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Giris ve Amag: Lateral temporal lob epilepsisi (LTLE) isitsel auralar
ile karakterizedir ve siklikla genetik faktdrlerle iliskilendirilir. Onceki
calismalar, LGIT dahil olmak tzere LTLE ile baglantili cesitli genleri
tanimlamistir.  Bununla birlikte, 6zellikle LGIT mutasyonlarinin
yoklugunda LTLE fenotipine katkida bulunan diger genetik varyantlarin
arastiriimasina ihtiyag vardir.

Yontem: Epilepsi merkezimizde takip edilen ve isitsel aurali LTLE tanisi
alan bir kohort galismaya alindi. iki asamali bir yaklasim kullanarak 19
hastanin ekzom dizileme verileri analiz edildi. ilk adimda LGIT, RELN,
MICALT, CNTNAP2, DEPDC5 ve SCNTA olmak Uzere LTLE ile iliskili alti
gene odaklandik. ikinci adimda, veriler epilepsi ile ilgili genlerin bir
listesine gore filtrelenmistir.

ABSTRACT

Bulgular: Analizimiz, LTLE ile iliskili genlerde RELN, SCNTA ve CNTNAP2
dahil olmak (izere yeni varyantlar tanimlamis ve 6nceki bulgulari
dogrulamistir. ilk kez CHRNB2 geninde LTLE fenotipi ile iliskili olabilecek
bir islev kaybi varyasyonu tespit ettik.

Sonug: Calismamiz, hastalikla baglantili yeni genetik varyantlar
tanimlayarak lateral temporal lob epilepsisinin (LTLE) genetik
heterojenliginin altini cizmektedir. Ozellikle, CHRNB2'nin LTLE ile iligkili
yeni bir gen oldugunu ve boylece bilinen genetik katkida bulunanlarin
spektrumunu  genislettigini oneriyoruz. Bu bulgu, LTLE'nin karmasik
genetik altyapisini ortaya koymakta; gelecekteki arastirma ve klinik
uygulamalara yeni bir bakis agisi kazandirmaktadir.

Anahtar Sozcukler: Lateral temporal lob epilepsisi, isitsel ozellikli
epilepsi, LGIT, SCNTA, ekzom dizileme

Introduction: Lateral temporal lobe epilepsy (LTLE) is characterized by
auditory auras and is often associated with genetic factors. Previous
studies have identified various genes linked to LTLE, including LGIT.
However, there remains a need to explore other genetic variants that
contribute to the LTLE phenotype, particularly in the absence of LGI1
mutations.

Methods: A cohort followed in our epilepsy center and diagnosed as
LTLE with auditory aura was recruited to the study. We have performed
whole exome sequencing data analysis of 19 patients using a two-step
approach. In the first step, we have focused on six LTLE associated
genes, namely LGIT, RELN, MICAL1, CNTNAP2, DEPDC5 and SCNTA. In
the second step, the data was filtered against a list of epilepsy related
genes.

Results: Our analysis identified novel variants in LTLE-associated genes,
including RELN, SCNTA, and CNTNAP2, which confirmed previous
findings. Importantly, for the first time, we identified a loss-of-function
variation in the CHRNB2 gene that may be associated with the LTLE
phenotype.

Conclusion: Our study underscores the genetic heterogeneity of lateral
temporal lobe epilepsy (LTLE) by identifying new genetic variants
linked to the disorder. Notably, we propose that CHRNBZ2 is a novel
gene associated with LTLE, thereby broadening the spectrum of known
genetic contributors. This finding highlights the complexity of LTLE's
genetic landscape and suggests new pathways for future research and
clinical application.
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One Cikan Noktalar

* LTLE'de baskin kalitim moduna sahip gesitli genlerin
etkilerini arastirmak

RELN, SCN1A ve CNTNAP2 dahil olmak tzere LTLE ile
iliskili genlerde yeni varyantlar

CHRNB2'deki islev kaybi varyasyonu LTLE ile iliskili
olabilir

GiRi$

isitsel ézelliklere sahip epilepsi, isitsel auralar veya afazi ile karakterize
edilen nadir bir fokal epilepsi turudir. Belirtilen bu spesifik nobet
ozellikleri, lateral temporal lobun tutulum belirtileri olarak kabul edilir
ve bu epilepsi sendromu genellikle lateral temporal lob epilepsisi (LTLE)
olarak adlandirilir (1,2). LTLE'nin prognozu genellikle iyi seyirli olsa da,
anti-ndbet ilaglara karsi direng gosteren vakalar da bildirilmistir (3). LTLE
icin manyetik rezonans gérunttleme (MRG) lezyonsuz bir yapiya sahip
ise genetik etiyolojiyi destekler. Bu genetik kdken, ya otozomal dominant
bir gecisle, ya da bir ailede ilk kez de novo bir varyasyonla ortaya ¢ikabilir
(4). Su ana kadar, LGI1, RELN ve MICALT gibi birkac genin patojenik ve
heterozigot varyasyonlarinin LTLE ile iliskili oldugu bildiriimistir (5-7).
Ayrica, CNTNAP2, DEPDC5 ve SCNTA genlerindeki diger heterozigot
varyasyonlarin LTLE ile olasi iligkileri bu sendromun klinik ve genetik
spektrumunu genisletmektedir (8,9).

Epi25 is birligi tarafindan gerceklestirilen nadir varyant yuku analizleri,
epilepsi ile ilgili genlerde ultra-nadir zararli varyasyonlarin, edinsel
olmayan fokal epilepsiler (non-acquired focal epilepsies, NAFE) dahil
olmak Uzere, epilepsinin tum alt turlerinde arttigini gostermistir (10).
Yaygin varyasyonlarin ise poligenik risk skor agisindan, NAFE grubunda
yeterli glice sahip olmadig tespit edilmistir. Bu durumun fenotipik ve
genetik heterojenlikten kaynaklanabilecegi 6ne stirtilmustiir (11). Genetik
anlamlilik saglamak icin LTLE gibi homojen fokal epilepsi kohortlarinda
nadir varyasyonlarin degerlendiriimesi 6nemlidir (12).

Daha 6nce yaptigimiz bir calismada, LTLE kohortumuzdaki klinik bulgular
tanimlayip, kohortumuzda LGIT geni patojenik varyasyonlarini taradik
(4). Bu kohorttan sadece bir bireyde, LGIT'de yeni bir de novo patojenik
varyant tespit edildi. LGI7'in temel etken olmadiginin anlasilmasi Uzerine,
geri kalan 25 6rnekten 19'u uluslararasi bir ekzom dizileme (whole exome
sequencing, WES) calismasi icin secildi (Epi25 is birligi: http://epi-25.org).
Bu calismada, LTLE ile iliskili varyasyonlari WES verisi kullanilarak analiz
etmeyi ve LTLE'deki genotip-fenotip spektrumunu daha da genisletmeyi
amacladik.

YONTEM

Hasta secimi ve klinik veriler

Klinik olarak LTLE ile uyumlu olan ve epilepsi merkezimizde epileptologlar
tarafindan takip edilen 26 hastadan 19'u WES analizi icin ¢alismaya
alinmistir. ilk 26 hastadan yedisi yetersiz DNA ve/veya veri kalitesi
nedeniyle ¢alismadan cikarilmistir. Bir kiside pozitif LGIT bulgusu Kesim
vd., 2016 tarihli calismasinda bildirildigi icin WES analizinden cikarilmistir.
Tum hastalar igin klinik, elektrofizyolojik ve MRG bulgulari daha 6nce
belgelenmistir (4).

Calisma protokolii istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
10 Nisan 2023 tarihinde 2023/684 dosya numarast ile onaylanmistir. Tim
hastalardan bilgilendirilmis riza formu alinmstir.
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Genetik analiz

Kandan elde edilen DNA, kuresel bir epilepsi girisimi olan Epi25'in
bir parcasi olarak WES ile calisiimistir. Tum veri Uretimi ve ham veri
isleme, Broad Institute'un daha o6nce agikladigl yontemlere goére
gerceklestirilmistir (10). Sekanslama kalitesini degerlendirmek icin ekzom
uizerindeki kapsama hesaplamalari mosdepth tarafindan yapildi (13). ilk
olarak LTLE kohortumuzun VCF dosyalari coklu VCF dosyasindan ayrildi.
VCF dosyalari Ensembl Variant Effect Predictor Tool (VEP) (14) kullanarak
etiketlendi. Varyant etiketleme ve yorumlama adimlarini kolaylastirmak
icin, SNP, delesyon ve insersiyonlar (delins) veya her ikisi de olan ¢ok alelli
bolgeler bolinmis ve delesyon ve insersiyonlar bcftools kullanilarak
sola hizalanmistir. Akrabalik tahmini, vcftools'ta saglanan Manichaikul
ve ark. yontemi kullanilarak gergeklestirildi (15,16). Cinsiyet tahmini
icin, X kromozomu Uzerindeki psédootozomal bélgelerde bulunmayan
varyantlar bcftools kullanilarak alinmis ve heterozigotlarin tiim varyantlara
orani hesaplanmistir.

Filtreleme icin iki asamali gen tabanli bir yaklagim kullanildi. ilk olarak
LGIT, RELN, MICAL1, CNTNAP2, DEPDC5 ve SCNTA olmak tizere LTLE
ile iliskili alti gene odaklanildi. Ayni VCF dosyalari, Heyne ve ark. 2019
(17) tarafindan sunulan nadir epilepsi genleri listesine karsi ikinci bir
varyant filtreleme adimindan gegirildi. Gen listesi, yinelenen C120rf57 ve
MICALT'in gikariimasi ile diizenlendi. Ayrica GSTT1, GRCh37 genomunda
kanonik bir kromozomdayken GRCh38 uzerinde bir yama bélgesi
bulundugu icin gikarildi. Gen araliklari en son Ensembl gen etiketleme
dosyasindan alindi (erisim tarihi: 12 Agustos 2022). Filtrelemenin
alternatif gen sembollerinin kullanimindan etkilenmemesi icin bireysel
VCF dosyalari, gen sembolleri yerine pozisyonlarla filtrelendi. Gen setleri
genomik araliklara gore filtrelendiginden, epilepsi ile iliskili olmayan bir
gen Uzerindeki 6rtiisen herhangi bir varyant manuel olarak ayiklanmistir.

Filtrelemede okuma derinligi 15'ten az ve genotip kalitesi 20'den dustik
varyantlar elendi. Sonrasinda spesifik esikler icin iki ek filtre kullanild::
cekinik kalittm modeli icin varyantlarin genotiplerinin homo/hemizigot
olmasi ve poptlasyon sikligi %0,1'den dusik ya da toplumda hig
gorilmemis olmasi; baskin kalitim modeli icin varyantlarin genotiplerinin
heterozigot olmasi ve toplumda hi¢ gézlenmemesi sarti arandi. Ayrica,
GATK JointCallerdan VQSRTranche ve ExcessHet kalite metrikleri
kullanildi. Yayinda sunulan varyasyonlar, baslangicta InterVar kullanilarak
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)
standartlarina gore siniflandirildi (18,19).

Secilen varyantlar igin sekans dogrulamasi, standart prosedirler
kullanilarak Sanger sekanslama yoluyla gerceklestirildi. Kromatogramlar,
CLC Main Workbench v6.5 yazihmi ile gorsellestiriimis ve analiz
edilmistir. (CLC Bio, Aarhus, Danimarka). Segregasyon analizi, yetiskin
bireylerden olusan bir kohort igin ebeveynlerin mevcut olmamasi
nedeniyle gerceklestiriimedi. Hem PCR amplifikasyonu hem de Sanger
sekanslama icin ayni primerler kullanildi. Burada tablolastirilan tim
varyantlar Ensembl VEP'in web versiyonu ile yeniden etiketlendi (son
erisim tarihi: 09 Mart 2023). Gerektiginde varyant bilgilerini disa aktarmak
icin Ensembl BioMart araci (son erisim tarihi: 09 Mart 2023) kullanildi.
Oncelikli varyantlarin alel frekanslari; yaklagik 1,8 milyon bireye ait veriyi
kapsayan Genome Aggregation Database (v4.1.0) ve Regeneron Genetics
Center Million Exome Variant Browser (izerinden elde edilmistir (her iki
tarayici icin de son erisim tarihi 7 Haziran 2024'tur).

BrainSpan Atlas'tan RNA dizileme veri analizi

LGIT, CHRNB2 ve RELN genleri icin cesitli gelisim asamalarinin yani sira
ergenlik ve yetiskinlik donemleri icin ifade duzeyleri, gelismekte olan
insan beyninin BrainSpan transkriptom profilinden elde edildi (son
erisim tarihi: 09 Subat 2023). Tanimlayici istatistikler ve t-testi yapmak igin
elektronik tablo yazilimi ve veri gorsellestirme icin ggplot2 kullanildi.
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BULGULAR

Klinik ve Genetik Bulgular

Tam o6rnekler igin ekzomun %84-911 30x Ulzerinde ve %981 10x
tizerinde kapsanmigtir (Ek Tablo 1). Orneklerin hicbiri birbiriyle akrabalik
gostermemektedir ve tim cinsiyet tahminleri beyan edilen cinsiyetle
eslesmektedir (Ek Sekil 1).

Tablo 1, LTLE ile iliskili genler icin filtrelenen varyantlari icermektedir. Buna
ek olarak, ikinci seviye analizimizden Vaka-2'de tespit edilen CHRNB2'deki
olasi patojenik kirpilma varyanti, CNTNAP2'deki varyantiyla birlikte dahil
edildi. Bu hastalarin klinik bulgulari asagida vaka bazinda 6zetlendi. Ayrica,
nadir hastalik gen seti kullanilarak yapilan ikinci diizey analizde tespit edilen
Uic bagimsiz varyant tagiyan baska bir hastanin (Vaka-6) klinik 6zellikleri de
sunuldu. Ek Tablo 1, bu ikinci diizey analizden elde edilen sonuglarin bir
ozetini sunmaktadir. Sonug olarak, 15 vakada 19 varyant analiz filtrelerimizi
gecmis, 4 vakada ise higbir varyant gecememistir (Ek Tablo 2).

Vaka-1

Vaka-1 RELN'de yeni bir heterozigot varyant tespit edilmistir
(ENST00000428762.6:c.9998T>G; p.(Val3333Gly)) (Sekil TA, 1G). Hasta 38
yasinda bir kadin ve 2003 yilindan beri merkezimizde takip edilmekteydi.
Kisa frenulum icin gecirdigi operasyon o&ykust vardir. Biling kaybi
ile birlikte olan veya olmayan basit isitsel auralarin eslik ettigi, fokal
baslangigl bilateral tonik-klonik nébetler gézlenmistir. Bazi nébetlerinde
ayaklarindan yukselen parestezi de yasadi. Noérolojik muayenesi normaldi.
MRG'de herhangi bir anormallik gértilmedi. EEG'de epileptiform desarjlar
olmaksizin jeneralize yavas dalgalar goruldi. Karbamazepin tedavisi
altinda, glinluk olarak sadece kisa stireli auralar gézlendi.

Vaka-2

Vaka-2, CHRNB2 (ENST00000368476.4:c.211-1G>T) (Sekil 1B, TH, 11) ve
CNTNAP2 (rs886555284: ENST00000361727.8:c.2863G>A; p.(Val955Ile))
genlerinde iki heterozigot varyant saptanmistir (Sekil 1C). Bu 38 yasindaki
erkek hasta 18 yasindan itibaren kompleks isitsel auralarla birlikte fokal
nobetler gecirmeye baslamistir. Bu auralar cogunlukla normalde sevmedigi
bir sarkiyl duymaktan ibaretti. Nobetleri fokalden bilateral tonik-klonik
nobetlere dogru ilerleme gostermistir. Bazi nébetlerinin ayni tir miizik
dinlemekle tetiklendigini belirtmistir. Karbamazepin tedavisi altinda yilda
sadece bir veya iki kez auralar geciriyordu. Nérolojik muayenesi ve kraniyal
MRG incelemesi normaldi. EEG'de sag temporal bolgede diken dalgalar
goruldt. CHRNB2'deki varyantin SpliceAl araciyla ¢ok yiksek glivenle (delta
skoru =0,98) bir kirpilmada alici kaybina neden olacagi tahmin edilmektedir.
CHRNB2'nin otozomal dominant nokturnal frontal lob epilepsisi (ADNFLE)
ile iliskili oldugu literaturde bildirilmistir (Sekil 11).

Vaka-3
Vaka-3'te, CNTNAP2 (ENST00000361727.8:c.3286G>A; p.(Glu1096Lys))
geninde Million Exome Variant Browserda bir alel gézlenmis ¢ok nadir
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bir heterozigot varyant saptanmistir (Sekil 1D). 25 yasindaki bu kadin
hasta 14 yasindayken nobet gecirmeye baslamisti. Nobetleri afazi
ve karmasik isitsel auralar ile karakterize olup, bunu farkindalik kaybr
ve yanagin sola sapmasi takip etmistir. Nadiren bilateral tonik-klonik
nobetler geciriyordu. Norolojik muayenesi ve kraniyal MRG incelemesi
normaldi. Sik nébetler (ayda 3-4) nedeniyle uzun sureli video-EEG takibi
yapildi. Elektroensefalografik bulgularda sag frontotemporal bélgede
diken desarjlari ve ayni boélgeden kaynaklanan dért nébet saptandi.
Noéropatoloji bulgulari belirgin olmayan hastaya 2017 yilinda sag
temporal lobektomi yapildi ve o zamandan beri nébetsizdir.

Vaka-4

Vaka-4'te, CNTNAP2de GnomAD v4.1.0da 2 alel olarak gozlenmis
cok nadir bir heterozigot varyant saptanmistir (rs1286176571:
ENST00000361727.8:c.1411A>T; p.(lle471Phe)) (Sekil 1E). Bu varyant,
gnomAD genomes v3.1.2'te belirtilmemis bir poptlasyonda yalnizca
bir kez gozlenmistir. Bu 47 vyasindaki erkek hastanin febril nobet
oykust vardi ve 16 yasindayken nadir nébetler gecirmeye baglamistir.
Farkindaligin korundugu stereotipik fokal nébetleri sirasinda kulaklarinda
“helikopter” benzeri bir ugultu ve ¢cinlama hissetmekte, bunu biling kaybi
ile seyreden bilateral tonik-klonik nébetler takip etmektedir. Norolojik
muayene ve MRG normaldi. EEGde sol temporal diken dalgalan
goruldi. Okskarbazepin tedavisi altinda 5 yillik remisyon ile iyi huylu
seyretmektedir.

Vaka-5

Vaka-5'te, SCNTAda daha o6nce gorilmemis bir varyant homozigot
olarak saptanmistir (ENST00000674923.1:c.2668C>G; p.(Leu890Val))
(Sekil TF). Otuz alti yasinda kadin hastanin karmasik isitsel 6zelliklerle
baslayan fokal nébetleri ve ardindan dejavu hissi tanimlanmistir. Ayrica
fokalden bilaterale tonik-klonik nébetler gecirmistir. Hasta alti aylikken
nébetleri baslamis. Norolojik muayenesi, MRG incelemesi ve EEG testleri
normaldi. iki farkli anti-nébet ilaci tedavisine ragmen, yilda 2-4 fokal ila
bilateral tonik-klonik ndbet ve degisken siklikta isitsel auralar gecirmeye
devam etti. SCNTA'daki patojenik varyantlarin cogu heterozigot olmasina
ragmen, SCNTA homozigot varyantlar ile artan sayida vaka raporu
bulunmaktadir (20). SCN1A ile iliskili genis fenotip yelpazesi nedeniyle bu
varyant calismaya dahil edilmistir (21).

Vaka-6

Vaka-6, karincalanma ve/veya anons sesi gibi isitsel auralarla seyreden
nobetleri nedeniyle 12 yildir klinigimizde takip edilen 41 yasinda bir
kadin hastadir. Bazi nobetleri bilateral tonik-klonik nobetlere ilerlemistir.
Epilepsisi 21 yasinda baslamistir. Cinlama veya hapsirma gibi ani sesler
nobetlerini tetikleyebilir. Tibbi ge¢misinde tam remisyonda olan Hodgkin
lenfoma, tam tedavi gérmus akciger tiberkiilozu ve depresyon mevcuttur.
Norolojik muayenesinde herhangi bir anormallik gérilmemistir. Kraniyal

Tablo 1. LTLE ile iliskili genlerde saptanan varyantlari gosteren birinci diizey analiz.

Case-# HGNC Symbol HGVSc gnomADg AF / Epi25 AF /RGC ME  SIFT CADD PHRED EXON GT
Genomic Position (GRCh38) Consequence HGVSp Existing variation PolyPhen SpliceAl Delta Score INTRON  VAF
Case-1 RELN ENST00000428762.6:c.9998T>G; p. NP/NP/NP Del 30 62/65 Het
chr7:103,483,836A>C missense variant (Val3333Gly) NP PrD 0 - 0.55
Case-2 CHRNB2 ENST00000368476.4:c.211-1G>T NP /NP / NP - 34 - Het
chr1:154,569,791G>T splice acceptor variant - NP - 0.98 (Acceptor Loss) 2/5 043
Case-2 CNTNAP2 ENST00000361727.8:c.2863G>A; p. NP /NP /6.083e-7 Tol 219 18/24 Het
chr7:148,172,331G>A missense variant (Val955lle) rs886555284 Ben 0 - 0.50
Case-3 CNTNAP2 ENST00000361727.8:c.3286G>A; p. NP /NP /6.083e-7 Del 249 20/24 Het
chr7:148,229,684G>A missense variant (Glu1096Lys) NP PrD 0 - 0.54
Case-4 CNTNAP2 ENST00000361727 8:c.1411A>T; p.  6.57e-6/ -/ 6.083e-7 Del 16.66 9/24 Het
chr7:147,300,203A>T missense variant (lle471Phe) rs1286176571 Ben 0 - 0.49
Case-5 SCN1A ENST00000674923.1:c.2668C>G; p. NP /NP /NP Del 234 18/29 Hom
chr2:166,038,054G>C missense variant (Leu890Val) NP PrD - - 1.00

AF: Alel Frekanst; Ben: lyi huylu (Benign); Del: Zararli (Deleterious); GT: Genotip; Het: Heterozigot; Hom: Homozigot; NP: Mevcut degil; PrD: Muhtemelen hasar verici; Tol: Tolere edilen; VAF:

Varyant Alel Fraksiyonu.
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Sekil 1.

A-F. Tablo 1'de sunulan varyantlarin IGV gérintuleri.

G-H. RELN ve CHRNB2 varyantlarinin Sanger dizileme kromatogramlari.

1. CHRNB2 kirpilma varyanti ENST00000368476.4:c.211-1G>T'nin SpliceAl gorsellestirmesi.
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Sekil 2. Erken prenatal ddnemden yetiskinlige kadar gesitli yas gruplarinda RELN, LGI1
ve CHRNB2 genlerinin inferolateral temporal korteksteki ekspresyonu (veriler BrainSpan
gelisimsel transkriptom veri setinden alinmistir).

MRG incelemesinde patolojik bulgu saptanmamustir. EEG'de sol temporal
bolgede herhangi bir epileptiform desarj olmaksizin yavas dalgalar
goruldu. Dort anti-nobet ilag (karbamazepin, levetirasetam, zonisamid
ve lakosamid) ile tedavi altinda olan hasta halen ayda 1-4 kez ndbet
gecirmektedir.

WES verilerine gore birden fazla bagimsiz epilepsi ile iliskili nadir varyant
icin heterozigottur: (i) CHRNA4: ENST00000370263.9:c.1825G>A;
p.Val609lle (rs201168195), ClinVar veritabaninda ADNFLE ile iliskili oldugu
icin klinik 6Gnemi bilinmeyen varyant (VUS) olarak siniflandinimistir. (ii)
GABRA3: ENST00000370314.9:c.1211C>G; p.Pro404Arg X kromozomu
uzerinde, (i) SCAF4: ENST00000286835.12:c.2855A>G; p.GIn952Arg.

CHRNB?2 ile ilgili analizler

LGIT ve RELN olmak uzere iki ana LTLE geninin yani sira CHRNB2'nin
ekspresyonu igin RNA dizileme tabanli gelisimsel transkriptom igin
BrainSpan atlasini arastirdik. Atlasta yer alan 26 gecerli beyin yapisi
arasindan, profili ¢ikarilan tiim gelisim asamalari boyunca inferolateral
temporal korteksi (ITC) sectik (22). CHRNB2, LGI1 ve RELN gibi ITC'de de
tim asamalarda eksprese edilmektedir (Sekil 2). CHRNB2 ekspresyonu,
prenatal evrelerin erken ve orta dénemlerinin sonuna kadar LGI7'den
daha yuksektir (p<0,05). CHRNB2 ifadesi, ergenlik ve yetiskinlik dahil
olmak tzere daha sonraki asamalarda RELN ifadesinden daha yuksektir
(p<0,05). Ensembl BioMart aracini kullanarak nAChR alt birim genlerinde,
yani CHRNA2, CHRNA4 ve CHRNB2de, klinik olarak patojenik oldugu
ya da patojenik olma ihtimali bulundugu bildirilen tim varyantlar veri
tabanlarindan elde edilmistir. Daha sonra Ensembl VEP aracini kullanarak

tim bu varyantlarin anotasyonlari yapildi (Ek Tablo 3).

LTLE gibi edinsel olmayan fokal epilepsilerin genetik etiyolojisi, mevcut
nadir ve yaygin kiciik varyantlar ile CNV yaklasimlariyla aydinlatiimasi
en gic alanlar arasindadir. Calismamiz, LTLE etiyolojisinin heterojen
olabilecegini ortaya koymakta ve isitsel ozelliklere sahip otozomal
dominant epilepsili, ancak LGIT patojenik varyantlari bulunmayan
ailelerde genetik faktorlerin ve kalitimin etkilerini incelemektedir.
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Bu calismada, LTLE ile iliskili nadir genetik varyantlar bireye 6zel bir
yaklagimla kesfetmeyi amacladik. Bu dogrultuda, 6nceliklendirdigimiz
varyasyonlar tasiyan alti LTLE hastasinin detayl klinik 6zellikleri
sunulmustur. Analizlerimizdeki 6ncelikli hedefimiz, kohortumuzda
LGIT disindaki genlerdeki varyasyonlari tespit etmekti (4). ikinci
motivasyonumuz, kohortumuzdaki diger epilepsiyle iliskili nadir
varyasyonlarin sistematik olarak analiz edilmesiydi. ikinci analizde
yalnizca varyantlarin frekansina degil, ayni zamanda filtrelenmis
varyantlarin zigositesine de odaklandik. Ornegin, etkilenmis bireyde
varyant heterozigot ise, epilepsiyle iliskili resesif hastaliklardan sorumlu
genlerdeki kapsam digi birakilmistir. Bu yaklasim, her bireyin genetik
durumu ne olursa olsun genomunda potansiyel olarak patojenik ve
resesif varyantlar tasimasindandir (23). Bu nedenle, dominant hastaliklarla
iliskili genlerde yeni heterozigot varyantlar ve resesif hastaliklarla iliskili
genlerde yeni veya nadir (belirlenmis bir tasiyici frekansi sinir altinda)
homozigot/hemizigot varyantlar aradik. Heterozigot GABRA3 varyanti,
X kromozomunda go6zlemlenen bir kadinda (Vaka-6) tespit edilen yeni
bir varyant oldugu icin bu kuralin tek istisnasidir. Daha 6nce, tasiyici
kadinlarda hafif epilepsi gorulebildigi rapor edilmistir (24).

Sonuglarimiz, Turkiye'den bir hasta grubunda RELN ve CNTNAP2'nin
LTLE fenotipine olan katkisini desteklemektedir. italya'dan yakin tarihli bir
calismada, isitsel 6zelliklere sahip akraba olmayan 112 epilepsi hastasinda
LGI1, RELN, SCNTA ve DEPDC5 genlerindeki varyasyonlar arastirilmistir.
Calismada, bes probandda LGIT ve RELN genlerinde dort farkh genetik
bulgu ortaya cikarilmistir (8). Ayrica, daha 6nceki yayinlarinda sunulan
SCNTA ve DEPDC5 genlerindeki toplam dért varyant da tartismaya dahil
edilmistir. Bisulli ve ark., 2021 ¢alismasi, hem sporadik hem de ailesel
vakalara odaklanmis ve bilinmeyen kalitim modellerine sahip hastalar ile
eksik penetransa sahip aileleri icermistir. Bu, aile dykust olmayan tekil
bireylerin dahil edildigi bizim calismamizla paralellik géstermektedir. Bu
hastalarda bulunan LTLE ile iliskili varyasyonlari, varyantlarin patojenite
tahminlerinde uyumu saglamak icin dogru ACMG kriterleri kullanilarak
belgelemek 6nemlidir (25).

Kohortumuzdaki en carpici bulgu, CHRNB2'nin LTLE fenotipine olasi
katkisidir. CHRNB2, néronal nikotinik asetilkolin reseptériinin (nAChR)
beta2 alt birimini kodlamaktadir. CHRNB2'de azalmis penetrans ve
degisken ekspresiviteye sahip heterozigot patojenik varyasyonlar,
nokturnal frontal lob epilepsisi (ENFL3: MIM 605375) ile iliskilendirilmistir
(26). ENFL, uykuda meydana gelen motor nébet kiimeleriyle karakterize
edilen bir fokal epilepsi sendromudur (27). ENFL ile iliskili diger nAChR
alt birimlerini kodlayan genler arasinda alfa-4 alt birim geni CHRNA4 ve
alfa-2 alt birim geni CHRNAZ2 yer almaktadir. Yakin zamanda, CHRNB2
ve CHRNA4 genlerinde klinik énemi bilinmeyen dusiik penetransa sahip
varyantlarin, uyku ile iliskili instler epilepsiye sahip iki hastada tespit
edildigi bildirilmistir (28). Frontal ve temporal loblar néroanatomik olarak
farkli olsa da islevsel bir etkilesim halindedir. Frontal lob disfonksiyonu
ve temporal lob epilepsisi (TLE) ile ilgili mekanizmalar, néropsikolojik ve
fonksiyonel norogorintuleme galismalariyla héla arastinimaktadir (29).
Boyle farkli beyin bolgelerinde mekansal ve zamansal olarak eksprese
edilen genlerdeki varyasyonlarin, degisken nébet semiyolojisine sahip
fokal epilepsi sendromlarina yol agmasi mimkuindur.

BrainSpan Atlas'ini kullanarak, CHRNB2'nin RNA dizileme bazl gelisimsel
transkriptomdaki ekspresyon durumunu, literattirde tanimlanmis LGIT ve
RELN gibi LTLE ile iliskili genlerle karsilastirdik. Atlasin 26 gecerli beyin
yapisi arasindan, tim gelisimsel asamalarda profillenen inferolateral
temporal korteksi (ITC) sectik (22). CHRNB2, LGIT ve RELN gibi ITC'de
tim asamalarda eksprese edilmektedir (Sekil 2). CHRNB2 ekspresyonu,
erken orta prenatal donemlerin sonuna kadar LGI7'den anlamli sekilde
daha ytksektir (p < 0.05). CHRNB2 ekspresyonu, ergenlik ve yetiskinlik
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dahil olmak tzere daha sonraki asamalarda RELN'den anlamli sekilde
daha yuksektir (p<0,05).

Tum nAChR alt birim genlerindeki, yani CHRNA2, CHRNA4 ve
CHRNBZ2'deki, klinik olarak en az bir kez patojenik veya olasi patojenik
olarak tanimlanmis varyantlari veri tabanlarindan cektik. Daha sonra bu
varyantlarin tamamini Ensembl VEP kullanarak 13 farkl lokusta yeniden
analiz ettik (Ek Tablo 1). Varyantlarin neredeyse tamami yanls anlamlidir
(missense) ve nérotransmitter kapili iyon kanali transmembran bolgesini
kodlayan en buyuk ekzonunda yer almaktadir. Bu calismada tespit
edilen CHRNBZ2'deki islev kaybi varyanti, gen Grtnlnin haployetersizligi
nedeniyle alternatif olarak LTLE'ye yol acabilir.

ikinci seviye analizlerimizde ek genetik bulgular saptanmistir. Vaka-6,
SCAF4 ve GABRA3 genlerinde iki yeni heterozigot varyant tasimaktadir
(Ek Tablo 1). SCAF4, otozomal dominant bir nérogelisimsel bozuklukla
iliskilidir, GABRA3 ise cesitli epileptik nbet turleriyle iliskilendirilmistir
(24). Ayrica, CHRNA4 geninde bir VUS tasimaktadir. Epilepsi ile iliskili
genlerde birden fazla nadir varyant tasiyan bireylerde, poligenik risk
skoru hesaplamalari katki saglayabilir. Benzer sekilde, Vaka-7, PACS2,
RBFOX1 ve KMT2D genlerinde heterozigot yeni varyantlar tasimaktadir
(Ek Tablo 1).

Bu bulgular, Turkiye'deki tek bir merkezde elde edilen benzer sonuglarimizla
birlikte, genetik heterojenlik goristini ve bilinen genlerin LTLE'ye katkisinin
oldukca sinirli oldugunu desteklemektedir. Yeni nesil dizileme caginda
olmamiza ragmen, belirgin 6zelliklere sahip bu tipik epilepsi sendromunun
genetik altyapisinin hala tam olarak anlasilamamis olmasi kesfedilmeyi
bekleyen yeni genetik mekanizmalarin varligina isaret etmektedir.

Klinik agidan bakildiginda, LTLE genellikle selim seyirlidir ve standart
anti-ndbet ilaglarina iyi yanit verir. Fokal nébetlerin bilateral tonik-klonik
nébetlere donlismesiyle birlikte, genellikle “fokal bozulmus farkindalk”
ve “fokal farkindalikli” nébetlerin yani sira belirgin, tekrarlayan isitsel
auralarin gorilmesi, klinik taniyr destekler. LTLE hastalarinda, kraniyal
MRG incelemesi yapilmali ve ayrintili aile 6ykisu alinmahdir. Bu kohortta
gozlendigi Uizere, bazi hastalarda nobetlerin ses veya muizik uyaranlariyla
tetiklendigi bir refleks bilesen de tabloya eslik edebilmektedir.

LTLEdeki genetik bulgular, klinik degerlendirme siipheli oldugunda
teshisi destekleyebilir. Ornegin, interiktal EEG siklikla normal veya
spesifik olmayan bulgular sergiler. Ozellikle klinik ve genetik olarak pozitif
hastalarda akrabalarin degerlendirilmesi, nébet geciren bireylerde erken
tani ve tedaviyi mumkin kilabilir. Belirsiz aura semptomlarina bagli
olarak teshis gecikmesi ve yanlis teshis riski, fokal nobetlerin daha siddetli
olan bilateral tonik-klonik nébetlere donismesine ve cok nadir de olsa
SUDEP'e (epilepside beklenmedik ani 6lim) yol acabilir (30).

Her hasta icin WES verilerinin analizi, iyi tanimlanmis bir LTLE kohortu icin
guclt bir tanisal aragtir. Daha buytik LTLE kohortlarina uygulandiginda, bu
calisma istatistiksel olarak daha saglam sonuglar verebilir. Ancak, calisma
filtrelenmis ekzom dizileme verilerine dayandig icin analiz disi birakilan
genetik varyasyonlar degerlendirilmemistir. Ek olarak, ekzom dizileme
ile tespit edilemeyen kodlanmayan bolgelerdeki varyantlari ile kopya
sayIsi ve yapisal varyantlar da LTLE ile iliskili olabilir, ancak bu ¢alismanin
kapsami disindadir.

Sonug olarak, LTLE gibi edinilmis olmayan fokal epilepsilerin genetik
etiyolojisi, mevcut nadir ve vyaygin kicik varyantlar veya CNV
yaklasimlariyla aydinlatiimasi en gii¢ alanlar arasindadir. Calismamiz,
LTLE'nin etiyolojisinin heterojen olabilecegini géstermekte ve LGI1
patojenik varyantlari saptanmayan, ancak isitsel o&zelliklere sahip
otozomal dominant epilepsili ailelerde epilepsiye yatkinlik ve otozomal
dominant kalitim ile iligkili gesitli genlerin etkisini ortaya koymaktadir.
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