflifn ve konsantrasyonu Nanodrop 2000 cihazinda

spektrofotometrik dl¢iimlerle hesaplandi.
Spektrofotometrik okuma ~ 260nm ve ~280nm dalga boyunda, TE tamponu ile yapildi.

Niikleik asitlerin safligt A260/A280 oranmi ile de saptanabilmektedir. Bu oran ~1,8

olmalidir.
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SCIEMTip

Sekil 8: NanoDrop 2000 cihazi

3.4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-PZR (Polymerase Chain Reaction -PZR): PZR
DNA’da bulunan ve dizisi bilinen iki bolge arasindaki 0zgiin bir segmenti enzimatik
olarak cogaltmak icin uygulanan reaksiyonlara verilen ortak bir isimdir. Invitro ortamda
niikleik asitlerin ¢ogaltilmasi, bir bagka deyisle, canli bir hiicre i¢cinde gergeklesen DNA
replikasyonunun, bir tiip icinde taklit edilmesidir. DNA molekiiliiniin milyonlarca hatta

milyarlarca kopyasini kisa zamanda yapan bir tekniktir.

Yontemin temeli ¢cogaltilmak istenen bodlgenin 2 ucuna 6zgii olan ve buradaki dizilerle
eslesebilen (hibridize olabilen) sentetik oligoniikleotidler yani ileri ve geri primerler
kullanarak bu kismin enzimatik olarak sentezlenmesidir. Bir PZR reaksiyonu igin

gerekli temel bilesenler;

¢ Oligoniikleotidler: Bolgeye 6zgii ileri ve geri primerler

e Kalip DNA

e Deoksiriboniikleozid trifosfatlar(ANTP)

e DNA polimeraz enzimi: Ilk ve en sik kullanilam Tag DNA polimeraz enzimidir.
e Tampon ¢ozelti: Tris-HCL, pH 8.8, (NH4)2S0O4, Tween® 20

o MgCI2

Kullanim Alanlarz:

Kalitsal hastaliklarda tagiyicinin ve hastanin tanisinda, prenatal tanida, klinik drneklerde
patojen organizmalarin saptanmasinda, adli tipta, onkogenesisin arastirilmasinda,
problarin olusturulmasinda / klonlamada / gen ekspresyon arastirmalarinda, DNA dizi
analizinde, biiylik miktarda DNA Orneklerinin olusturulmasinda, Restriksiyon Fragment

Length Polimorfizm (RFLP) Analizinde kullanilmaktadir.
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3.4.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PZR) Basamaklari:

PZR ii¢ degisik sicaklikta calisan basamaklarin bir dongii halinde tekrarlanmasi ile

gerceklestirilir. DNA cift sarmalinin birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), ileri ve geri

primerlerin hedef dizilere baglanmasi (annealing), primerlerden itibaren zincirin

uzatilmasi (extension) asamalarindan olusur.

1.

Ik basamak denatiirasyondur ve yaklasik 94 °C’ye 1sitilan DNA’nin iki
zincirinin birbirinden ayrilmasi s6z konusudur.

Ikinci basamak birlesmedir (annealing). Sicakhigin diisiiriilmesi ile primerler
cogaltilacak bolgenin uclarinda yer alan kendilerine 0zgiil dizileri taniyarak
hidrojen baglar1 ile baglanirlar. Primerlerin 06zgiil olarak baglanmasi icin

kullanilan sicaklik genellikle 45-60°C arasindadir.

. Ugiincii basamak zincirin uzatilmas1 asamasidir. Reaksiyon karistmi sicakliga

direncli DNA polimerazin calistigt optimum sicaklik olan 72°C’ye
getirildiginde, primerlere baglanan enzim molekiilleri dizinin 3’ ucuna kalip
DNA’ya uygun niikleotidleri ekleyerek DNA sentezi yaparlar. Bu ii¢ basamak
bir dongiiyii olusturur ve her tekrarlanista iki primer arasinda kalan 6zgiill DNA
parcasinin birer kopyas: cikartilarak baslangictaki DNA miktar1 her dongiide
geometrik olarak c¢ogaltlir. Cogaltilan DNA parcalarinin  (amplikon)
gosterilmesi i¢in agaroz ya da poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) yapilir. Bir

PZR dongiisiiniin her bir agsamasi belirli sicakliklarda gerceklesir.

DENATURASYON
94°C.97°C

SICAKLIK

47°C-60°C
CIFT ZINCIR DNA,
25%

Sekil 9: PZR dongiisiiniin sicaklik agamalari
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3.4.3.2. PZR Cesitleri
3.4.3.2.1. Klasik PZR

Hedef dizisinin her iki ucuna 6zgii primerler kullanilarak DNA polimeraz yardimiyla

uygulanan PZR tiiriidiir.
3.4.3.2.2. Real-Time PZR

Niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresan sinyalinin
Olciilmesiyle, kantitatif sonug¢ alinabilen bir PZR yontemidir. Kantitatif gercek zamanl
PZR, reaksiyon sirasinda her dongii sonunda olusan {iiriin miktarinin, boya ya da
problarin hedef bolgeye hibridize olmasi sonucu olusan 1s1manin (floresans) kamera ile
gorlintiillenmesiyle gercek zamanli olarak bilgisayar ekranindan izlenmesine olanak

tantyan bir yontemdir.
3.4.3.2.3. Multiplex PZR

Klasik veya Real-time PZR’nin modifikasyonuyla iki veya daha cok farkli PZR
amplifikasyonunun ayn1 reaksiyonda gerceklestirilmesi esasina dayanir. Klasik PZR ile
ayni basamaklarda gerceklesmesine ragmen her bir reaksiyonda coklu primer setleri

kullanilmaktadir.
3.4.3.2.4. Revers Transkripsiyon PZR

mRNA ve viral RNA gibi RNA hedef dizilerinin ¢ogaltilmasi amaciyla kullanilir.

Burada bir reverse transkriptaz enzimi ve DNA primeri kullanilmaktadir.
3.4.2.3.2.5. Nested PZR

Komplex mikrobiyal popiilasyonlara ait hedef dizilerin spesifik bir sekilde
amplifikasyonu bazen klasik PZR ile miimkiin olmadiginda Nested PZR yoOntemleri

uygulanir.

49



Tablo 8: PZR cesitlerinin karsilastirilmast

PZR HEDEF UYGULAMA AVANTAJ] DEZAVANTAIJ
Amplifikasyon
sonrasi analiz
gerektirir. Daha
fazla zaman,

En kolay arag/gereg
uygulanan PZR harcanir. Insan
DNA dizisinin
. tipi, diisiik hatas1 ve
KLASIK DNA amplifikasyonu
maliyetli ve az kroskontaminasyon
ve arastirilmasi
donanim riski tasir. Elde
gereksinimi edilen iiriiniin prob
hibridizasyonu
veya dizileme ile
dogrulanmasi
tercih edilir.
. Primer secim
Iki veya daha
olanaklar1
fazla sayidaki Coklu hedef N
stnirlidir. Onemli
farkli DNA dizisinin tek bir
Olciide
dizisinin ayn1 reaksiyonda
, optimizasyon
MULTIPLEX DNA anda amplifikasyonu ile
gerektirir.
amplifikasyonu | zaman ve
Cogunlukla
(Klasik ve Real | arag/gereg
hassasiyeti ve
time ‘de tasarrufu.
Ozgiinliigii
uygulanir)
diisiiktiir.
RNA’nin cabuk
bozulmasi. EkK RT
mRNA, RNA ‘nin Tiim RNA agsamasi daha fazla
REVERSE
. rRna, viral | amplifikasyonu | cesitlerinin zaman ve para
TRANSKRIPTAZ
RNA ve arastirilmas1 | amplifikasyonu gerektirir,
kontaminasyon
riski tasir.
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External ve

Daha hassas,

[k amplifikasyon
sonrasl iiriiniin
taginmasi
nedeniyle yanlis

pozirif sonug

internal primer | nonspesifik
NESTED DNA ihtimali vardir.
takimlar1 amplifikasyonun .
Ik amplifikasyon
kullanilarak azaltilmasi
asamasindan sonra
ornek hazirlama
icin ek oda
gereksinimi vardir.
Hizli, bagil veya
kesin hedef dizi
quantifikasyonu.
Daha pahali
Genellikle
ekipman ve sarf
amplifikasyon
Hedef niikleik malzeme gerektirir.
sonras1 analize
asit dizisinin Primer ve prob
, gerek duyulmaz.
REAL-TIME DNA kopya sayisinin secimi sinirhidir.

tespiti ile

quantifikasyon

Prob ve melting
curve(erime egrisi)
kullanildig i¢in
daha kesin sonug.
Daha az
kroskontaminasyon

riski vardir

Dogrulama
analizlerine
(dizileme gibi) izin

VEermez.

3.4.3.3. Real-Time PZR: (RT-PZR)

Niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanl olarak artis gosteren floresans sinyalin

Olciilmesiyle kisa siirede sonug¢ verebilen PZR yontemidir. Bu yontemle agaroz jel

elektroforezi, DNA bantlarinin mor otesi 151k altinda goriintiilenmesi gibi islemlerin

uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Bu teknoloji “kinetik PZR”,“homojen PZR”

“kantitatif Real-time PZR” isimleriyle de tarif edilmektedir. Gen anlatiminin analizini
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degistiren bu metot ile geleneksel PZR yontemi ve gen analizi birlestirilmistir. PZR
devam ederken ortaya ¢ikan iirlinler saptanmaya basladigi anda degerlendirmeye alinir.
En sik kullanim alanlarint DNA’nin kopya sayisimi sayisal degerlere doniistiirme,
mRNA’nin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme, tek nokta mutasyonlarin1 belirleme,
patojen belirleme, DNA hasar1 belirleme, metilasyon tespiti, SNP analizi, kromozom

bozukluklarinin tespiti gibi alanlardir

RT- PZR, olusan iiriine baglanan ve 1s1ma veren raportore gereksinim duyulmaktadir..
Bu olusan iiriin miktarin1 yansitan floresans sinyal olusturur. PZR sikluslari neticesinde
olusan kisa dizilere amplikon denir. Baslangi¢c PZR sikluslarinda, RT- PZR’da sinyal
zayiftir. Bu sinyalin giiclenmesi amplikonlarin artis1 ile olur. Sinyalin esik degere
ulagmasi icin gereken siklus sayisina CT (threshold cycle = esik deger dongii) degeri ad1

verilir. Amplifikasyon cevap egrileri CT degeri asildiktan sonra logaritmik olarak artar.

Ustal {eksponansiyal] gelisme fazi Plato faz
g - - -
gignal » beckpround
A - !_,-F" B R
/ /
!
i ! /
o cT (B |I|. ..'II.I
C |,' |
b ) /
b I
-] W P
(' |
[
[
104 ."l
."III I|I
| ! / Esik cizgisi
T T T T I I ' I ' I
1] 10 20 30 40 D
Ddngu Sayisi

Sekil 10: RT-PZR cevap egrileri

Gergek zamanli PZR’da floresans raportorler kullanilmaktadir. Hedef bolgenin kopyasi
sayis1 arttik¢a floresan raportorlerden alinan sinyal miktarida artmaya baslar. Biitiin RT-
PZR sistemleri floresan boyalar1 algilar ve sonrasinda floresan sinyalleri ile olusan PZR
tiriin miktarin1 korele ederler. Bunun icin ¢esitli metodlar kullanilir. En sik kullanilan

floresan formatlar: 2 sinifa ayrilir.

1. Sekans bagimsiz tarama analizleri
e SYBR Green 1

o FEthidium Bromide
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2. Sekans spesifik prob baglanma analizleri
e Hidroliz Probe(TagMan format)
¢ Hibridizasyon Probe

¢ Simple Probe
3.4.3.3.1. SBYR Green 1

dsDNA’ya baglanan floresan boya olup RT-PZR i¢in basit ve pahali olmayan bir
yontemdir. SYBR Green 1 soliisyon icinde serbest durumda zorlukla floresan verirken
DNA’ya bagliyken 151ma miktar: biiyiik oranda artar. Sinyal miktar: olusan iiriin miktari
ile birlikte dogru orantili olarak artar. Bu yontem PZR’da kolaylikla uygulanabilir
ciinkii ilaveten floresan isaretlenmis oligoniikleotidlere ihtiya¢ duymaz. Ancak
optimizasyonu 1iyi yapilmalidir c¢iinkii hem spesifik hem de non-spesifik PZR
riinlerinin algilanmas1 gibi bir durum s6z konusudur. Sybr Green herhangi bir
dsDNA’ya baglandigi zaman, boya farkli dsDNA tiirleri arasinda ayrim yapmaz.
Spesifik, non-spesifik iiriinler, primer-dimerler ayni sekilde algilanir. Herhangi bir PZR
artefakti hedef sekansin konsantrasyonunun abartil1 bir sekilde artmasina neden olabilir.

Melting Curve analizi ile iiriin ve primer-dimer arasinda ayrim yapilabilir.

Sekil 11: SYBR Green 1varliginda PZR

A. Denatiirasyondan sonra DNA tek zincirli hale geliyor.

B. Anneling esnasinda primerler hedef sekansla hibridize olur, SYBR Green 1
kiigiik bir bolgeye baglanir. Boylece floresan 151ma artar.

C. Elangasyon fazinda primerler uzar ve daha fazla boya baglanir.

D. Elangasyonun sonunda DNA cift zincirli hale gelirve maksimum boya baglidir.
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3.4.3.3.2. Hidroliz Problar

cDNA ornegindeki hedef dizinin miktar tayini i¢in Taq polimerazin flourogenik 5’

ekzoniikleaz aktivitesini kullanirlar. TagMan (PE Biosystem), Beacons, Scorpions.

TagMan problar1 5' ucunda floresan isaret molekiilii (raporter) ve 3’ ucunda quencher
bulundururlar ve problar primerlerden daha uzundur. Floresan molekiil uyarildigi zaman
enerji transferi quencher molekiilden daha fazla oldugu i¢in 1s1n1m olusur. Problar PZR
riiniiniin i¢ bolgesine baglanirlar. DNA’da replikasyon olurken TagMan probun 5’
ucuna geldigi zaman ekzoniikleaz aktivitesi ile probu kirar. Boylece raporter molekiilii
serbest kaldig1 ve quencher da uzaklastig1 i¢in 1s1n1m yapar. Isitnim miktar1 her siklusda

kirilan prob sayisiyla orantili olarak artar.

Iyi dizayn edilmis TagMan problari ¢ok az optimizasyon gerektirir.

Y4

b "‘_“ T
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Sekil 12: Hidroliz problar1 varlifinda PZR ¢alismasi.

Prob 2 adet floresan boya tasir. Sekil A’da sicaklik artis1 ile hedef DNA zinciri
ayrilmaya baslar. Anneling fazinda ise (Sekil B) primer ve prob hedef sekansla spesifik
olarak birlesir. Hidroliz probu 3’ ucundan fosforillenir ve uzayamaz. DNA polimeraz

primer gibi uzadiginda,5’ niikleaz aktivitesi gosteren kisim ile birlikte probdan ayrilir

(Sekil C).

Prob fragmanti hedeften ayrildiktan sonra yeni amplikonlarin polimerizasyonu devam

etmektedir (Sekil D).

TagMan PZR analizi sonrasinda tiim problar sindirilir (Sekil D). Melting curve analizi
yapilamaz. Bundan dolayr SNP veya mutasyon analizlerinde bu tip analizler bagka

yontemlere de gereksinim dogururlar.
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3.4.3.3.3. Hibridizasyon Problar1

Hedef DNA dizisi ¢ogaltilir (amplifikasyon), olusan tiim amplikonlar yavas yavas
isitilirken floresan sinyali toplanir. Bu sayede SNP gruplart birbirinden ayrilir. Bu
problar amplifikasyon sirasinda, hidroliz problarinin aksine parcalanmazlar. Bu sayede
amplifikasyonun hemen ardindan ikinci bir isleme gerek olmaksizin melting curve
analizi yapilabilir. Hibridizasyon prob kullaniminda, PZR’in amplifikasyon fazinda
amplifiye olmus kismin spesifik bir dizisine hibridize olmasi i¢in 6zel olarak dizayn
edilmis iki tane isaretli oligoniikleotid kullanir. Bunlardan biri 3’ ucundan floresin ile
isaretlenmis ve donor ad1 verilen bir prob, ikincisi ise akseptor adi verilen ve 5° ucundan
LightCycler Red ile isaretlenen bir probdur. Bu etiketler, sadece oligoniikleotidler hedef
tizerinde dogru yerlere gelir ise birbirlerine ¢ok yakin bulunurlar ve bdylece floresan
rezonans enerji transferini (FRET) miimkiin kilarlar. Yayilan floresan miktari, PZR

sonucunda olusturulan hedef DNA miktar1 ile dogrudan orantilidir.

A 1’{»‘ [}
Fluorescein g ,I‘IF‘:;;!
(LR (111111 |\ SR L
L7/ SR I rernis 3 e
e Ve LA ELALET TP
A Denaturation A Annealing
¢ (] “;‘F
)
am PR
‘ M i
M T o J— I TINTIRL LA
TR T ————————
_ U TR T TR SR T A
Elongation End of Elongation

Sekil 13: Hibridizasyon problari varliginda. PZR

Donér boya probunun 3' ucunda bir floresan etiketi ve akseptor boya probu 5' ucunda
bir LightCycler kirmizi etiket bulundurmaktadir. PZR denatiirasyon fazinda
hibridizasyon goriilmemektedir (Sekil A). Serbest boyalar arasindaki mesafe enerji
transferini engelledigi i¢in bu asamada kirmizi akseptor boyasindan floresan
alimamayacaktir. Problar amplifiye olan DNA fragmanina bas-kuyruk diizeni i¢inde
baglanirlar ve hibridizasyon olur ve bdylece 2 floresan boyanin yaklasmasi saglanir

(Sekil B). Fluorescein yesil floresan 1s1nim vermesi i¢in LED tarafindan uyarilir.

Not: Amplifikasyon sonunda her iki HybProbe problar degismemistir, mutasyon ya da

SNP taramalarinda melting curve analizi yapilabilir.
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3.4.3.3.4. Simpleprobe Problari

Bizim calismamizda kullandigimiz raportér SimpleProbe problaridir. Single-labeled
problar, SNP ya da mutasyonlar1 belirleyebilen basitlestirilmis hibridizasyon problarinin
ozel bir seklidir. Bu yiizden simpleProbe olarak adlandirilan prob formati, sekansa
spesifik olmayr basarmak icin yalmiz bir floresan ile etiketli tek bir hibridizasyon
probunu gerektirir. Genellikle bu tip problar 6zellikle SNP ile alakal1 bolgeyi iceren bir
hedef sekansa hibridize olmast i¢in tasarlanmistir. Prob hedef sekans ile hibridize
oldugunda SimpleProbe hibridize olmadig1 zamankinden ¢ok daha fazla floresans yayar.
Sonug olarak floresansdaki degisiklik yalnizca probun hibridizasyon durumundan koken

alir.

SimpleProbe problari mutasyon tespiti ve SNP genotiplendirmekte miikemmel
materyallerdir, ¢iinkii bu problar kolayca wild-type, mutant ve heterozigot 6rnekleri

sadece tek iplikli kisa bir prob ile belirlerler.

R

@ § 3-p R = Reporter (Fluorescein)

Q = Quencher A

o
@,
. ﬁ 5

Sekil 14: SimpleProb Analiz Prensibi

Sekilde SimpleProbe’un tespit yaparken nasil calistigim gostermektedir. Bir
SimpleProbe probu kendisinin ya 3’ ya da 5  sonlarindan etiketlenebilir. Eger
SimpleProbe ¢ozelti icinde serbest ise, raporter boyanin floresan yaymasi non-floresan
quencher tarafindan baskilanir (Sekil A). Probe hedef bolge ile hibridize oldugu zaman
yani baskilanma azaldiginda ve Lightcycler cihazinin LED’i tarafindan algilandiginda
probe yesil floresan yayar (Sekil B). Ayrica; probe hibridize olmadig1 zaman bile,

floresan 530nm’de arka planda tespit edilebilirdir, bundan dolay1 sinyal diisiiktiir.
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Sekil 15: SimpleProbe formati ile SNP tespiti

SNP analizi i¢in Lightcycler cihazi SimpleProbe’un erime davranisini ekranda gosterir
(Sekil 14). Sicaklik arttigt zaman, floresan ol¢iilerek; probe-hedef hibritlerinin erime
sicakligr tespit edilebilir. Erime sicakliginin daha yiiksek olmasi, SimpleProbe ve hedef
sekans arasinda hibridizasyonun daha karali oldugunu gosterir. SNP’ler gibi

mutasyonlarda SimpleProbe baglanma stabilitesini zayiflatirlar.

Melting Curves
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Sekil 16: SimpleProbe’ nin erime egrisini davranisinin LightCycler cihazindaki

goriinimi
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A grafigi ornek floresan sicakligini gosterir (erime egrisinin verisi). Her bir 6rnekte
floresan sinyali agik bir sekilde sicakligin artmasiyla azalmaktadir. Probun yeri kendi

hedefinden degistirildigi zaman SimpleProbe’un baskilanis1 yansir.

B grafigi her bir 6rnegin pik olarak erime sicakligini gosteren drnek floresan sicakligi
ilk negatif tiirevini konu alir. Bu analiz, bu 6rnekle wild-type 6rnekleri (sekans ve prob
arasindaki miikemmel eslesmeyi yansitan daha yiiksek erime piki) acik bir sekilde
mutant Orneklerden (sekans ve prob arasindaki yanlig-eslesmeyi yansitan daha diisiik

erime piki) ayirabilir.
3.4.3.3.5. SimpleProbe Problari i¢in Dizayn Faktorleri

Basarili bir SimpleProbe dizayni i¢in 6zellikle ters komplementer bolgelere ( probun
baglandigit DNA bolgesi) dikkat edilmelidir. Probun tespit kapasitesini test etmek igin
yapay bir ters komplementer oligo kullanilir. SimpleProbe probunun ©on kisminin
genellikle mutasyon bolgesini kapatmasi tavsiye edilir; probun hem 3’ hem 5’ son
kisminin yakininda olan mutasyonu kapatan sekansa izin verilmemelidir. Direk olarak
floresan etiketin asagisindaki hedef bolge (pozisyon -1, -2) C ya da T icermesi daha
1yidir, bu pozisyonda G olmasina engel olunur (Sekil 15). Ciinkii raporter molekiile
komsu G 1sinim1 engeller. Cift-iplikli DNA ile floresan boyanin aynmi hizada stabil
kalmasi i¢in 1-4 pozisyonlar1 arasinda harekete izin verilmez. Bazi durumlarda, ikincil
yapilar single-labeled problarin 6zel fonksiyonlarimi etkileyebilir. Bu gibi durumlarda

SimpleProbe yerine Hybridization problarinin tercih edilmelidir.

Scheme

Sekil 17: Simple Problarin dizayni

Amplifikasyonun sonunda SimpleProbe problari da hibridizasyon problarinda oldugu
gibi ortamda parcalanmadan kalabildigi icin SNP belirlenmesinde bu problar erime
(melting) egrisi analizlerinde kullanilabilecek ve bdylece SNP’lerin tanimlanmasi

miimkiin olacaktir.
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Melting egrisi analizi ile farkli alleler birbirinden ayrilabilmektedir. PZR ile spesifik
bolgenin ¢ogaltilmasinin ardindan, melting egrisi analizi ile amplikon karakterize edilir.
TM degeri ¢ift sarmal DNA’nin yarisinin denatiire oldugu sicaklik degeridir, buna gore
her bir amplikonun melting degeri o amplikonun boyuna, sekansina, guanin-sitozin
icerigine baghdir ve karakteristiktir. Bu sayede melting egrisi analizi PZR {iriiniiniin
tanimlanmasina imkan saglar. PZR’1n amplifikasyon asamasinin ardindan sicaklik 6nce
diisiiriiliir, bu sirada yiiksek bir floresan sinyali alinir, sonra sicaklik yavas yavas
diisiiriilerek floresan miktarindaki diisiis izlenir ve PZR {iriiniiniin melting noktasi

belirlenir.

3.5. RT-PZR Yontemi ile CDKL5 Geninde A40V, I72N ve 172T, C152P, R175S,
G178D ve P180L, R444C ve L879E Mutasyonlarimin Analizi:

Kandan elde edilen DNA’lardan, RT-PZR yontemi ile CDKLS geninde A40V, 172N ve
172T, C152P, R175S,G178D ve P180L, R444C ve L879E aminoasit degisimlerine
neden olan mutasyonlarin oldugu gen bolgelerinin uygun RNA primerleri ile
cogaltilmasinda kullanilan primerler ve baz degisimini belirlemek amac ile kullanilan
problar (TIB MOLBIOL GmbH, Berlin, Almanya) tasarlandi. Bu problardan
119C>T,533G>A, 1330C>T ve 2535_2536 delCT mutasyonlarina ait olanlart mutant
tipe gore tasarlanirken digerleri wild tipe gore tasarlanmistir. Ger¢ek zamanli PZR
islemi LightCycler® 480 cihazi (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya)
kullanilarak yapildi. Her bir mutasyon ic¢in ayri ayri tasarlanan problarin 5' ucunda
raporter (floresein) boyasi ve quencher(non-floresein) bulunur. Calismadaki problar 5'
ucunda LightCycler Red 640 ile isaretli olan problardir. Analizde ilk asamada enzimin
aktive olmas1 i¢in 95 °C’de denatiirasyon islemi gerceklestirilir. Bir sonraki asama ise
PZR dongiisiidiir. Sirasiyla 95,55 ve 72 °C’de denatiirasyon, baglanma ve uzama
asamalart gerceklesir. Dongii sayist 45°dir ve her dongii sonunda {iriin miktar
logaritmik olarak artar. SNP’lerin belirlendigi asama olan 3. asamada yeni olusan cift
zincirli DNA 95 °C’de denatiire edilir ve 40 dereceye kadar 1s1 yavas yavas diisiiriiliir.
Bu 1s1 diisiiriilme asamasinda LC Red 640 boyasi ile etiketli olan prob hedef sekansa
baglanir. Wild tipe gore tasarlanan problar eger ki mutasyon yoksa hedef sekansla
oldukca uyumlu sekilde ve siki bir bag ile baglanir. Ama mutasyon varliginda bu bag
zayif sekilde olusur. Son asamada sicaklik tekrar artirilirken (75 °C’ye kadar) ilk

durumda baglarin sikiligindan dolay1 erime egrisi analizinde daha yiiksek bir sicaklik
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elde edilirken ikinci durumda daha diisiik bir sicaklik elde edilir. Mutant tipe gore

tasarlanan problarda yine ayni sistematik ile caligmaktadir.

PZR islemi icin PZR karistmi hazirlandi. Son hacmi 20 pl olan PZR karisiminin
iceriginde; 12,4 ul H20, 1,0 MI reaksiyon mix, 2,0 pl FastStart DNA
Master(LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostic) 3mM
MgCI2 ve 3ul kalip DNA (1-5 pl) bulunmaktadir. PZR reaksiyonu igin sicaklik

dongiileri Tablo 9* da verilmektedir.

Tablo 9: LightCyler 1,5 sistem ve 480 sistem cihazlarinda RT- PZR yonteminde analiz

agsamalari
Dongii
Analiz Asamalari Sicakhik(°C) Siire
Sayisi
Denatiirasyon 1 95 10 dk.
Denatiirasyon 95 10 sn
Cycling 45 Baglanma 60 10 sn
Uzama 72 15 sn
Denatiirasyon 95 30 sn
Melting (SNP
1 Baglanma 40 2 dk
belirlemek i¢in)
Melting 75 0
Cooling 1 40 30 sn

LightCycler 480 cihaz1 ise 610, 640 ve 670 nm dalga boylarinda okuma yapma
imkanina sahiptir. 96 veya 384°liik well plate kullanabilme avantajina sahip bir cihazdir

(www.roche-appliedscience.com/sis/rtPZR/index.jsp?refer=slider).
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Sekil 18: LightCycler 480 sistemi

Reaksiyon karisimi belirlenen polimorfizmi calismak iizere LightCycler 480 sistem
96’11k plate’lere yiiklendi. Yiiklemeden sonra plate’lerin iizeri LightCycler 480 Sealing
Foil ile sikica kapatildi. Daha sonra 2500 rpm’de 30 sn.santrifiij edildi ve daha sonra
LightCycler 480 cihazina yerlestirildi.
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4.BULGULAR

4.1. CDKL5 GEN MUTASYONLARI GENOTIiPLEMELERI
1. CDKLS geni A40V Genotipleme

LightCycler 480 sistem cihazinda LC-Red 640isaretli probdan alinan sinyale gore
melting egrisi analizi yukarida belirtilen polimorfizmler i¢in genotipleme, materyal ve

metod boliimiinde belirtildigi gibi yapilmistir.

CDKLS geninde 119. niikleotiddeki C>T yer degisimi ile 40.pozisyonundaki alanin
aminoasidinin valin aminoasidine doniismesi (A40V) sonucu ii¢ farkli genotip ortaya
cikar. Normal (wild type), heterozigot ve homozigot. Melting egrisine gore floresans
sinyali, C i¢in 55 C®’de T i¢in 60 °C’de alinmaktadir. Melting egrisinde 55 C°’de tek
bir pik varsa genotip normal, hem 55 hem de 60 C°’de iki pik varsa heterozigot, 60
C°de tek bir pik varsa homozigot genotip oldugu sonucunu vermektedir. LightCycler
480 sistem cihazinda gercek zamanli PZR yapildiktan sonra elde edilen melting egrisi

analiz sonuglart sekil 19°da gosterilmektedir.

Calismaya dahil edilen toplam 67 hasta ve 23 saglikli bireyin, LightCycler 480 sistem
cihazinda A40V mutasyonuna yonelik melting egrisi analizi sonuclarina gore 55 C°
(£2,5°C) de tek bir pik elde edilmistir. Bu sonuglara gore kontrol ve hasta grubundaki

kisilerin genotipleri normal kabul edilmistir.
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Melting Peaks

40 45 50 55 60 65 70
Temperature (°C)

Sekil 19: A40V genotipi i¢in hasta ve kontrol grubu 6rneklerinin melting analizi.

Not: Okla isaretli 6rnek negatif kontroldiir ve DNA yerine su kullanilmustir.
2. CDKLS5 Geni I72N,I72T Genotipleme

CDKLS genin 215.niikleotiddeki T>A yer degisimi ile 72. pozisyondaki izoldsinin
asparagine doniismesi s6z konusudur. Ayni zamanda T>C yer degisimi ile izoldsinin
treonine de doniisebilmektedir. Floresan sinyali, T icin 62 °C’de A i¢in 57 °C’de ve C
i¢in 56 °C alinmaktadir.

Calismada tim hasta ve saghkli bireylerin genotipleri elde edilen melting egrisi
analizine gore normal kabul edilmistir. Her iki grupta da heterozigot veya homogizot

bireye rastlanmamistir.
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Sekil 20: I72N/172T genotipi i¢in hasta ve kontrol grubu 6rneklerinin melting analizi.
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3. CDKLS Geni G178D Genotipleme

CDKLS5 geninde 533.niikleotidde G>A yer degisimi sonucu 178. pozisyonda bulunan
glisin aminoasidinin aspartata doniisiimii gerceklesmektedir. Floresan sinyal G icin 61

°C’de, A icin 66° C alinmaktadir.

Calismada tim hasta ve saghkli bireylerin genotipleri elde edilen melting egrisi
analizine gore normal kabul edilmistir. Her iki grupta da heterozigot veya homogizot

bireye rastlanmamistir.
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Sekil 21: G178D genotipi i¢in hasta ve kontrol grubu 6rneklerinin melting analizi
4.CDKLS Geni C152P Genotipleme

CDKLS5 geninde 455.niikleotiddeki G>T yer degisimi neticesinde 152. pozisyondaki
sistein aminoasidi fenilalanine doniismektedir. Burada sinyal G icin 65 °C, T igin ise

58° C derecede alinmaktadir.

Calismada tim hasta ve saghkli bireylerin genotipleri elde edilen melting egrisi
analizine gore normal kabul edilmistir. Her iki grupta da heterozigot veya homogizot

bireye rastlanmamistir.
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Sekil 22: C152P genotipi i¢in hasta ve kontrol grubu drneklerinin melting analizi.
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5.CDKLS5 Geni L879E Genotipleme

CDKLS5 geninin 2535. ve 2536. sirasindaki C ve T niikleotidlerinin delesyonu sonucu
879. pozisyondaki 16sin aminoasidi glutamata doniismektedir. Floresan sinyal CT

niikleotidlerinin varliginda 65 °C’de, delesyon durumunda 57 °C alinmaktadir.

Calismada tim hasta ve saghkli bireylerin genotipleri elde edilen melting egrisi
analizine gore normal kabul edilmistir. Her iki grupta da heterozigot veya homogizot

bireye rastlanmamistir.
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Sekil 23: L879E genotipi i¢in hasta ve kontrol grubu drneklerinin melting analizi.

6.CDKLS Geni R444C Genotipleme

CDKLS5 geninde 1330.niikleotidde C>T yer degisimi sonucu 444.pozisyonda bulunan
arginin aminoasidi sisteine doniismektedir. Floresan sinyal C i¢in 60 °C’de, T icin 66

°C alinmaktadir.

Calismada tiim hasta ve saglikli bireylerin genotipleri elde edilen melting egrisi
analizine gore normal kabul edilmistir. Her iki grupta da heterozigot veya homogizot
bireye rastlanmamistir.
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Sekil 24: R444C genotipi icin hasta ve kontrol grubu 6rneklerinin melting analizi.
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7.CDKLS Geni A175S Genotipleme

CDKLS5 geninde 525.niikleotidde A>T yer degisimi sonucu 175.pozisyonda bulunan
alanin aminoasidi serine doniismektedir. Floresan sinyal A i¢in 68 °C’ de, T icin 64 °C’

de alinmaktadir.

Calismada LightCycler 480 sistem cihazinda A175S mutasyonuna yonelik melting
egrisi analizi sonuglarina gore; direncli ndbet hasta grubunda 1 kiz hastanin heterozigot

genotipe sahip oldugu belirlenmistir.
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Sekil 25: R175S genotipi i¢in hasta ve kontrol grubu 6rneklerinin melting analizi.

A oOrneginde 68+2,5°C’de tek pik alindig1 icin tiim Ornekler normal kabul edilirken
B’deki 6rnekte hem 70°C’de hem de 65°C’de iki pik goriilmekte. Bu durumda R175S

genotipi i¢in bu vaka heterozigot mutant kabul edildi.
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8. CDKLS5 Geni P180L Genotipleme

CDKLS5 geninde 539.niikleotidde C>T yer degisimi sonucu 180.pozisyonda bulunan
fenilalanin aminoasidi 16sine doniismektedir. Floresan sinyal C i¢in 63 °C’de, T icin 54

°C alinmaktadir.

Calismada LightCycler 480 sistem cihazinda P180L mutasyonuna yonelik melting
egrisi analizi sonuglarina gore; direncli ndbet hasta grubunda 1 kiz hastanin heterozigot

genotipe sahip oldugu belirlenmistir.
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Sekil 26: P180Lgenotipi i¢in hasta ve kontrol grubu 6rneklerinin melting analizi.

A’daki orneklerde 65+2,5°C’de tek pik alindigr i¢in tiim Ornekler normal kabul
edilirken B’deki 6rnekte hem 60°C’de hem de 65°C’de iki pik goriilmekte. Bu durumda
hasta P180L genotipi i¢in heterozigot mutant kabul edildi
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4.2. Hasta ve Kontrol Grubu Bulgular:

Direngli nobet, otistik bozukluk ve nobete ilaveten otistik bozukluk tanis1 almig 67 hasta

ve kontrol grubundaki 23 kisi ile ilgili bulgular genel bir tabloda gosterilmektedir.

Tablo 10: Hasta ve kontrol grubu verileri

Kontrol Direncli Nobet Nobet ve OB OB
Cinsiyet
E 11 (%48) 11 (%43) 11 (%50) 16 (%84)
K 12 (%52) 15 (%57) 11 (%50) 3 (%16)
Yas Ort. 3.7+1,8 5.1£3.8 7,0243,3 6,8+2,6
A40V
Normal 23 (%100) 26 (%100) 22 (%100) 19 (%100)
I72N/172T
Normal 23 (%100) 26 (%100) 22 (%100) 19 (%100)
C152p
Normal 23 (%100) 26 (%100) 22 (%100) 19 (%100)
G178D
Normal 23 (%100) 26 (%100) 22 (%100) 19 (%100)
L879E
Normal 23 (%100) 26 (%100) 22 (%100) 19 (%100)
R444C
Normal 23 (%100) 26 (%100) 22 (%100) 19 (%100)
A175S
Normal 23 (%100) 25 (%96) 22 (%100) 19 (%100)
Heterozigot 1 (%4)
P180L
Normal 23 (%100) 25 (%96) 22 (%100) 19 (%100)
Heterozigot 1 (%4)

Tibbi Genetik Anabilim Dali’na basvuran saglikli 13 disi ve 10 erkekten olusan kontrol

grubundaki 23 kisinin yag ortalamas1 3,7+1,8.

Calismaya dahil edilen direngli nobet tanis1 almis 11 erkek 15’1 disi olan 26 olgudan
olusan hasta grubunda yas ortalamasi 5,143,8, 16 erkek 3 disi toplam 19 olgudan olusan
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OB tanis1 almis hasta grubunda yas ortalamasi 6,8+2,6 ve 11 erkek 11 disi 22 olgudan

olusan OB ve ilaveten epilepsi tanis1 almis hasta grubunda yas ortalamasi ise 7,02+3,3.

Anova varyans analiz testine gore kontrol grubu direncli epilepsi hasta grubu ile yas
ortalamas1 bakimindan karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark bulunamamisken
(p>0.05) OB ve OB’ ye ilave epilepsili hasta grubuyla aralarinda anlamli bir fark
bulunmustur (p<0.05).

Hasta ve kontrol grubu cinsiyet dagilimi bakimindan karsilastirildiginda Pearson Ki-

kare testine gore gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.

Kontrol grubunda CDKLS geninin bakilan polimorfizmleri agisindan 23 bireyin

hepsinin genotipi de normal bulunmustur.

4.3. Hasta Gruplar Bulgulan

Tablo 11: Nobet baslangic yaslar1 acisindan karsilastirma

Grup Olgu Sayisi Yas Nobet Baslangi¢c Yas1 (ay)
DirencliNobet 26 5,1+£3,8 6 (2,75-7,75)
Nobet ve OB 22 7,02+3,3 15,5 (5,75+25,50)

p=0,011( p<0.05)

Direncli nobet hasta grubunda nobetlerin baslangi¢ yasi ortalama 6 ay iken bu ortalama
ilaveten OB olan hasta grubunda 15,5 aya kadar ¢ikmaktadir (Tablo 11). Ki kare testine

gore 2 grup arasinda nobet baglangic yaslar1 acisindan anlamli bir fark bulunmustur.
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Tablo 12: Aile hikayesi durumu.

Grup Olgu Sayisi Aile Hikayesi %0

Direncli Nobet 26 Var: 8 %31
Yok: 18 %69

Nobet ve OB 22 Var: 6 %024
Yok: 16 % 76
19 Var: 2 %10,5

OB

Yok: 17 %89,5

p=0,321 (p>0,05)

Hasta gruplarinda aile hikdyesi sorgulandiginda ilk hasta grubunda (DN hasta grubu)
olgularin %31’inde ailelerinde en az bir bireyde epilepsi hikayesi varken 2. grupta
(OB+Nobet grubu) bu oran %24, 3.grupta (OB grubu) ise %10,5°dir. Ki-kare testine
gore yapilan karsilastirmada istatiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunamamistir(Tablo 12).

Aile Hikayesi

M Aile Hikayesi Var %24

M Aile Hikayesi Yok %76

Sekil 27: Hasta gruplarinda aile hikdyesi orani
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Tablo13: Hasta gruplarinda akraba evliligi hikayesi karsilagtirilmasi.

Grup Olgu Sayisi Akraba Evliligi %0
2 Var: 10 %38,5
Direngli Nobet
Yok:16 %61,5
Nobet ve OB 22 Var: 9 %041
Yok: 13 %59
Var: 1 906
OB 19
Yok:18 %94

p=0,020 (p<0,05)

1.grupta olgularin ebeveynleri arasinda akraba evliligi oram %38,5, 2.grupta %41 iken
3.hasta grubunda bu oran %6 bulunmustur. Ki-kare testine gore gruplar arasinda

istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu bulunmustur (Tablo 13).

AkrabakEvliligi

m Akraba Evliligi Var %30

B Akraba Evlilig Yok %70

Sekil 28: Hasta gruplarinda akraba evliligi oranlari
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Tablo 14: 2 grup arasinda MR anormalliginin karsilastirilmasi

Grup Olgu Sayis1 MR Bulgusu %0
Direngli Nobet 26 Normal: 8 %30
Anormal:18 %70
Nobet ve OB 22 Normal:17 %77
Anormal:5 %23

p=0,02 (p<0.05)

l.hasta grubunda olgularin 8’inin MR goriintiilerinde anormallik varken (BOS
mesafelerinde artig, ventrikiillerde 1limli dilatasyon, corpus collosumda incelme,
epilepsiye sekonder atrofiler gibi) 2.grupta 17 hastanin MR goriintiileri normal

bulunmustur.

Tablo 15: EEG bozuklugunun karsilagtirilmasi

Grup Olgu Sayis1  EEG Bulgusu %0
Direngli Nobet 26 Var: 26 %100
Yok: 0 %0
OB 19 Var: 4 %21
Yok: 15 %79
Nobet ve OB 22 Var: 21 %95
Yok: 1 905
p<0.001

DN hasta grubunda olgularin tamaminda, OB grubunda %?21’inde, OB ve ndobet
grubunda ise %95’inde elektro fizyolojik ¢aligmalarda anormallik tespit edilmistir. Ki-

kare testine gore ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur.
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Tablo 16: Gruplar arasinda politerapi karsilastirmasi

Grup Olgu Sayisi Politerapi %
Direngli Nobet 26 Aliyor:26 %100
Almiyor:0 %0
Nobet ve OB 22 Aliyor:16 %73
Almiyor:6 9027

p=0.06(p>0.05)

Ilac tedavisi yoniinden DN ve Nobet ve OB grubunda politerapi yani 2 ve iizeri AEI

kullanimi1 yoniinden ki-kare testine gore anlamli bir fark bulunamamaistir. (Tablo 16).

Tablo 17: Hasta gruplarinda mental durum

Grup Olgu Sayis1 Mental Durum %0
Normal 2 %8
Hafif - -
Direngli Nobet 26
Orta 4 %15
Agir 20 %77
Normal -
Hafif 3 %13
Nobet ve OB 22
Orta 4 %18
Agir 15 %69
Normal 3 %15
Hafif 6 %31
OB 19
Orta 5 %27
Agir 5 %27

Hastalarin mental durumlar1 agisindan yapilan incelemelerde DN nobet grubunda hafif

zeka kusurlu hastaya rastlanmazken agir zeka kusurlu hasta oram1 %77’ dir. OB ve nobet

grubunda mentalitesi normal hasta yokken agir kusurlu hasta orant %70 civarindadir.

OB grubunda ise zeka etkilesim diizeyleri birbirine yakin bulunmustur (Tablo 17).
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Tablo 18: OB grubu hasta verileri

Otistik Bozukluk Grubu %
n (Olgu Sayis1) 19 %100
Cinsiyet Erkek 16 %84
Disi 3 %16
Yas Ortalamasi 6,8 £2,6
Ozel Egitim Durumu Aliyor 16 %84
Almiyor 3 %16
lag Tedavisi Aliyor 12%63
Almiyor 7 937
Eslik eden bulgular DEHB 6 %31
Saldirganhik 1 %7
DEHB+ Saldirganlik 6 %31
Sozel iletisim
Yok 13 %68
Regresyon 6 %34
Tablo 19: Otizmin ilk fark edilme ve tanis1 (ay)
Olgu sayisi Ik fark edilme (ay) Ik tam (ay)
19 24 (20-30 ay) 36 (24-42 ay)
p<0,001

Otizm hasta grubunda olgularin %84’ erkek, %16’s1 disiydi. Yas ortalamasi 6,8+2,6.

Hastalarin bulgularimin ilk fark edilme yas1 24 ay, ilk tam yas1 ortalama 36 ay civarinda

idi.

Otizme eslik eden bulgular arasinda dikkat eksikligi-hiperaktivite bozuklugu

(DEHB) %31, saldirganlik %7, stereotipi %31 ve DEHB+saldirganlik %31 bulundu.

Hastalarin %84’ 6zel egitim alirken %16’ s1 6zel egitim almiyordu. %63 hasta halen

en az bir ila¢ kullanirken %37 hasta ila¢ tedavisi almiyordu.
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Tablo 20: Hasta bulgular1 (degisiklik bulunan hastalar icin)

Bulgular Hasta 1 Hasta 2

Fenotip RTT Sendromu ISSX-2

OFC(Dogumda) 34 cm(50p) ?

Nobet Baslangic Yast 15 giin 15 giin

Takibinde Nobet Sekli Myoklonik Tonik

EEG- Takibinde Her 2 hemisfer FT, FC, CP Burst supresyon paterni,

bolgelerden kaynaklanan ve hipsaritmi ile uyumlu
tim hemisfere yayilan diken
dalga ve multiple diken dalga
aktivitesinin varliglr ve kismi
supresyon paternlerinin

varlig ile karakterize

Terapi Politerapi Politerapi

Mental retardasyon + (Agrr) + (Agrr)
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El stereotipisi + +

Gelisme Geriligi + +

Uyku bozuklugu + +

Yiirtime-Yardimli/Yardimsiz + (Yardimli) -

Otonomik Bulgular - -

AEI Direncli Nobet + +

MECP2 mutasyonu ? -

FT: Frontotemporal, CP: Sentroparietal, K: Kiz, FC: Frontosentral, ?: Bilinmiyor
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Tablo 21: Hastalarda bulunan degisikliklerin karakteristikleri

Hasta 1 Hasta 2

Mutasyon

Lokalizasyon Exon 8 Exon 8
Tipi Missense Missense
Patojenik/Nonpatojenik Patojenik Patojenik

Aminoasit degisimi Argl75Ser Pro180Leu

Protein degisimi R175S P180L

Kalitim B B

Onceki Yayinlar Tao et al Archer et al.

K. Kiz, Arg-R:Arginin, Ser-S:Serin, Pro-P:Prolin, Leu-L:Losin, B:Bilinmiyor
T:Tekrarlayan
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5. TARTISMA

Bu arastirmada saglikli kontroller ile infantil ve erken ¢ocukluk doneminde direncli
nobet, otistik bozukluk ve otistik bozukluga ilave nobet tanist almis cocuk hastalar
CDKLS geninin belli baz1 mutasyonlar1 agisindan analiz edilmistir. Arastirma basindaki
varsayim; daha Onceki literatiir bilgilerine uygun olarak bu ii¢ hasta grubunda da
belirlenen mutasyonlar1 bulmakti. Ozellikle infantil dsnemde erken baslangich epileptik
nobetleri olan hasta grubunda daha Once yapilan calismalar CDKLS geni icin de
taramalarin yapilmasi gerekliligini isaret etmekteydi. Ayrica daha onceki raporlanan
vakalarda belli bir siire sonra otistik bulgularinda ortaya c¢ikmasi otistik bozukluklu

cocuklarda da bu genin mutasyonlarina rastlanabilecegi konusunda fikir vermistir.

Bu ¢alismanin en 6nemli bulgusu daha 6énceden erken donemde epileptik nébet geciren,
infantil spazm bulgular1 olan ve/veya Rett Sendromu fenotipiyle ortiisen bulgular1 olan
fakat Rett Sendromu olarak tanimlanamayan hastalarda literatiire de uygun olarak,
belirlenen CDKL5 geninin bazi mutasyonlarmin pozitif bulunmasidir. Ote yandan
varsayimlarin aksine otistik bozukluk ve otistik bozukluk ve nobet grubunda ise bu

mutasyonlara rastlanmamaistir.

Aragtirmada 26 kisilik direngli nobet hasta grubunda 2 hastada mutasyona rastlanmis
olmakla birlikte diger hasta gruplarinda ve kontrol grubunda belirlenen mutasyonlara

rastlanilmamustir.

CDKLS geni ile ilgili ilk caligmalar 1998 yilinda baslamistir. Bu yilda Montini ve
arkadaslar1 daha sonradan adi cyclin-dependent kinase-like 5 (CDKLS5) olarak bilinecek
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olan STK9 (serine/threonine kinase 9) adinda, Xp22 bolgesinde 20 ekzondan olusan
yeni bir gen tanimlamislardir. Baglangicta 20 ekzonlu oldugu belirtilen bu gen daha
sonra bulunan ve untranslated yani cevrilmeyen bolge oldugu gosterilen ilave 2 ekzonla

birlikte toplam 23 ekzondan ibarettir.

Bu arastirmada Montini ve arkadaslart Xp22 bolgesinde eksprese edilen STK9 genini
pozisyonel klonlama yontemi ile izole etmislerdir. Sekans analizi ile hem memelilerden
hem de uzaktan akraba tiirlerden bazi serin-treonin kinaz genleriyle benzerlikleri ortaya

cikarilmis ve bu gene Serin-Treonin Kinaz 9 (STK9) adin1 vermislerdir.

Okaryotik protein kinazlar homolog protein kinazlarin genis bir siiper familyasmni1 temsil
ederler. Protein serin-treonin kinazlar ve protein tirozin kinazlar olarak 2 alt grubu
vardir. STK9 oldukc¢a iyi korunmus kinaz alam ile karakterize, protein serin-treonin
kinaz alt ailesi icinde yer almaktadir. Kinaz alan1 KKIAMRE ve KKIARLE proteinleri ile
siki bir iligki icinde ve bu proteinler STK9’un 6ngériilen protein iiriinii ile en yiiksek
benzerligi gosteren proteinlerdir. Bunlar mitojen aktive edici protein (MAP) kinaz
ailesindendir. KKIAMRE MEKI (MAP kinaz aktive edici protein kinaz 1) tarafindan
fosforile edilmektedir. Bu olayda STK9’un fonksiyon gorebilmesi i¢in fosforilasyonun

onemini gostermektedir (78).

STK9’ un genetik hastaliklarla iliskisi Montini ve arkadaslar tarafindan 1998 yilinda
serin-treonin kinazlarin daha onceden bilinen hastaliklarla iliskisi iizerinden kurulmaya
calisilmistir. Serin-treonin kinazlar genetik hastaliklarin patogenezinde oldukca sik yer
almaktadirlar. Coffin-Lowry ve Peutz-Jegher sendromunda Xp22 bolgesinde serin-
treonin kinazlar1 iceren mutasyonlar belirlenmistir. Ayrica Nance-Horan Sendromu,
Oral-Fasial-Dijital Sendrom tip 1 gibi bazi hastaliklarla ilgili genler de bu bolgede
tanimlanmistir. 2003 yilinda Kalscheuer ve arkadaslari ilk kez X’ e baglh infantil spazm,
hipsaritmi ve ciddi mental retardasyonu olan, birbirinden bagimsiz benzer fenotipli iki
kiz hastada X kromozomu {iizerindeki p22.3 bolgesini de icine alan ilki 6, ikincisi ise 7.
kromozomlar arasinda olusan dengeli bir translokasyon sonucu STK9 geninin
etkilendigini bulmuslardir. Bu iki hastada da benzer bulgular dikkati ¢ekmektedir.
Erken baglangicli ciddi infantil spazm, EEG’de hipsaritmi, siddetli mental retardasyon
bu iki hastanin belirgin 6zellikleridir. Direnc¢li nobet grubunda mutasyon bulunan iki
hastada da benzer klinik ve elektrofizyolojik bulgular mevcuttu. Bu arastirma CDKL5
geninin ilk kez ciddi norolojik hastaliklarla baglantisin1 ortaya koymasi agisindan

olduk¢a 6nemlidir. X’ e Bagl Infantil Spazm Sendromunda (ISSX-2) diger adiyla X’ e
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Bagli West Sendromunda vakalarin cogunlugu sporadiktir, az bir kismi ise familyal
vakalardir. Arastirmada mutasyon tespit edilen vakalarda sporadikti. ISSX-2’nin daha
onceden yapilan calismalarda ARX (aristaless-related homebox gene) geninde
mutasyonlar sonucu olustugu bildirilmistir. Kalscheuer ve arkadaglarinin tanimladigi
kromozomal yeniden diizenlenmeler sonucunda her 2 hasta STK9 genini de icine alan
bir bozukluk gostermekteydiler. Bu hastalar klinik olarak ISSX-2 bulgular tasiyorlardi
ve ikisinin de bulgular1 oldukca benzemekteydi. Her 2 hastada da ARX geninde
ekspresyonun normal olmast ve mutasyonun olmamasi arastirmacilara ISSX’in
etyolojisinde STK9 protein fonksiyon kaybinin da rol alabilecegini diisiindiirmiistiir
fakat bu yonde giiclii kanitlar sunamamistir. Bu donemde epilepsi fenotipi ile de STK9

arasinda iliski kurulmaya calisilmigsa da buna yonelik kanitlar ikincil diizeyde kalmstir.

Bu bilgiler 1s181inda 2004 yilinda Scala ve arkadaglar1 Rett sendromu varyanti (Hanefeld
varyant) bulgulan tasiyan, erken baslangichi konviilzyon hikayesi olan 2 kiz hastada
CDKL5 mutasyonu analizi yapmiglardir. Bu arastirmada hangi hastalarda CDKLS5
mutasyonu analizi yapilacagi belirlenirken ISSX ve Rett Sendromu varyantinin klinik
bulgularinin ortiistiigii bilgisinden yola ¢ikilmistir. Her iki hastada da ila¢ tedavisine
direncli, erken donemde (dogumdan sonra 10. giin ve 45. giinde ) baslayan nobet, genel
hipotoni, el becerilerin kaybi ve stereotipik el hareketleri mevcuttu. Hastalardan ilkinde
korunmus kinaz bolgesinde 4 bp’lik bir delesyon bulundu ve bu delesyonun proteinin
katalitik fonksiyonunu bozdugu anlasildi. Daha onceki bilgiler CDKLS proteininin
fonksiyonel kaybinin ciddi ISSX-2 nedeni oldugu yoniinde idi (71). Diger hastada
c.2535_2536 delesyonu tespit edildi. Arastirmada kontrol ve hasta grubunda higbir
vakada bu mutasyonu tespit edemedik. Bu arastirmanin 6nemi infantil spazmli Rett
Sendromunun atipik formunun CDKLS geninin inaktivasyonuna bagli olabilecegi
goriisiiniin ilk kez belirtilmesidir. Yine bu arastirmada MECP2 ve CDKLS5 genlerinin
aynt yolaga ait olabilecegi ve MECP2’nin CDKLS tarafindan fosforile
edilebileceginden bahsedilmistir. Arastirmadaki 1 no’ lu hasta Scala ve arkadaslarinin
caligmasindaki gibi erken baslangich ( dogumdan sonra 15.giinde) direncli nobet hastasi
ve ayn1 zamanda Rett Sendromu bulgularim1 da tasimaktaydi. Yani genel hipotoni, el

becerilerinde kayip, stereotipik el hareketleri gibi bulgulart mevcuttu.

Tao ve arkadaslar1 2004 yilinda yaptiklar1 caligmada 2 yeni mutasyon tespit ettiler.
Bunlar monozigot ikizdiler. ilkinde dogumdan sonra 5. haftada baslayan epilepsi nobeti

mevcut olup, klinik bulgular ile atipik Rett Sendromu tanisi almis bir vakaydi. 2. vaka
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ise caligmada da arastirilan ekzon 8 c¢.525A>T mutasyonu tastyan vaka idi. Burada
arjinin aminoasidinin serine doniisiimii s6z konusudur (R175S). Mutasyona ugrayan
aminoasitlerin uygun kinaz fonksiyonu ig¢in kritik onemleri bulunmaktadir. Argl75
kinaz subdomain 8’de bulunmakta ve substrat tanima icin olduk¢a 6nem tasimaktadir.
(168).1kizlerden ilkinde 2 aylikken infantil spazm gelismis olup siddetli psikomotor
gerilik, hipotoni, konusma yoklugu, destekli/desteksiz yiirliyememe, stereotipik el
hareketleri gibi ciddi bulgular mevcut iken digerinde ise daha az ciddi bulgular vardi.
Bu hastanin sézel becerileri korunmus ve belirgin motor defisiti yoktu ve hafif MR’1i
otisttk fenotip daha baskindi. Hastalarin her ikisinin de beyin goriintiilemeleri,
oftalmolojik ve isitme testleri normaldi. Buradan da anlasilacagi iizere CDKLS
mutasyonlularin fenotipi heterojenite gosterebilmektedir. Fenotipik heterojenitenin
kizlarda degisken X kromozom inaktivasyonuna (XCI) bagl olabilecegi
diisiiniilmektedir (72). Bunu destekleyen bulgu olarak en agir fenotipin normal X
kromozomunun tamamen inaktivasyona ugradigi Kalscheuer ve arkadaslar1 tarafindan
raporlanan X; otozomal kromozom translokasyonlu kiz hasta gosterilmistir. Fakat
ikizlerde klinigin birbirinden farkli olmasina ragmen periferik kan hiicrelerinde benzer
XCI bulunmasi bu hipotezi desteklememektedir. Buna gére periferik kan hiicrelerindeki
XCI beyin hiicrelerindekini yansitmamaktadir denilebilir. Arastirmamizda XCI ile ilgili
herhangi bir analiz yapilamamistir. Arastirmada bulunan degisikliklerden bir tanesi Tao
ve arkadaglarinin bulmus oldugu degisiklikle aynidir. Hastada dogumu takibe 2. haftada
morarma, gozlerini bir noktaya sabitleme, sicrama ve el-kollarinda kasilma seklinde ve
AEI tedavisine direngli nobetleri mevcuttu. 4. ay civarinda IS gelisti. Bu aydan sonra
gerileme bagladi. Bas tutamama, destekli veya desteksiz oturamama, stereotipik el
hareketleri, otistik bulgular mevcut. Farkli olarak hastada oftalmolojik calismada gérme
kaybr not edilmistir. Beyin MR goriintiilemeleri normaldi. Diger yandan mutasyon
bulunan hastanin 5 yasinda olan ve kendisi ile benzer fenotipik 6zellikleri tasiyan kiz
kardesinde yapilan arastirmada belirlenen mutasyonlar acisindan herhangi bir
degisiklige rastlayamadik. Bu da heterojeniteyi ve X kromozom inaktivasyonunu

destekleyebilir.

Bu calisma, daha 6nceki (Kalscheuer ve arkadaglar ile Scala ve arkadaslari, Weaving
ve arkadaslar1) ¢calismalarda oldugu gibi erken baslangicli nobet hikayesi olan ve Rett
varyant1 olan vakalarin bazilarinin CDKL5 mutasyonuna sahip olabilecegini ve klinik

bulgularin bir heterojenite gosterdigini vurgulamasi acisindan onemlidir. Vakalardan
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ilkinde Rett Sendromu varyanti (Hanefeld varyanti) digerinde ise ISSX-2 (X’ e bagh
infantil spazm sendromu) fenotipi mevcuttu. Bu anlamda literatiirdeki vakalarla
uygunluk s6z konusudur. Ayni zamanda burada Scala ve arkadaslarinin ¢alismasindaki
gibi MECP2 ve CDKLS5 genleri arasinda ortak bir patojenik yol olabilecegi ve
MECP2’nin fosforilasyonunun artisinda CDKLS5’in aldigi rol belirtilmistir.

Weaving ve arkadaslar1 atipik Rett Sendromu kriterlerine uygun 9 haftalikken IS
gelisen, 10. aya kadar gelisimi normal olan fakat daha sonra gerilemeye baslayan bir
hastada CDKLS5 c.183delT mutasyonunu tanimladilar. Probandin, Tao ve arkadaslarinin
calismasindaki gibi monozigot ikizi ve ayrica daha biiyiik olan bir erkek kardesi vardi.
Her 3 hastada da yapilan analizlerde tek baz delesyonuna rastlanmis ve bunun patolojik
olduguna karar verilmistir. ilk hastada yani probandda Rett Sendromu ile ortiisen
bulgular ve IS gozlenirken ikizinde Rett Sendromu bulgular1 yoktu ve otistik bozukluk
tanist konmustu ayrica hi¢ nobet gozlenmedi. Bu vaka literatiirde CDKLS mutant fakat
nobet bulgusu olmayan ilk ve tek vaka olarak dikkati ¢cekmektedir. Kardesleri olan
erkek hastada ise ve siddetli entelektiiel yetersizlik ve tedavi ile kontrol edilemeyen
nobetleri mevcuttu. Bu ailesel vakalarda da goriildiigi tizere CDKLS5 mutasyon
vakalarinin fenotipik heterojenitesi dikkat ¢ekmektedir. Aym1 zamanda ailesel nadir
mutasyonlu vakalardan bazilaridir. Bu ailede etkilenmemis 2 bireyin daha
bulunmaktadir. Proband annesinin 1. trimesterde 2 kez gebelik kaybi hikéayesi 1.
vakanin annesinin de ilk trimesterde gebelik kayb1 yasamis olmasi ile benzerlik gosterse
de CDKLS5 mutasyonunun oldiiriici olmadigi yoniinde bilgiler mevcuttur. Ayni
calismada Weaving ve arkadaslar1 bu sonuclar iizerine daha onceden Rett sendromu
tanis1 alan 44 kisilik hasta grubunda tarama yapmis ve 1 hastada yeni bir mutasyon
tespit etmislerdir. (IVS13-1G>A). Bu hasta da aym sekilde erken doénemde direncli
nobetleri olan ve IS gelisen bir vakaydi. Bu vakanin iivey kiz kardesinde de klasik Rett
Sendromu bulgular1 vardi. Fakat ne MECP2 ne de CDKLS5 mutasyonu i¢in pozitif
bulundu. Probandda 2.vaka ile benzer olarak ilaveten hirsutizm bulgusunun olmasi
dikkat ¢ekici olabilir. Bu calisma da daha 6nce Tao ve arkadaslarinin ¢alismalarini
destekler nitelikte olmasi agisindan Onemlidir. Atipik Rett veya varyant Rett
Sendromlularda MECP2 mutasyonu nadir goriilmektedir. Bu hastalar CDKLS5
mutasyonu taramalar1 agisindan kuvvetli aday grubunu olustururlar. Ayrica neonatal
periyotta norolojik anomalileri olan erkek hastalar ve OSB ve mental retardasyon ile

birlikte ciddi nobet hastas1 kiz ¢ocuklarinin CDKLS5 mutasyonu acisindan arastirilmasi
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tavsiye edilmistir. Daha Onceki c¢alismalarinda bir sonucu olarak bu iki gen arasinda
potansiyel bir baglantinin oldugu diisiiniilmiistiir. Bunun i¢in fare beyninde bu iki
geninde ayni bolgelerde eksprese oldugu, CDKL5’in MECP2’den bagimsiz hareket
ettigi ve MECP2 fosforilasyonunu yukari dogru etkiledigi gosterilmistir. CDKLS5’in
ekspresyonu ve niikleer transkripsiyonu erken postnatal donemde uyarilir ve buna

paralel olarak epileptik nobetler ortaya ¢ikar (169).

Evans ve arkadaslarinin yaptig1 baska bir ¢alismada MECP2 mutasyonu negatif olan 94
Rett Sendromu veya Rett Sendromu benzeri fenotipli hasta grubunda 3 kiz hastada 3
yeni mutasyon tespit edilmistir. Bu hastalardan ikisinin fenotipide arastirmada oldugu
gibi erken donemde nobetleri olan Rett varyanti ve birinin de ISSX-2 idi. Varyant Rett
Sendromlu hastalarin birinde splicing, digerinde missense, ISSX’ li hastada ise splicing
mutasyon tespit edilmisti. Bu fenotipik heterojenite daha 6nceden de vurgulanan X
kromozom inaktivasyonunun derecesi ile iliskili olabilir. Dikkati ¢ceken bir nokta da 3
hastadan ikisinin vagal sinir uyaricist ile nobetlerinin devamhiliginda ve sikliginda
gozlenen azalmadir. Bu CDKL5 mutasyonunda otonomik bir parcanin olabilecegini
gostermektedir. Daha oOnceki vakalardan yapilan derlemede 9/14 otonomik bulgular
oldugu gosterilmistir. Fakat arastirmamizda otonomik bulgulara rastlanmadi. Evans ve
arkadaslar1 missense mutasyonlu vakalarin digerlerine gore biraz daha hafif bulgular
gosterdigini ileri siirse de hastaligin siddeti ile mutasyonun yeri arasindaki iliski halen

tam olarak acikliga kavusturulamamustir.

Archer ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada73 hastalik ilk grupta ilk 6 ayda epileptik
nobet hikayesi olan 49 hasta (42 disi 7 erkek) ve 2. grupta IS hikayesi olan 26 hasta (11
disi 15 erkek) vardi. ilk gruptaki 7 disi hastada yeni mutasyonlara rastlanmis olup 2.
gruptaki disilerde ve her iki gruptaki erkek hastalarda daha onceden yayinlananlarin
disinda yeni bir degisiklige rastlanmamistir. Burada 73 hastanin 49’unda nobet
baslangic yasi 0-5 ay iken, 10 hastada 6-12 ay ve 14 hastada 12 ay altinda fakat kesin
yas belli degildi. Mutasyon bulunan 7 hastanin nobet baslangi¢ yas aralig ise 10 giin-5
ay arasinda degismekteydi. Yani burada nobet baslangici agirlikli olarak 6.aydan
oncedir. Arastirmada da nobet baslangic yast AEI direnci olan grupta ortalama 6 ay
civart (2,75-7,75) idi. OB+nobet grubunda ise ortalama 15,5 ay (5,75£25,50) idi.
Mutasyon bulunan hastalarin  hi¢birinde anormal MR  bulgusu olmamasi
arastirmamizdaki MR bulgular1 ile benzerdir. Genel hasta gruplarimizda ise yine benzer
sekilde (%70 ve %77) beyin goriintiilemelerinde anormallige rastlanmadi. EEG bulgusu
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olarak, IS’li bir hastada hipsaritmi disinda ortak EEG bulgusuna rastlanmamigtir. ISSX
‘li vakada EEG’de hipsaritmi ve burst supresyon paterni dikkati cekmektedir. Archer ve
arkadaslarinin bulmus oldugu degisikliklerden birisi de 2.hastada bulunan ¢.539C>T
(P180L) degisikligidir. Bu degisiklik proteinin katalitik bolgesinde yer almaktadir.
Benzer sekilde bu kiz hastada dogumdan sonra ilk ay icerisinde baslayan nobet soz
konusudur. Dogumda bas cevresi normal ve ilerleyen donemlerde bas cevresinde
kiiciilme olmustur. Hipotoni mevcut, otonomik bulgular olmamis, el hareketlerinde
kisitlilik ve el sterotipisi vardir. Bu bulgulardan da anlasilacag: iizere degisikliklerde

cogunlukla benzer fenotipik bulgular ortaya ¢cikmaktadir.

Grosso ve arkadaslarinin yaptig1 calismada nobet baslangic yast median yas 30 giin (7
giin) olarak bulunmus ve hastalarin %46’sinda nobetlerin ilk ay i¢inde , %26’sinda ise
ilk hafta i¢inde ortaya c¢iktig1 tespit edilmistir. Pintaudi ve arkadaslarinin ¢alismasinda
ise median yas 2 ay tespit edilmistir. Bu tespite dayanarak CDKLS5 mutasyonuna bagl
goriilen nobetlerin yenidogan direncli ndbetleri icinde siniflandirilmasini Onerilmistir.
Buradaki bulgulara uygun olarak her iki mutasyonlu hastamizda nobetlerin baslangici
dogumdan sonraki ilk 15 giindiir. Burada daha 6nceden yapilan ¢alismalara istinaden
dogumdan sonraki ilk giinde CDKLS5 ekspresyonunun en yiiksek neokorteks, priform
korteks ve medial temporal lob yapilar i¢cinde oldugu ve elektroklinik aktiviteninde bu
bolgelerde yogunlastig1 tespitine de yer verilmistir. Calisma gruplarinda da EEG
anomalisi saptanan hastalarda her ne kadar spesifik bir EEG bulgusu olmasada

aktivitelerin siklikla bu bolgelere uydugu goriilmiistiir.

Pintaudi ve arkadaslar1 2 hastada daha Once literatiirde yaymlanmamis 2 degisiklik
buldular. Bunlardan birisi proteinin yokluguna neden olan stop kodon olusumuyla
sonuglanan ekzonik bir mutasyon iken digeri proteinin yapisim1 degistiren splice site
mutasyon idi. Ilk vakanin fenotipi 2. vakaya gére daha az siddetli ve tek AEI ile
nobetlerin kontrol edilebildigi bir vakaydi. Bu bilgi ile Pintaudi ve arkadaglar1 hastaligin
siddeti, klinik ve epileptik fenotip ve ilag cevabi da dahil olmak iizere birtakim
kriterlerin mutasyonun yeri ile iligkili oldugu sonucuna vardilar. Arastirma da
hastalarin ikisinde de missense mutasyonlar mevcuttu fakat splice site mutasyonlar
arastirma icerisinde olmadigi icin herhangi bir karsilastirma yapma olanagi olmadi.
Ayrica burada bilinenin aksine Pintaudi ve arkadaslar1 sadece ila¢ tedavisine direncli

ciddi EEG degisiklikleri olanlarin degil tedaviye cevap veren hafif formlarinda CDKL5
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taramasi icin aday oldugunu soylemislerdir. Fakat diger yaymlarda bu goriisi

destekleyecek yeterli veri yoktur.

Bahi-Buisson ve arkadaslarinin 210 atipik Rett ve ISSX-2’ 1li kiz hastada epilepsi
basamaklarini inceledigi ¢calismada 13 hastada CDKLS5 geninde mutasyon tespit edilmis
ve bu hastalardaki bulgularin esliginde epilepsinin birbirini izleyen 3 asamada ilerledigi
tezi 6ne siiriilmiistiir. Buna gore epileptik fenotipin gelisiminde baslangicta normal bir
interiktal yani nobetsiz donemlerde normal EEG bulgusu bulunur. Bundan sonraki siire¢
IS ve EEG’ de hipsaritmi donemidir. Son dénemde ise multifokal ve antiepileptik
ilaglara direngli epilepsi ortaya ¢ikmaktadir. Bu goriis arastirmada da benzer sekilde
tezahiir etmistir. Hastalarin ikisinde de nobet baslangiclarinda sonra interiktal
donemlerde elektrofizyolojik ¢alismalar normal bulgular gosterirken IS gelisiminde 2.
hastada Bahi-Buisson’un ¢alismasindakine benzer sekilde hipsaritmi ve burst supresyon
bulgusu izlenmistir. Son donemde epileptik fenotipin bulgusu olarak ta her iki hastada
da AEI direncli nobetler goriilmiistiir. Bu calismanin neticesinde CDKL5 mutasyonuna
Ozgii tamisal bir EEG bulgusundan bahsedilemeyece8i vurgulanmis, ayrica beyin
goriintiileme bulgularinda da bahsedilmis olup degisiklik tespit edilen hastalarda
posterior beyaz cevher ve niikleus dentatus’ta hiperintens alanlar, myelinizasyonda
gecikme ve serebellar atrofi bildirilmistir. Hastalarin higbirinde beyinde anormal
radyolojik bulgulara rastlanmamis olup literatirde de CDKL5 mutasyonlu hastalarin

genelinde anormal goriintiileme bulgusu sik rastlanilan bir durum degildir.

Bahi-Buisson’un c¢alismasi mutasyonun yeri ve hastaligin siddeti acisindan da
karsilastirma yapmaktadir. Tespit ettikleri mutasyonlar katalitik bolgede ve/veya
subseliiler lokalizasyonda idi. Buradaki bulgular katalitik bolgedeki mutasyonlarin bu
bolgenin altindaki degisikliklere gore daha ciddi gec baslangicli epilepsi nedeni
oldugunu gostermistir. Yani katalitik bolge i¢inde veya iizerinde olup Serin/Treonin
kinaz aktivitesini bozan degisiklikler daha ciddi fenotiple iliskilidir. Fakat mutasyonun
konumu ve fenotipin siddeti arasindaki iliski halen bile tam olarak kurulamamaistir.
Daha once literatiirde yer alan mutasyonlarin %50’ sinden fazlasi katalitik bolge veya
daha yukarisinda yer alan mutasyonlardi (Proksimal mutasyonlar) (75). Bunlarda da
fenotipin siddeti ile iligki net olarak kurulamamisti. Ancak katalitik bolgede herhangi
bir bozukluk olup olmamasinin mutasyonun tipi ve siddeti ile iligkili olabilecegi bu

calismada belirtilmistir.
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Nemos ve arkadaslarinin Rett Sendromu benzeri fenotip, siddetli ensefalopati, erken
baslangicli nobet ve IS’ 1i 177 hastada yaptig1 calismada, kiz hastalarda CDKLS
mutasyon oran1 %8 civarinda bulunurken hicbir erkek hastada degisiklige
rastlanmamistir. Literatiirde genel olarak erken baslangicli nobetleri olan ¢ocuklarda
CDKLS mutasyonu oran1 %9 civarinda bulunmustur. Erken nobet ve IS fenotipinde ise
bu oran %28 e cikmaktadir. Arastirmada bu oran %9 civarinda idi. (n=26) Bu
calismada mutasyonlarin daha onceki ¢alismalara da dayanarak serin/treonin kinazin
katalitik bolgesine benzer ilk 11 ekzon iizerine yayildig1 belirtilmistir. Neticede 6rnek
olarak MECP2 gibi hedef proteinlerin fosforilasyonu ve proteinin otofosforilasyonu
bozulmaktadir. Degisikliklerin ikisi de ekzon 8’de katalitik bolgede ve missense
mutasyonlardi. Her iki mutasyonda da farkli aminoasitler ortaya ¢ikmistir yani patojenik

mutasyonlardir.

Cesitli calismalarda da belirtildigi iizere CDKLS mutasyonlar kiz hastalarda erkeklere
gore cok daha sik bulunmustur. Bulunan mutasyonlarin %86,5°1 kizlarda iken ancak
%16,5’1 erkek hastalardadir (7). Hasta gruplarindaki toplam 40 erkek hastanin
hicbirinde degisiklik tespit edilememis olmasi bu goriisii desteklemektedir. Liang ve
arkadaslarinin sadece epileptik ensefalopatili, her iki cinsiyetten esit sayida hastada
yaptiklart ¢alismada CDKL5 mutasyonunun oranini kizlarda % 14, erkeklerde %35
bulmugslar ve bulgularin siddetinin erkek ve kiz hastalarda ayni olmasindan dolayi
taramalarin erkeklerde de yapilmasi gerektigini isaret etmislerdir. Klinik fenotipin genis
olmast yani atipik Rett Sendromu, ISSX-2, EIEE-2, mental retardasyon ve otizm
fenotiplerinin bu gen degisiklikleri ile olan ispatlanmus iligkileri nedeniyle, her ne kadar
cinsiyet bagimli gibi diisiiniilse de neonatal donemde yukaridaki fenotipe sahip erkek
hastalar1 da tarama i¢ine almak gerekliligini ortaya koymaktadir. Erkek ve disilerde
mutasyon oranlar1 arasindaki fark basit¢e disilerde bulunan 2. X kromozomu ile

aciklanmaktadir (170).

Bahi-Buisson ve arkadaslarinin yaptigi bir diger calisma yine Rett Sendromu benzeri
fenotip, IS ve ilac AEI direnci olan bir grup hastay1 icermekteydi. 183 hastalik bu
caligmada 7’si yeni olmak iizere toplam 18 mutasyon 20 farkli hastada bulunmustu. Bu
da % 10 civarinda bir orana karsilik gelmektedir. Literatiir bilgileri erken baslangich
nobeti olan kiz cocuklarinda CDKLS geninde mutasyon siklig1 tahminen %9 iken, erken
baslangicli nobet ve infantil spazmli kiz ¢ocuklarinda ise bu oran %28 oldugunu
gosterir (7). Nobet baslangici erken (6 ay civarinda) olan direngli nobet grubu
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hastalarida bu oran1t % 8 bulundu. (n=26) Bu 20 hastanin yas ortalamasi 4,5 (1,5-26 ),
tiim vakalarda nobet baslangi¢ yasi ilk 3 aydi ve hipotoni ile birlikte gelisme geriligi ile
geliyorlardi. Mutasyon bulunan vakalarin yaslar1 ise 7 ve 1,5 idi. Nobet baslangi¢lari ise
dogumdan sonraki ilk 1 aydi. %55 ‘inde bas cevresinin biiylimesinde gerileme,
bunlarinda yarisinda goreceli mikrosefali tespit edilmisti. ilk hastanmin dogumda bas
cevresi 50 persentil ve ilerleyen yaslarda da herhangi bir gerileme tespit edilmemisti.
Diger hastada ise dogumda bas cevresi ile ilgili bilgi yoktu ve en son 15. ayda 43 cm
yani 3 persentilin altinda idi. Degerlendirme aninda hastalarin %75’ inde AEI tedavisine
ragmen devam eden nobetler s6z konusuydu. Mutasyonlu hastalarin da bu yonden bu
caligma ile benzerligi bulunmaktadir. ilk hastada 5, ikincisinde ise 3 AEI tedavisine
ragmen nobetlerinde kontrol saglanamamustir. Bu tiir hastalarda prognoz olumsuzdur.
Bir miiddet tedavi ile balayr donemi denilen donem olsa da (1-30 ay) multiple AEI

tedavisine ragmen nobetler mutlaka tekrarlar.

Arastirmadaki en Onemli noktalardan olan otistik bulgular Bahi-Buisson’ un
caligmasinda hastalarin %85’inde mevcuttu. Bunlar azalmis sosyal aktivite, zayif goz
temasi, g6z odaklanmasinda azalma gibi bulgulardir. ilk hastada 10. aydan sonra gelisen
benzer bulgular arastirma ile desteklenmistir. %85 hastada, ortalama 2,5 yasinda
gelisen el stereotipisi, %40 hastada ise bruksizm vardi. Bu iki bulgu en sik goriilen
stereotipik bulgular olup ilk hastada 1 yasindan sonra ortaya ¢ikti, ikincisinde ise sadece
15 ay civarinda el stereotipisi tespit edilmisti. Degisiklik bulunan sadece bir hasta
yardimsiz yiiriiyebiliyormus. Bu hafif fenotip normal X kromozomunun ¢ogunlugunun
beyinde aktif kaldigim desteklemektedir fakat caligmada XCI ile ilgili bir bilgi
bulunmamaktadir. Vakalar diger calismalarin ¢ogunda oldugu gibi ailesel olmayan yani
sporadik vakalardi. 3 hasta grubunda %69 ile %90 oraninda vakalar sporadik ve
mutasyon bulunan iki hastanin birinde kardes Oykiisii olmasina ragmen bulunan bir

degisiklik yoktu, digerinde ise aile hikayesi yoktu.

CDKL5 mutasyonlu hastalarin epilepsi nobetleri gdz Oniine alindiginda yapilan
caligmada hastalarin %75’ inde nobetlerin direngli bir sekilde devam ettigi, geriye kalan
%25’inde progresif olarak azalan bir nobet bulgusu oldugu dikkat cekmektedir.
Mutasyon bulunan her iki hastada politerapiye ragmen halen devam eden nobetleri

mevcuttur.

White ve arkadaslarinin yaptigi 316 hastalik calisma CDKLS igin yapilan en genis hasta

grubunu iceren calismadir. Burada 102’si Rett fenotipi benzeri, 52°si West Sendromu,
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33’1 epileptik ensefalopatili, 59’u OSB’li ve geri kalanlar1 da entelektiiel yetersizlikli
nobeti olan veya olmayan hastalar secilmistir. Bunlarda 4’1i yeni olmak iizere toplam 7
degisiklik tespit etmislerdir. Tespit edilen degisikliklerden birisi C terminal bolgede yer
almaktaydi. Simdiye kadar katalitik bolgedeki degisikliklerin neminden bahsedilse de
C terminal bolgenin proteinin hiicre i¢i lokalizasyonundaki rolii onemlidir. Kinaz
aktivitesinin diizenlenmesinde de bu bolge ¢cok onemlidir. Eger degisiklikler C terminal
bolgede olusursa prematiire stop kodon olusumu meydana gelir ve herhangi bir
aminoasit sentezi gerceklesemez. C terminalin olmadigi CDKLS trunkasyon protein
olusumunda ise protein konfigiirasyon degistiremez, katlanamaz ve fonksiyonunu
yitirir, sitoplazma ve niikleus arasinda CDKLS5’in trafigi olumsuz etkilenir. Yine de
katalitik bolge mutasyonlarina nazaran daha hafif klinik gosterirler (77). Arastirmada C
terminal bolgesindeki bir adet frameshift ve bir adet missense mutasyonu tarama imkant

oldu, hasta ve kontrol gruplarinda hi¢bir bireyde bu iki mutasyona rastlanmadi.

Mei ve arkadaslar1 49 hasta iizerinde 6nce DNA sekans analizi yapmislar ve 3 hastada
frameshift ve 1 hastada missense olmak {izere 4 mutasyon tespit etmislerdi. Daha sonra
geri kalan 45 hastaya multiplex ligation dependent probe amplification assay (MLPA)
ve Custom Array-comperative genomic hybridization (CGH) uygulamislar ve Xp22. 3
bolgesinde 4 adet biiyiik genomik delesyon tespit etmislerdi. Toplamda 49 hastanin 8’
inde (%17) degisiklik bulunmustur. Bu hastalarda CDKLS ile birlikte SCML2, RS1,
PPEF1, PHKA2 ve GPR64 genleri de delesyona ugramistir. Hastalarin fenotipleri
literatiirde yayinlanan diger mutasyonlu vakalardan farkli degildi. Sadece nobet
baslangic¢ yaslar1 daha erken bulundu. Bu bulguyu genetik acidan aciklamak i¢in bilgiler
tam yeterli degildir. Buna ragmen su ortaya cikabilir; degisiklik tespit edilemeyen fakat
fenotipik olarak CDKL5 mutasyonu diisiindiiren vakalarda MLPA ve CGH teknikleri
ile gross delesyon ve dublikasyonlar1 tespit edilebilir. Bu bilgiyi destekler bir calisma da
Bartnik ve arkadaslar tarafindan yapilmis ve birisi erkek toplam 3 hastada CGH ile
mozaik ekzonik delesyonlar tespit edilmistir. Bu calismada daha 6nceki bilgilerin aksine
(73) CDKLS mutasyonlarinin in utero donemde erkek cinsiyette oldiiriicii olabilecegi ve
neticesinde heterozigot kadinlarin mutasyon tasiyan veya delesyonlu erkek fetiislerinin
daha dogmadan fetal donemde kaybedildigi belirtilmistir. Erkeklerde mutasyonun cok
nadir goriilmesi ve CNV delesyonlarinin diisiiniilenden az olmasi1 Bartnik’in

calismasinda bu sekilde agiklanmaktadir.
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Intusoma ve arkadaslar1 yaptiklari calisma ile CDKLS5 gen taramalarmin klinik
duyarlhiligin1 incelemislerdir. Burada daha once yapilan calismalarda Rett sendromu
fenotipi gosteren vakalarin secildigini, sonuglarin genotip-fenotip korelasyonu
olusturmaya yeterli olmadigini, bu kriterlerine ilaveten Rett sendomu fenotipi olmayan
hastalarda da degisikliklerin bulundugu ve klinisyenlere yardimci olmak acisindan
testlerin kinlik duyarliliginin belirlenmesi gerektigi bildirilmistir. Duyarlilik cinsiyet,
nobet tipi, baslama yasi veya calismaya dahil edilme kriterlerine gore degisiklik
gosterebilir. MECP2 negatif Rett Sendromlularda CDKL5 mutasyonlarinin tarama
duyarliliglr %8 civarindaydi. Yani 100 tane kriterlere uyan hastada tarama yapilsa en az
8 tane patojenik CDKL5 mutasyonu bulunmalidir. Bu c¢alismada ise epileptik
ensefalopatili kiz hastalarda duyarlilik, baglangic yasi ve IS veya Rett benzeri bulgularin
eslik etmesine gore degismektedir. Baslangic yasi ele alindiginda (<12 ay, <6 ay, <3 ay)
sirastyla duyarlilik oranlart %4,3, %11,6 ve %14,3 olarak bulundu. Rett benzeri
fenotipin eslik ettigi durumlarda ise bu oran %31’e kadar c¢ikar (171). Arastirmada
hastalarin ikisinin de baslangic yast 3 aym altinda idi ve Rett benzeri fenotipleri
mevcuttu. Fakat duyarlilik oram1 bu c¢alismaya gore daha diisiik bulundu. Klinik
duyarliligin onemi genetik testlerin maliyetlerinin yarattigi tereddiitlerdir. Buna gore
CDKLS mutasyonu i¢in tarama kriterleri 6. aydan once baslayan nobetleri ve Rett

fenotipi benzeri bulgulari olan kiz hastalar olarak diizenlenebilir.

Artuso ve arkadaslarinin klasik Rett sendromu ile varyantlarini karsilastirdigi calismaya
dahil edilen 9 CDKLS mutasyonu pozitif hasta ile klasik Rett, Zappella varyant ve
Hanefeld varyanth hasta gruplarn karsilastirnlmistir. Bu karsilastirmada nobet baslangi¢
yaslarina, hastalarin bulgularmin varligi veya yokluguna (bas ¢evresi, prenatal hikaye,
sterotipik hareketler, psikomotor gelisim, epilepsi, otonomik bulgular vb. bulgular) gére
skorlama olusturularak degerlendirme yapilmistir. CDKLS mutant hastalarin bu gruplar
icinde bazi bulgular yoniinden Zappella varyant Rett Sendromlularla benzer skorlara
sahipken genel olarak klasik Rett Sendromu ile benzer median degerlere sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu calisma aynm1 zamanda erken baglangicli Rett varyantinin tani
kriterlerinden de bahsetmektedir. Bu form MECP2’ nin negatif, CDKLS5 ‘in mutant
oldugu formdur. Buna gore bas cevresinde, ilerleyen yaslarla birlikte azalma olmasi
zorunlu kriter olmaktan c¢ikip destekleyici bir kriter olarak degerlendirilmektedir.

Arastirmada da goriilen normal prenatal donem, siddetli hipotoni, el stereotipisi, siddetli
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psikomotor gelisim geriligi, hayatin ilk haftas: ile 6. ay arasinda ortaya ¢ikan epilepsi

zorunlu kriterler arasinda sayillmistir.

Aragtirmanin amacglarindan biriside baglangigcta belirtildigi gibi CDKL 5 gen
degisiklikleri olan hastalarda otistik bulgularin varligindan dolay1 otizm etyolojisinde
CDKLS5 geninin de rol oynayabilecegi diisiincesiydi. Calismada otistik bozukluklu
hastalarin hicbirisinde beklenen degisikliklere rastlanilmadi. OSB, 5 farkli durumu
iceren bir hastalik grubudur. Bunlardan en sik goriileni otistik bozukluktur. Hayatin ilk

3 yil1 igerisinde baslayan, etkilesim ve iletisimde belirgin gecikmeler ile karakterizedir.

Arastirmaya dahil edilen OB’ 1i olgularin %84’1i erkek, %16’ s1 kiz, erkek/kiz oranmi 5,3
idi. Literatiirde de erkeklerde otizmin daha sik oldugu belirtilerek E/K oram olarak 3,5-
4/1 bildirilmektedir. Bu agidan oran literatiir ile uyumludur. Arastirmada 19 hastanin
13’ iinde (%68) hi¢ konusma olmamisken 6’ sinda (%32) ise belli bir doneme kadar ¢cok
az da olsa dil gelisiminin oldugu fakat daha sonra bunun geriledigi bildirilmistir.
Normal gelisen cocuklarda ortalama 5-6. ayda agulama, 8—9 aylikken heceleme, 1
yasinda ise anlamli tek kelimeler ve 2 yasinda iki kelimeli ciimleler baslar. Otistik
cocuklarin %50-75’inde bu basamaklarin hicbiri belirtilen zamanlarda gerceklesmez.
Vakalarin yaklasik %25’inde ise 8—18 ayda konusma basamaklar1 baslar, ancak bu
donemden sonra duraklama ya da gerileme gozlenir (172). Arastirmada rastlanilan en
sik bulgu olan dil gecikmesi ve konusmama bulgularinin literatiir ile uyumlu oldugu ve
vakalarin biiyiik kisminda dil gelisim basamaklarinin hi¢ gelismedigi, gelisenlerde ise

bir siire sonra geriledigi tespit edilmistir.

Otizmin ilk fark edilme yas1 arastirmada ortalama 24 ay civari (20-30 ay) iken, ilk tan1
yas1 ortalama 36 ay (24-42 ay) idi. Aile ilgisi yiiksek ise hayatin ilk 1 yili icerisinde
otizmin taninabilecegi, tersi durumda ise bu siirenin uzadigi belirtilmistir (173).
Literatiirde ailelerin %80’ inin bu c¢ocuklar1 yaklasik 24. ay civarinda dil gelisiminin
bozuklugu ve konugma gecikmesi ile fark ettikleri bildirilmistir (174). Diger bir bilgi ise
ilk fark edilme ve ilk tani yas1 arasinda yaklasik 13 aylik bir gecikmenin olmasi ve bu
farkin hastaligin derecesi ile iliskili oldugu, daha ciddi durumlarin daha erken tanindigi
bilgisidir (175). Ilk fark edilme, ilk tan1 yas1 ve ikisi arasindaki fark (arastirmada 12 ay)

bilgileri agisindan arastirma literatiir ile uyumludur.

Otistik bozukluklu ¢ocuklarin zeka seviyeleri incelendiginde bunlarin yaklasik %60’ 1

normal veya hafif-orta zeka geriligi, %40’ 1 agir zeka geriligi gostermektedirler. (176)
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Arastirmada vakalarin %30’ a yakin kismi agir zeka geriligi gosteriyordu. Bu on

puanlik farkin vaka sayisinin azligindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Eslik eden durumlar acisindan bakildiginda arastirmada en sik bulgunun Dikkat
Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu (DHEB) (%31) oldugu dikkati ¢cekmektedir. Leyfer
ve arkadaslar1 (2006), Debruin ve arkadaslar1 (2007), Ghaziuddin ve arkadaslar1 (1998),
Mukaddes ve Fateh (2009) tarafindan yapilan ¢alismalarda OSB tanisi alan hastalarda
en sik gozlenen psikiyatrik ek tanilarin basinda DEHB gelmektedir. Dominick ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada OSB tanisi alan ¢ocuklarin yaklasik %30’ unun
kendini yaralama, kendine zarar verme davranislarindan etkilendigi ortaya konmustu.
(177).Arastirmada bir vakanin bu tiir saldirgan ve kendini yaralayict davranislarda

bulundugu belirtilmistir.

Otizm ve epilepsi birlikteliginde literatiirde artmis fakat degisken bir iliski oldugundan
bahsedilmektedir. Bu riskin ana faktorleri ise yas, biligsel diizey ve dil gelisiminin
etkilenme diizeyidir. Buradan hareketle OSB’ de klinik ve subklinik epilepsi riski
adolesan donemde, orta-agir zeka geriliginde ve dil gelisiminin ciddi sekilde etkilendigi
durumlarda artmaktadir. Arastirmada OB grubunda 4 vakada -elektrofizyolojik
caligmalarda anormallik tespit edilmis fakat herhangi bir epileptik nobet hikayesi
alinmamistir. Tuchman ve arkadaglari, nobet hikayesi olmamasina karst uzun siireli
EEG kayitlarinda OSB’ i hastalarin yarisina yakininda EEG anomalisi tespit edilmistir
(155). Arastirmada EEG anomalisi tespit edilen vakalarin zeka durumu incelendiginde
bir vakanin normal, bir vakanin hafif ve iki vakaninda orta diizeyde zeka kusuru

bulundurdugu tespit edildi.
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6. SONUCLAR

Arastirmada infantil donem ve erken cocuklukta direncli nobet tanis1 almis 26, otistik
bozukluk tanis1 almis 19 ve nobete ilaveten otistik bozukluk tanisi almis 22 ¢ocuk
hastanin periferik kan oOrneklerinden DNA eldesi yapildi. CDKLS geninin 4.
ekzonundaki A40V, 5. ekzonundaki I72N ve 172T, 7. ekzondaki C152P, 8. ekzondaki
R175S, G178D ve P180L, 12. ekzondaki R444C ve 18. ekzondaki L879E mutasyonlar1
RT-PZR yontemi kullanilarak arastirildi. Bu yontemde aminoasit degisimlerine neden
olan mutasyonlarin oldugu gen bolgelerinin uygun RNA primerleri ile ¢ogaltilmasinda
kullanilan primerler ve baz degisimini belirlemek amaci ile kullanilan problar dizayn
ettirildi. Bu problardan bazilar1 mutant tipe bazilar1 ise wild tipe gore tasarlandirildi.
Problar 5' ucunda LightCycler Red 640 ile isaretli olan problardi. Baslangicta
denatiirasyon ve PZR islemleri gerceklestirildi ve amplikon denen kisa DNA dizileri
elde edildi. Daha sonra bu diziler tekrar denatiire edilerek ve 1s1 diisiiriildii. Bu asamada
prob hedef sekansa baglanmakta ve 1s1 tekrar artirllirken mutasyon varligi veya

yokluguna gore erime egrisi analizi ile de mutasyon tespit edilmektedir.

Aragtirma Tiirk toplumunda CDKLS5 geni ile ilgili yapilan ilk calisma ozelligi

tasimaktadir.

Yapilan arastirmada literatiirde patojen olarak belirlenen mutasyonlarin %?20-25
kadarina bakilmasina ragmen direncli nobet grubunda 2 kiz hastada degisiklige

rastlanmistir. Bu direncli nobet grubunun yaklasik %8’ine karsilik gelmektedir.

92



Literatirde CDKLS mutasyonlarini tagiyan hastalarin hemen hemen tamaminda hayatin
ilk 3 ay1 i¢inde ortaya ¢ikan ndbetler, interiktal donemlerde normal EEG paterni ve daha
sonra epileptik ensefalopatiye doniisme egiliminde olan, en son donemde ise ilaca
direncgli hale gelen bir nobet Ozelliginden bahsedilmektedir. Mutasyonlu hastalarin
klinik fenotipleri olduk¢a genistir. Ve bundan dolay:r heniiz tam bir genotip-fenotip
korelasyonu saglanamamistir. Buradaki esas zorluk kimlere genetik analiz yapilacagi
konusudur. Arastirmada ve daha onceki yapilan arastirmalarda CDKLS5 geni icin hedef
grubun erken baslangichi direngli nobetleri ve epileptik ensefalopatisi olan, Rett
sendromu benzeri bulgular1 olan fakat MeCP2 mutasyonu bulunmayan, erken donemde
etyolojisi bilinmeyen IS hikayesi ve ciddi mental retardasyonu bulunan 6zellikle kiz
hastalar olarak belirlenmistir. Fakat calismalarda sik olmasa da erkek hastalarda
mutasyonlarin gosterilmesi sadece kiz hastalarla ilgili bir sinirlamanin dogru olmadigina
isaret eder. Neonatal donemde benzer bulgular1 olan erkek hastalarda taramalara dahil
edilmelidir. Klinik bulgularin yam sira fenotipte bazi durumlar i¢in baz1 6zel EEG
paternlerinden bahsedilse de heniiz CDKL5 mutasyonlarina 6zgii bir EEG bulgusu

belirlenmemistir.

Literatiirde erken baslangicli direncli nobeti olan kiz ¢cocuklarinda mutasyon orant % 9
iken bu oran ilaveten infantil spazmi olanlarda oran %28’e ¢ikmaktadir. Direngli ndbet
grubunda bulunan %8’ lik oran literatiirle uyumludur. Mutasyon sayisinin artirildig ve
hasta sayisinin daha fazla oldugu gruplarda, hedef genin dizilenebilecegi calismalar ile

daha fazla sayida hasta yakalanabilecegini diisiinmekteyiz.

Bir calismaya gore CDKLS gen mutasyonu olan hastalarin yaklasik %85’ inde otistik
bulgularin varligi otizm ile iligkili bir durum olabilecegi konusunda fikir vermistir.
Fakat arastirmada OB ve OB ve nobet grubunda hicbir hastada degisiklige
rastlanilmadi. Bunun sebebi hasta grubunun yeteri kadar biiyilk olamamasi ve taranan
mutasyonlarin sayisimin azligr ile agiklanabilir. Buna ragmen OSB olan hastalarda
CDKLS5 geni daha biiyiik arastirma gruplarinda, daha ileri molekiiler yontemlerle ve
daha fazla sayida mutasyon taranarak bakilmalidir. Ciinkii hastalarda ¢cok sik gozlenen

otistik bulgular bu geni hedef gen haline getirebilir.

Hasta ve kontrol grubu bireylerinde CDKLS geni degisiklikleri ile ilgili yaptigimiz
calismadan elde edilen genotipleme bulgularinin, Tiirk toplumundaki ilk veriler olmasi
bakimindan 6nemli bir katkisinin olacagini diisiinmekteyiz. Arastirma CDKLS geni ile

ilgili olusturulmaya c¢alisilan genotip-fenotip korelasyonuna yardimci olarak, buradan
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elde edilen verilerle ileride yapilacak caligmalara kaynak olusturmasi amaci ile

hazirlanmustir.

Aragtirmadan elde edilen verilerin, daha da anlam kazanabilmesi i¢in hasta sayisinin
artirtlmasi, CDKLS geninin tamaminin mutasyonlar ag¢isindan degerlendirilmesi,
hastalarin uzun dénemde takip verilerinin de eklenmesiyle ¢alismanin genisletilmesinin

gerektigi diisiincesindeyiz.
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