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Global developmental delay HP:0001263
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Motor delay HP:0001270
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WES protein-kodlayan ekzonlara odaklanır; derin intronik, kanonik splice bölgesi 

dışındaki etkili değişiklikler WES kapsamında kalmayabilir. WGS bu alanı görünür kıldı
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In-silico biyoinformatik araçlar

Derin İntronik Varyant;

WGS ile saptanan c.8613-259C>T varyantı ekzonların uzağında 

yer aldığından, protein üzerindeki etkisi başlangıçta belirsizdi

In-Silico Araçların Rolü (SpliceAI)

Yapılan değerlendirmede, varyantın splicing mekanizmasına etkisi 

için çok yüksek bir skor (SpliceAI = 0.94) elde edildi

Varyantın transkript düzeyindeki etkisini görmek için

RNA-seq
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• Splice Kusuru ve Psödoekzon Oluşumu 

RNA-seq analizi, bu varyantın 118 baz çifti gerisinde yeni bir "acceptor" bölge kazanımına neden olduğunu kesin olarak gösterdi. 

Normalde atılması gereken intronik bir bölgenin mRNA içinde kalarak bir psödoekzon (intron kalıntısı) oluşturmasına yol açıyordu. 

• Protein Düzeyinde Beklenen Etki 

Bu psödoekzonun başında yeni bir "stop kodon" oluşuyordu. 

Bu durum, üretilecek TRIO proteininin kısalmış kalmasına sebep olmaktaydı

RNA-seq

IGV
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IGV
Integrative Genomics Viewer
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TRIO lokusunda 

psödoekzonu 

destekleyen 

split-read 

hizalanmaları

(IGV)

RNA-seq
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En kritik bulgu !

Nonsense-Mediated Decay (NMD)'den kaçış

Ancak bu hastada IGV (Integrative Genomics Viewer) yazılımındaki RNA-seq okumalarına (bam dosyalarına) bakıldığında, 

→ intron altında hala genetik okumaların (reads) olduğu; 

→ hatalı transkriptin NMD'ye gitmediği ve parçalanmadan hücrede kaldığı; 

→ böylece dominant negatif veya fonksiyon kaybı (loss-of-function) yoluyla patojenik etkiye yol açtığı görüldü.

RNA-seq

Normalde hücre, erken stop kodonu içeren hatalı mRNA'ları NMD mekanizması ile parçalayarak yok eder. 
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Okuma derinliği 

(Coverage) analizi

(IGV)

RNA-seq

Okuma var;
NMD’ye gitmiyor
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Sonuç

Derin intronik varyantın neden olduğu psödoekzon ve NMD’den kaçış mekanizması gösterilmiş 
ve patojenite mekanizması ortaya konmuştur.

OLGU 2

PM2

PS2    

Popülasyon veritabanlarında çok nadir

De novo

PS3
RNA-seq fonksiyonel

TRIO
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3 yaş, kız hasta. Term doğum. NICU öyküsü yok. Anne ve baba 1. derece kuzen

Global nöromotor gelişim geriliği.

Dirençli jeneralize epilepsi; 3 yaşında başlangıç, aksiyel hipotoni, baş kontrolü yok, okülomotor 

apraksi, alt ekstremitelerde hipertoni.

Gecikmiş miyelinizasyon

Mikrosefali, ptozis, düşük kulaklar, hipertelorizm, üst ince dudak, meme başı içe 

çökük; rocker-bottom ayaklar, pes cavus deformitesi 

Global developmental delay HP:0001263

Neurodevelopmental delay HP:0012758

Motor delay HP:0001270; Inability to walk HP:0002540

Absent speech HP:0001344

Seizure HP:0001250

Generalized hypotonia HP:0001290

Poor head control HP:0002421

Oculomotor apraxia HP:0000657

Delayed myelination HP:0012448

Microcephaly HP:0000252; Ptosis HP:0000508

Low-set ears HP:0000369; Hypertelorism HP:0000316

Thin vermilion border HP:0000233; Inverted nipples HP:0003186

Rocker bottom foot HP:0001838; Pes cavus HP:0001761
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Dış Merkez 
WES ham 
verisinin 
re-analizi
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Dış Merkez 
WES ham 
verisinin 
re-analizi

SLC25A1 ilişkili 
konjenital miyastenik sendrom 23
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In-silico biyoinformatik araçlar

SpliceAI

Pangolin
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Pangolin

In-silico biyoinformatik araçlar
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RNA-seq

Donör kazanımı (IGV)

Ekzon 2’yeyakın, 

varyantın

19 ve 67 baz çifti 

ilerisinde iki farklı donör 

kazanımı 

tespit edildi
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RNA-seq

Referans veritabanlarında daha önce gözlenmeyen hastaya özgü anormal transkript profili (IGV)
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RNA-seq

Normal okuma derinliğinin aniden kesilmesi → frameshift’e yol açan anormal kript (IGV)
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Sonuç
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Abnormal facial shape / Dysmorphic facies HP:0001999

Bilateral ptosis HP:0001488

Depressed nasal bridge HP:0005280

Global developmental delay HP:0001263

Hypertelorism HP:0000316

Hyporeflexia HP:0001265

Muscle weakness HP:0001324

Patent ductus arteriosus HP:0001643

Patent foramen ovale HP:0001655

Poor head control HP:0002421

Premature birth HP:0001622

Prominent forehead HP:0011220

Respiratory distress HP:0002098

Respiratory insufficiency due to muscle weakness HP:0002747

Severe muscular hypotonia HP:0006829

Strabismus HP:0000486

Tented upper lip vermilion HP:0010804

Tracheostomy HP:0040288

1 yaş, erkek hasta. Geç preterm doğum (34+5 gh). Apgar 5/7. RDS. Uzun NICU yatış öyküsü var. Mekanik 

ventilasyon. PN 92. günde trakeostomi.  Anne ve baba 1. derece kuzen

Belirgin nöromotor gerilik, bilişsel görece iyi. Sistemik bulgu PDA, PFO.

Ağır hipotoni ve kas güçsüzlüğü. Baş kontrolü ve desteksiz oturma yok. DTR’ler hipoaktif. Bilateral 

pitozis ve strabismus mevcut.

Kranial MRG → sol lateral ventrikül posterior horn komşuluğunda milimetrik nodüler/kistik görünüm. 

Spinal MRG → Distal kord 3 cm segmentte 2 mm santral sinyal/siringomiyeli şüphesi.

Nörogörüntüleme

Nörofizyolojik çalışma
Sinir iletim çalışmaları yaşına göre normal. 

Repetitif sinir stimülasyonu ve tek lif EMG yapılamamış.

Pitozis, belirgin/geniş alın, basık burun kökü, hipertelorizm, çadır üst dudak.
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Annenin babası & babanın annesi 

kardeş

Ailede bildirilen benzer klinikte birey yok
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Dış Merkez 
WES ham 
verisinin 
re-analizi

LRP4

Bölge: β3 propeller domain 

PM2: Popülasyon veri tabanlarında yok
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Tanısal Süreç LRP4

β3 propeller domain: MuSK ile etkileşimin dolayısıyla kas 
kasılmasının gerçekleştiği ana köprüdür.

gnomAD
1000 Genomes Project
Greater Middle East 
Variome
Turkish Variome

Varyant, popülasyon veri tabanlarında 

homozigot durumda hiç gözlenmemişti.

LRP4 proteini, postsinaptik kas hücrelerinde eksprese edilir ve 

nöromusküler kavşak oluşumu ile stabilizasyonu için kritik

Agrin+LRP4+MuSK kompleksi → AChR sinyal yolağı

PM2

Bölge: β3 propeller domain 
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PM2

Bölge: β3 propeller domain 

In-silico biyoinformatik araçlar
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LRP4

PM2

Bölge: β3 propeller domain 

In-silico analiz

1)  Evrimsel korunmuşluk analizi

Evrimsel Korunum (Conservation) Analizi: 

ConSurf ve BLAST araçları kullanılarak, Ala1130 aminoasidinin omurgalılar arasında yüksek derecede korunduğu (korunma skoru = 7) gösterildi. 

Bu mutasyonun, LRP4'ün MuSK ile etkileşime girdiği kritik "kenar (edge)" bölgesinde yer aldığı kanıtlandı
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Tanısal Süreç
LRP4

PM2

Bölge: β3 propeller domain 

In-silico analiz

2)  Patojenite ve stabilite tahminleri

Patojenite Analizi: 

Bağımsız 3 algoritma varyantın protein yapısı ve fonksiyonu üzerinde yıkıcı etkisi konusunda hemfikir
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LRP4

PM2
In-silico analiz

3) 3D yapısal modelleme

3D modelleme: LRP4-MuSK kompleksini (PDB: 8S9P) I-TASSER-MTD ve PyMol ile modelledik

Model, aminoasitin doğrudan MuSK'a bağlanmadığını gösterdi

Bölge: β3 propeller domain 

DynaMut
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Tanısal Süreç
LRP4

PM2
In-silico analiz

3) 3D yapısal modelleme

3D modelleme: LRP4-MuSK kompleksini (PDB: 8S9P) I-TASSER-MTD ve PyMol ile modelledik

Model, aminoasitin doğrudan MuSK'a bağlanmadığını gösterdi

Bölge: β3 propeller domain 

PP3
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Tanısal Süreç
LRP4

PM2 PP3

It is still...
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