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Tkinci darbe etkisi

 Germline kalitsal bir mutasyon tek
basina her zaman hastalik yapmaz ya da
hafif yapar

« Ancak somatik ya da sonradan kazanilan
bir darbe o dokuda hasara ve lezyona
neden olur

* Bu sonradan kazanilan degisiklik
« -Somatik bir yeni mutasyon
* -Epigenetik faktorler
« -Cevresel faktorlerdir

Genetik Yatkinhk (1. Darbe)
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Kalitsal (Herediter) form%40: Ilk darbe

dogustan gelir, ikinci darbe rastgeledir.

« Erken yasta (bebeklik) gozlenir, bilateral ve
multifokal

1971: Mekanizma nasil ¢aligir
« Sporadik form%60: Her iki mutasyonda ayni

Kalitsal
) — —_>
(Hereditary) ‘ < ‘
hiicrede sans eseri gergeklesmelidir

1. Vurus 2. Vurus Tumor * Daha geg yasta
(Germline) (Somatic) « Tek tarafl olarak goriilir

* Birinci darbede hiicre yatkindir
ama hastalik olusturamaz

Sporadik » Ikinci darbede: saglam kalan allelde ¢evresel,
: epigenetik ya da diger genetik sebeplerie
(Sporadic) % e pi ik ya da dig ik sebeplerl
P \ susturulur (LOH)
1. Vurus 2. Vurus
(Somatic) Normal (Somatic)
Fonksiyon Sonu¢: TSG devre disi kalir ve

kanser gelisir



Ikinci darbenin nérolojiye genislemesi

« Norokutanéz sendromlar (1980-1990): TSC1/2 ve NF1/2 anlasiimaya baslandi

* Bolgesel spesifite: Germline mutasyonlar tim vicutta bulunurken; patolojik lezyonlar
vicutta sadece belirli bolgelerde gordlir

« Somatik mozaisizm kaniti: Fokal lezyonlarin noral ikinci hiicrelerde 2. darbe ile
tetiklendigi anlasildi

« Siniflandirma: Fokal kortikal displazi, hemimegalensefali somatik hiicre hastaliklar:
olarak siniflandirildi




Ikinci darbenin molekiiler mekanizmalar:
1. Genetik mekanizmalar

Germline Tumor
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Kaynak: Knudson AG. Proc Natl Acad Sci USA. 1971;68(4):820-823



Haployetersizlik ve spektrum

* Null alleler (fam kayip): Protein dlretimi tamamen durur.
(anlamsiz kodon, gergceve kaymasi). Eger her iki allelde null ise
ya yasam ile bagdasmaz ya da ¢ok agir klinik ortaya ¢ikar

» Hipomorfik alleler (kismi): Hafif yapisal bozulma olur ve %10-
50 arasinda protein Uretimi olur. (yanhs anlamli ya da kirpiima
bolgesi mutasyonlari). Hiicresel yetersizlik yaratir.



Ikinci darbenin molekiiler mekanizmalar:

2. Epigenetik inaktivasyon

* DNA metilasyonu ile susturma

e Klinik 6nemi: Genetik delesyonlardan farkl olarak epigenetik susturma
genelde geri donebilir. DNA metiltransferaz inhibitorleri (DNMT)




3.Ikinci darbenin zamanlamast

Postzigotik mutasyon zamanlamasi

« Erken embiryonik: zigot-8 hiicre, yaygin multisistemik bulgular
(Hemimegalensefali)

« Gec embiryonik: 8 hc-gastrulasyon: Mozaik, organ spesifik

 Fetal donem: norogenezis, beyine sinirli (TipIIA FCD, Kortikal tuberler)

* Postnatal: Cok sinirl klonal (Sporadik lokalize tmrler, fravma sonrasi)




3) Ikinci darbe fenomenin zamanlamasi

Neurulation Point mutation Muzation Hemispheric Asymmetric distribution
expansion (limited) cleavage of mutant cells
Epileptogenic dysplastic tissue
below MRI resolution ‘
MRI wisible FCD

Asymmertric distribution of
mutant cells in the cortex

Neurcnal
migration

Neurcnal precursors
proliferation in the VZ

After neurulation (A), a single point mutation occurs in a neuronal progenitor (B) and is passed to a limited number of daughter cells (C). At hemispheric
cleavage (D), mutant cells migrate in the 2 hemispheres in different proportions because of their asymmetric initial distribution (E). After neuronal pro-
liferation in the ventricular zone (VZ) (F), and neuronal migration (G), the asymmetric distribution of mutant cells in the 2 hemispheres causes a visible area of
cortical dysplasia where the concentration of mutant cells is higher and only small foci of dysplastic tissue below MRI resolution where the percentage of

mutant cells is very low (H). Note that even in the hemisphere harboring the main area of cortical dysplasia, mutant cells are present outside the limits of the
visible abnormality and are the cause of seizure recurrence after surgery. FCD = focal cortical dysplasia.




4. Mutasyon yiikii ve epileptojenite

* Lezyon bdlgesindeki mutant allel frekansi arttikca epileptojenite de
dogru orantili olarak artar

- Ornegin; mutasyon yiiki epileptojenik bélgede (SOZ) %10 kadar iken,
cevreleyen dokuda 7%0,3'lere dismektedir. Bu durum da cerrahi
planlamada genetik haritalamanin nemini gostermektedir.

« Ayrica mevcut modifier genlerin de klinige etkisi bulunmaktadir.



Vaka sunumu
* 7 yas erkek, saglikli anne ve babanin 2. ¢ocugu

* Fokal nobetler ile bagvuruyor
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Lee et al, 2019, Second-hit DEPDC5 mutation is limited to dysmorphic neurons in cortical dysplasia type IIA



Vaka sunumu

« Heterezigot germline, VUS, DEPDC5 variant(NM_001242896.1:c.2390del A

p.Q79Rfs*18)

* Derin sekanslama ile beyin dokusunda da (595*) Truncating varyant DEPDC5

(c.3994C>T p.R1332%) tespit edildi
 Allel frekansi 3.9% (22/569 okumada)

A
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Dokunun alindigi yerdeki 5 bolgeyi gosteriyor 9 e o
Allel sikligi 2.5% ile uncus ve en az temporal pole de # o RO ¢
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Ikinci darbe—nasil oldu ?




Yeni bir model <<§lf‘|' yolak» ikinci darbe (dual pathway hut)

. B|r|nC| vurus NPRL3 genlnde mutasyon (MTORC1 yolag) ¢Frizzled
1< « |kinci vurus (Somatik) WNT2 geninde somatik mutasyon

7 * Mekanizma: Farkh bir yolaktaki (WNT) ikinci darbe mTORCH1 yolagi ile etkilesime girerek
" lezyon olusturur
* Yani; |k|nC| darbe allelik gende olabllecegl gibi Slnel‘jIStIk yolda da olabilir
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Bnett, 2022; Evidence for a Dual-Pathway, 2-Hit Genetic Model for Focal Cortical Dysplasia and Epilepsy



Ikinci darbe etkisinin tuberoskleroz yansimasi

H“

1.Allel 2. Allel =
TSC1/2 somaTIk ®;® TSC1/TSC2 kaybi = mTOR

Germline 2. vurus Mutation \I S S tizerindeki frenin patlamasi.

mUTaSyon LOH Inactivation
Activation l mTORC“ i

. 4

Cell Growth & Proliferation




Ikinci darbe Ikinci darbe kanitlar

etkisinin » Kortikal tuberler: %30-50 nokta mutasyonu, digtik
tuberoskleroz mutasyon yiiku, hicresel heterojenite,
yansimasi haployetersizlik etkisi

» SEGA: %100'de TSC2 kaybi, biallelik inaktivasyon
(LOH veya nokta mutasyonu), yiiksek mutasyon yukd,
asirt mTOR aktivasyonu

* Rabdomiyom, renal anjiomiyolipom, adenemo
sebaseum

Henske EP et al. Loss of heterozygosity in the tuberous sclerosis gene occurs in a subset of tubers.



Norolojide paradigma degisimi
KAN -BEYIN AYRIMI

« « Somatik p. 6In289* mutasyonu beyin dokusunda 7%10 frekansla
saptanirken, kanda 4.452 okumada dahi hi¢ saptanamamigtir.»

- «Beyin spesifik mozaisizm!!!

- «Epileptojenik lezyonlar sadece genetik analizle periferden
saptanamaz»

Ribierre, et al, 2018



SOMATIK MOZAISIZM

« Ailesel FCD'lerde (DEPDCDH) toksisteye ulasmak igin hiicrenin «iki darbeye» ihtiyaci varken
(1. germ mutasyon 2. somatik mutasyon) mTORC1 ya da PIK3CA gibi genlerde, embiryolojik
dénemde meydana gelen tek bir somatik darbe (islev kazanimi GoF) dogrudan ikinci bir

darbeye gerek kalmadan toksisteyi baglatir (Hemimegalensefali).

« Sturge Weberdeki GNAQ (R183Q) sonradan kazanilan somatik mutasyonu ile beyin ve dokuda

kapiller malformasyon ortaya ¢ikar.

 Bulgularin siddeti ayni sekilde mutasyonlarin yiki ve ortaya ¢ikis zamanina gore degiskenlik gostel

|_views s reviews |
Is Focal Cortical Dysplasia/Epilepsy Caused by Somatic GNAQ mutation is enriched in brain endothelial cells in
Somatic MT OR Mutations Always a Unilateral Sturge-Weber Syndrome

IDDisorder? an Huang'-2, Javier A. Couto3, Anna Pinto?4, Sanda Alexandrescu®, Joseph R. Madsen®,
Arin K. Greene3.7, Mustafa Sahin?, and Joyce Bischoff!2."

"Wascular Biology Program, Boston Children’s Hospital and Harvard Medical School, Boston, MA



Genetik olmayan ikinci darbe modelleri

- 1.Epigenetik faktorler

2 Fonksi | Hastallk modeli: Dravet sendromu \
* £. FOnKsiyone 1. darbe: Genetik sodyum kanal mutasyonu
ve GABAerijik ndron inhibisyonu

/~ Hastalik modeli: Dyt1 distoni/TOR1A “\tekrarlayan
1. darbe: TOR1A gen mutasyonu fe bozulma
2. darbe: Cevresel travma, spinal |
travma dahale )

« 3. Cevresel

. Hastalik modeli: Otizm/sizofreni
« 4 Tmminolgd 1. darbe: prenatal stres, enfeksiyon, immiinolojik
genetik yatkinlik
2. darbe: Ergenlik doneminde stres, beslenme,
travma, immunolojik durumlar
3. sonug: sinaptik budanma, mikroglia aktivasyonu




EPIGENETIK MEKANIZMA

Sizofreni: Gelisimsel 'Priming' ve Zamanlama

s)
Hit 1 Hit 2

I i AN, & AN A
A review nf \mlnpmhlllhr and I‘IQI(Q fnr

Available online at www.sciencedirect.com

Prenatal

\
;: ! /
Rob |
| ‘ Elena Buzzetti, Massimo Pinzani, Emmanuel A. Tsochatzis*
Erken mud UCL Institute for Liver and Digestive Health and Sheila Sherlock Liver Unit, Royal Free Hospital and UCL, London, UK nleyebilir. ——

Klinik Gikarim
Epigenetik degisiklikler potansiyel olarak ilaglarla geri dondurdlebilir.



Tespit yontemleri

Ikinci Darbe Fenomeninde Ileri Tani Stratejileri e @i
Geleneksel sekanslamadan doku spesifik derin analize gecis et e

olarak lokalize edilmis ila¢ direngli vakalar. |

Geleneksel Tani | fleri Doku Analizi |

« Orneklem: Kan veya Tiikiiriik DNA's1. Adim 1: Lazer Mikrodisseksiyon (LMD): Cerrahi rezeksiyon

« Kisithhik: Diisiik allel frekansh somatik varyantlan materyalinden (6rn. FCD vakalan) displastik néronlann
(%1-5) saptamada yetersizlik. Mozaisizm klinik spesifik izolasyonu. )

tablonun gerisinde kahr (nih.gov). ],
Adim 2: Derin Sekanslama (Deep Sequencing): %500-1000
kapsama derinligi ile %5-40 arasindaki somatik allel
frekanslarinin hedeflenmesi (nih.gov).

y

Adim 3: Mutasyon Gradyam Tespiti: Lezyon merkezinde (Nobet
Baslangig Zonu - SOZ) en yiiksek mutasyon yiikii (%10), periferik
normal kortekste diists (%0.3).

Korteks



Tespit yontemleri

1. NGS: 7%1-5 duyarhlik
2. Deep Seq: 7%0,1-1 duyarlilik 500-1000* derinliginde kapsamli NGS
3. ddPCR: 7%0,01-0,1 duyarlilik, Spesifik hedef bilindiginde kullanilr,

cerrahi sinirdaki ki¢lik mutasyon yikini hesaplamada idealdir

4. Tek hiicre: klonal analiz: tek hicre diizeyinde genomik ya da

transkriptomik profil ¢ikartma



Tanisal kiyaslama

Geleneksel Yaklagim Somatik Doku Analizi

Orneklem Tipi Sistemik Kan/Tukiriik Cerrahi Beyin Rezeksiyon
Materyali
Kullanilan Teknoloji Sanger [ Standart NGS W Sekanslama
(Deep Sequencing)
Kapsama Derinligi (Coverage) 30-100x | 500-1000x
Hedef Allel Frekansi >%15-20 %1-5 arasi dusuk frekans

' Klinik Cikti: Geleneksel yontemler dustik allel frekansl somatik
varyantlan kagirir. lla¢ direncli fokal epilepsi ve MRG-negatif
I vakalarda doku diizeyi analiz zorunludur.



Tedavi stratejileri

mTOR Yolagi MAPK Yolag:
Dual Pathway -
@ ? Blockade
<D < 1 . B
Rapamisin / b
Exasctimus Ny @ F— Potansiyel
@ . MAPK Inhibitéru
T )
& b
Hlcre Buyumesi, Hlcre Buyumesi,
Proliferasyon Proliferasyon

e Ikinci vurus mTOR yoladini aktive ediyorsa, mTOR inhibitérleri kullaniimahdir.
e Kombine Tedavi: Bazi direngli tumorlerde (Double Hit) hem mTOR hem MAPK blokaji
gerekebilir (De Meulemeester et al.)

mTor inhibitorlerinden in vivo CRISPR teknolojisine kadar yeni nesil tedaviler, semptomlari gecici
baskilamayi degil; biallelik inaktivasyon sureclerini hlicresel dluzeyde geri dondurmeyi hedefler.



Tedavi stratejileri

« Cerrahi optimizasyon: Mutasyon gradyan haritalamasi, klasik MRG bulgularinin 6tesine gegerek
elektrokortikografi (ECoG) ile uyumlu galigir. Cift vurus almis néronu nokta atisi tanir ve rezeke
eder.

Geleneksel Kaba Cerrahi Optimize Hassas Cerrahi

Maksimum Nobet Kontrolu Saghkh Dokuyu Koruma Gelecegin Standardi

Epileptojenik agin kok hiicreleri olan MRG'de siipheli goriinen ancak ECo- Ameliyat masasinda larer mikrodissek-

¢ift vuruslu displastik klonun G'de sessiz ve mutasyon yiuku diisuk siyon ve uzun okuma gergek zamanh

tamamen c¢ikanlmasi garantilenir. olan gevresel dokulann gereksiz sekanslama ile molekiiler cerrahi sinir
rezeksiyonu onlenir. belirlemek artik bilim kurgu degildir.




Tedavi stratejileri

Terapotik Strateji

mTOR inhibitorleri
(Everolimus)

Antisense
Oligoniikleotidler (ASO)

AAV Aracili Gen Terapisi

CRISPR-Cas9 Editleme

Etki Mekanizmasi

MTORC1 kompleksinin
allosterik farmakolojik
blokaji

Transkript stabilitesini
veya splicing

modulasyonunu hedefler

Saglikli vahsi tip allelin
viral vektorle néronlara
ulastiriimasi

Genom dizeyinde nokta
mutasyon onarimi veya
gen delesyonu

Hedeflenen Genetik
Anomali

TSC1/2, DEPDCS5,
AKT3 gibi yolagi aktive
eden ikinci darbeler

Haployetersizlik (NMD)
ve dozaj eksikligi
durumlari

ikinci darbe sonucu
ortaya cikan lokal tam
islev kaybi (LOF)

Dominant negatif ve
yapisal GOF mozaik
mutasyonlari

Avantajlari / Potansiyeli

Cerrahiye uygun olmayan

vakalarda nobet ve
tumor kicgulticu etki

Protein miktarini
titrasyonla artirarak
genotipik bariyeri onarir

Gen Urdnunu kalici olarak

yerine koyma
(Replasman)

Kalici ve kdokten hicresel
iyilesme potansiyeli

Kisithliklan / Riskleri

Sistemik bagisiklik
baskilanmasi, kalici
kuratif etki olmamasi

Hedef disi (off-target)
etkiler, beyne geciste
tekrarlayan intratekal
uygulama zorlugu

immiinojenite, viral
genetik kargo limitleri
(blyuk genler tasinamaz)

Off-target DNA kesikleri,
glvenli tastyici (delivery)
araclarinin eksikligi
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Cerebrospinal fluid liquid biopsy for detecting
somatic mosaicism in brain

Threshold of somatic mosaicism leading
to brain dysfunction with focal epilepsy
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Identification of a Second-Hit Brain Somatic DEPDC5
Variant Supports Causality of a DEPDC5 Germline Variant
of Uncertain Significance. Time for a Classification Update?
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ORIGINAL ARTICLE

Efficacy and safety of everolimus for patients with focal
cortical dysplasia type 2

nature reviews genetics https://doi.org/10.1038/s41576-025-00832-3

Review article %) Check for updates

Advancesinsingle-cell DNA
sequencing enableinsightsinto
human somatic mosaicism

23 May 2025
10.3389/fsurg.2025.1568939

Advancing precision diagnostics:
minimally invasive approaches for
understanding the role of brain-
limited somatic mutations in
pediatric drug-resistant epilepsy

Olubunmi A. Fariyike™, Nishanth Narayan® Hilary Y. Liu®,
Danielle R. Sanchez** and H. Westley Phillips®™*



Alfred Knudson'in “.i'kinci Vurus” (Second-Hit) Hipotezi:
Kanserin Otesinde Norolojiye Bakis

Tarihsel Geligim: 1971'den Giiniimiize Kalitsal vs: Sporadik Aynm:
Kahtsel vakalarde ilk Resesif Tiimor Baskilayici
1971: Alfred Kaudson'in Kesfi vurusun film hiierelerde Kavrami
Koudson, retinoblastom insidans (germ hath) bulundugu... | 1983'te Cavenee, ikinci

vurusun genellikle delesyon
veya mituiik rekombinasyon

rekombinasyon gibi
@ heterozigotluk kaybina (LOH)
” yol agan biiyiik kromozomal

egitlerini analiz ederek hastaligin_
kiinik olarak ortaya gikmasi igin iki

hiz emitlayic genetik olaym
(vurus) gerekbgini dne siirdi. j

dik sporadik vakalarda ise her iki vurusun da mgslianégma SO
osterdi.
Sporadi somatik seviyede sonradan kazanildigi kanitlandi. 1983 gt
¢ -
Birinci Vurus (1. Hit)
Genellikle genin birincil DNA
dizisinde meydana gelen kiigiik bir
delesyon veya baz degisimidir;
kalitsal olabilir veya arken gelisimde
Genetik Mekanizma: A Rl
Iki VuruT Nasil .
Gergeklegir? ikinci Vurus (2. Hit) Heterozigotluk Kaybi (LOH)
= Kromozomal ka¥(|p, yeniden ikinci vurug sonucunda, hiicrenin ilgili
5 x kopyalanma, subkromozomal gen bolgesinde her iki kopyasinin da
delesyon veya promoter metillenmesi hatali hala gelmesi ve koruyucu
gibi epigenetik degisikliklerle etkisini yhirmesidir.
fonksiyonel olan ikinci alelin de
inaktive olmasidir.

Tani ve Tedaviye Katkisi

Ntl;enetik
< utaayon
\ (Endofenotip)
Periferil/(
(Adolesen 4— _Tiesma
Cavressl Enfeksiyon
Tetikleyiel) (2. Yurug)
. < - i P i - . so ci i i errahi Planlama ve onelii ileri
Fokal Kortikal Displazi (FCD) ve mTOR Sizofrenide “Iki Vurus” Modeli Distoni ve Gen-Cevre Etkilegimi DerinSekanalamajile Ta..".'. (I:nutasyon Gradyani P one i_Iag Tedavileri
FCO Tip lIAda, mTOR yolunu baskilayan Prenatal bir genetik/pevresel hasann Genetik mutasyon bir endofenotip olusturur; Beym dokusunda %S1n altmda gOrlien : b Y = SO SRR aky got iirtelu
p \ yo 1ay genetik/pevr tik mutasy! otip olusturur, dusuk oranh somatik mocelnizinlaryi Somatik mutasyon yiikiiniin en yiiksek inaktivasyonlann tasjiléi. Tubarous
DEPDCS veya HPRL3 gibi genlerdeki germ (1. vurus) sinir sistemini duyarh hale periferik trasina veya enfeksiyon gibi bir (ikinci vorusfar) tespiti,direngil egliepsilerin  oldugu bilgolerin epileptojenik adakla SElarore (TBC? hastalarinda mTOR
hatti mmasdy'ongqg, sadece bevindeki dikmorfik  getirmesi ve adolexan dénemdeki pevresel ikinci vurus” bu hassas dengeyi bozarak mcjekuler sokenini siklar. korele oldugunun tespiti, caha odaklanmis  inhibitdrlerinin kullaninn gibi farmakolojik
noronlarda gdriilen bir somatik ikinci vurug bir tebkleyicinin (2. vuru¢) semptomlan distoniye yol agar. cerrahi rezeksiyon Araolaak saglar. stretejileri dogrudan destekler.

eslik eder. baslatmasidir.



mTOR Sinyal Yolaklar ve "iki Vurus" (Two-Hit) Genetik Modeli: FCD ve Epilepsi Patogenezi

"Iki Vurus” (Two-Hit) Mekanizmasi \ Gelismekte Olan Beyin Fokal Patoloji ve Mozaisizm

Fokal Kortikal Displazi (FCD)

Ikinci Vurus (Somatik Mutasyon) . | 4
ve Epilepsi Odagi

P-4 Birinci Vurus (Germ Hatti) P asEYR N
' x Birey, tim hiicrelerinde bulunan P ‘ Y Gelismekte olan beyindeki T voE| 1
; : kaldimsal bir mutasyonla dogar (@ ~ noronal progenitor hiicrelerde > - Ikinci vurusun sadece belirli
’ ‘ veya embriyonik donemde ilk A meydana gelen ikinci genetik bata, 2 Y hiicre gruplarinda olmasi. beymn
‘ mutasyonu alir; bu durum sistemi & el ilgill genin (6megin DEPDCS5 veya S . sadece bir bolgesinde “fokal”
hassaslastirir ancak tek bagina N TSC2) fonksiyonunu tamamen / )) ; malformasyon (FCD) ve epilepsi
)| hastalik igin yetmeyebilir. W yitirmesine neden olur. odag! olugmasini agiklar.
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Klinik Tablo: mTORopatiler ve Tedavi
) A = .
=T @ 3 Tedavi Yaklagimi: mTOR Inhibitérleri
2 W) FeoTipll (Fokal Kortikal Displazi) ® .\ TSC (Tuberous Sclerosis Complex) (Orn. Rapam?sin, Everolimus)
e '\ Kortikal tabakalanma bozuklugu ve dismorfik .~ @ | TSC1 veya TSC2 genlerindeki iki vuruglu igi i ibia
R L ; g’ : A Rapamisin (Everolimus) gibi ileglar, agin
., | noronlarla karakterizedin geneliikle mTOR g B mutasyonlar sonucu beyinde kortikal tiiberler aktiflesen mTORC1'l dogrudan hedefleyerek
. yolag mutasyonlarindan kaynaklanir. e ve diger organlarda hamartomlar gelisii. niibet sikligini ve malformasyon geligimini

azaltabilir. S



Sonug ve klinik mesajlar

Ikinci darbe hipotezi, cocuk nérolojisindeki birgcok gelisimsel bozuklugun (TSC, FCD,
NF1) patogenezini agiklar

Fokal lezyonlar (kortikal tiuber, displastik alanlar) genellikle ikinci somatik darbenin
sonucudur

Mozaisizm derecesi klinik siddet ve epileptojenite ile koreledir

Molekiiler tani giderek dnem kazanmakta; hassasiyetli tekniklerle ikinci darbe tespiti
mimkin

Hedefe yonelik tedavi (6rn. Cerrahi, mTOR inhibitarleri) ikinci darbe
mekanizmalarini hedef alarak etki gosterir
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