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SORU: AYNI GENDE_IH. FARKLI MUTASYONLAR
NEDEN FRRKLI KLINIK TABLOYA YOL ACAR?

= Anlamsiz Kodon Aracili1 Yikim (Nonsense Mediated Decay): Hatal
mRNA'lar1 yok eden "¢oépc¢i" sistem.

= NMD, hiicrenin "kalite kontrol" mekanizmasidir.

Translation UPF3 subuit Decapnylatal

MFRA degragation




* Normalde durdurma kodonu
MRNA'nin son ekzonundadiyr.

= Daha erken bir bolgede (PTC)
olusursa, yani stop kodon son
ekzon birlesim yerinden (Exon
Junction Complex - EJC) 50-55
niikleotid énceyse, NMD
proteinleri devreye girer.

- UPF2
UPF3B
T EJC A

<a@s, DECID

mRNA hizla yikilir.
= Eger bu mRNA parcalanmazsa, ,
hiicrede "trunkat" (yarim kalmais) l
ve muhtemelen toksik fonksiyon mRNA DECAY

kazanabilecek proteinler tiretilir.




Islevsiz
proteinlerin
ortadan
kaldirilmasi

-

Hiicresel siirecteki
dominant negatif
etkilerin
onlenmesi

~

Haplo yetersizlik
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Abstract

Nonsense-mediated mRNA decay (NMD) is a surveillance mechanism that is conserved across all eukaryotes ensuring the
quality of transcripts by targeting messenger RNA (mRNA) harbouring premature stop codons, It regulates the gene expres-
sion by targeting aberrant mRNA carrying pre-termination codons (PTCs) and eliminates C-terminal truncated proteins.
NMD distinguishes aberrant and non-aberrant transcript by looking after long 3" UTRs and exon-junction complex (EJC)
downstream of stop codon that indicate the presence of PTC. Therefore, NMD modulates cellular surveillance and eliminates
the truncated proteins but if the PTC escapes the surveillance pathway it can lead to potential negative phenotype resulting
in genetic diseases. The alternative splicing also contributes in formation of NMD-sensitive isoforms by introducing PTC.
NMD plays a complex role in cancer, it can either aggravate or downregulates the tumour. Some tumours agitate NMD to
dEtE-FiDI'El[E mRNAg enmding tUmour supnressor D[’OlEil’lS, stress response Druteins and I]EDH]]HEE]]S. In DlhE[’ A% tumours

Klinik Fenotipin Belirlenmesinde NMD'nin
CiftYonlu Rolu

= Koruyucu Rol: Zararli kesintili proteinlerin
uretimini engelleyerek klinik tabloyu daha
hafiflestirebilir.

= Agirlastirici Rol: Fonksiyon gorebilecek bir
proteini kodlayan mRNA'y1 tamamen yok ederse,
fenotipi agirlastirabilir.

= Ozetle; NMD sadece bir RNA yikim yolu degil,

sinir sisteminin normal gelisimi ve genetik
hastaliklarin klinik seyri i¢in kritik bir
diizenleyicidir.
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COCUK NOROLOJiSINDE ANLAMSIZ KODON
ARACILI YIKIM

= SCN1A

= CDKLS

- MECP2 * Ne zaman devreye girer?

= STXBP1

- KCNQ2 * mRNA’da normalden erken bir stop kodonu

olusursa:

Nonsense (anlamsiz=stop kodon) mutasyonlari

Frameshift mutasyonlari

Bazi splicing hatalari




SCN1A

= Navl.l sodyum kanal1 kodlar ve
bu kanal GABAerjik inhibitor
interneuronlarda yiiksek
ekspresyon gosterir

= Nonsense Mutasyon Oldugunda
DNA’da erken bir STOP kodonu
(oxrn. UAG) olusur. NMD devreye
girer.

= Hatali mRNA yikilir. Protein
seviyesi yaklasik %50’ye diiser

Haploinsufficiency
= Bir alel ¢alisiyor (%50 Navl.l)

= Bu miktar interneuron fonksiyonu
icin yeterli degil

2, GENE MUTATION & EXPRESSION
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SCN1A

Truncating
(nonsense/frameshift) ya da
splice site mutasyonlar
— ¢ogunlukla NMD devrede
— daha agir fenotip

SODIUM VOLTAGE-GATED CHANNEL, ALPHA SUBUNIT 1;
SCN1A

Alternative titles; symbols

SODIUM CHANNEL, NEURONAL TYPE 1, ALPHA SUBUNIT
SODIUM CHANNEL, BRAIN TYPE I, ALPHA SUBUNIT; NACI1
NAVI.1

HGNC Approved Gene Symbol: SCN1A

Cytogenetic location: 2g24.3 Genomic coordinates (GRCh38) : 2:165,984,641-166,149,161 (from NCEBI)

Gene-Phenotype Relationships

Phenotype Phenotype

Location Phenotype MIM number Inheritance mapping key
2q24.3 Developmental and epileptic encephalopathy 6B, non-Dravet 619317 AD a
Dravet syndrome 607208 A <]
Febrile seizures, familial, 3A 604403 Al 3
Generalized epilepsy with febrile seizures plus, type 2 604403 A a
Mi i familial h iplegic, 3 609634 AR 2

Missense mutasyonlar
— protein lretilir ama
fonksiyon bozulur
— bazen daha hafif tablo




0LGU 1

= R.M 5 yas erkek hasta
= [Ik nébet 1 yasinda atesli

= Toplamda 5 atesli ndbet

= Ailede annede ve ikizinde FK 6ykiisii var

= Néromotor gelisim ve noérolojik muayene normal

= EEG: normal

= Birka¢ yilda bir atessiz nébet var. Ancak VPA ile ndbetler kontrol altinda

= Genetik analiz SCNI1A geninde c.1613T>C (p.Leu538Pro) heterozigot patojenik
missense varyant

©



0LGU 2

= B.K 6 yas kiz hasta
= [1k nébet 4 aylikken febril klonik status takiben 3 ay icinde 3 adet febril status

= Norolojik gelisimi 7 aylikken normal, EEG fokal epilepsi ile uyumlu LEV almakta.
» [zlemde nébetler atessize evrildi ve VPA+LEV

= SCNI1A geninde 26.ekzonda patojenik heterozigot ¢.5010_5013delGTTT

» [zlemde néromotor gelisim geriligi gelisti

= CLB+VPA+Sitripentol ile ndébet sikliginda anlamli diistis

= Haftada birka¢ kez miyoklonik nébet, 6zel egitim aliyor




PATOGENEZ VE ANLAMSIZ KODON ARACILI YIKIM

= SCN1A genindeki ¢.5010_5013delGTTTT varyanti, 5010 ile 5013. pozisyonlar
arasindaki 4 niikleotitte delesyon

= Okuma cgercevesi bozulur (Frameshift)

= Bu ¢cerceve kaymasi, erken durdurma kodonu (Premature Termination Codon -
PTC) olusmasina neden olur.

= NMD devreye girer ve mRNA yok edilir.

= Siirecin sonucunda, mutasyona ugramis olan bu kopyadan hi¢ protein iiretilmez.
Bireyde sadece saglikh kopyadan gelen %50 oraninda fonksiyonel Navl.1l kanal

kalir. ‘Haployetersizlik’
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ORNEKLER

SCN2A STXBP1 - DEE




KCNQ2 bir iyon kanali. Kalite kontrol mekanizmasi iki POTASSIUM CHANNEL, VOLTAGE-GATED, KQT-LIKE
e : : SUBFAMILY, MEMBER 2; KCNQ2
asamall, iiretilen protein toksik.
Protein asamasinda da ayri bir kalite kontrol Allematie e ymbot
. . el . POTASSIUM CHANNEL, VOLTAGE-GATED, SUBFAMILY Q, MEMBER 2
mekanizmasi islettigini ve hatali kanallar1 proteozomlar
araciligiyla yiktigini gosterir.

HGNC Approved Gene Symbol: KCNQ2

Cylogenetic location: 20413.33 Genomic coordinates (GRCh38) : 20:63,400,208-63,472,655 (from NCBI)

Gene-Phenotype Relationships

Phenotype Phenotype
Location Phenotype MIM number Inheritance mapping key
Exrken trt_mkasyon: 20q1333 E{E\:iopn;ental and epileptic encephalopathy 7 ii;;g ig ,z
(BFNE - I'Yi Huvlu 5e§iizur)::,u benign neonatal, 1 121200 AD 2
Ailesel Yenidogan
N°?{zg‘f:;)e:t§i\fi]glﬁ<k“f' Haployetersizlik ~ Dominant negatif
. olan KCNQ2 KCNQ2 varyantli
Ozellik
olgusu hasta (Mutasyon
(Mutasyon ilk son ekzonlarda)
ekzonlarda)
Son ekzonda trunkasyon mMRNA Yikilir (NMD) Stabil (NMD kagisi)
(NMD kagisi): (DEE - )
Gelisimsel ve Epileptik Protein Yok Kisalmig
Ensefalopati): Bozuk . :
proteinler, saglam o ) .
kanallara baglanarak Klinik Hafif AgIr
calismasini engeller ) .
(Dominant-Negatif Etki) Tedaviyaniti | lyi Zor




NMD BEKLENMEZ / NMD
KACISI OLASI

- Protein yok Islev kaybi (LoF)

e Hangi durumlarda olabilix?

 Son ekzon

: . Dominant
» Son ekzon-ekzon birlesimine <30 : :
nt Kisalmis negatif etki
- Bilinen NMD-resistant transkript proteinvar =~ V€Yyd
Islev kazanimi
(GoF)

©



NMD ETKISI BELIRSIZ (GRi ALAN)

Celigkili literatiir: Varyantin NMD mekanizmasin tetikleyip tetiklemedigi mevcut verilerle net
olmamasi

-

Sinirda varyant lokasyonu: varyantin konumu NMD "kagis" sinirina ¢ok yakinsa veya genin bircok
alternatif transkripti varsa, bu varyantin hiicredeki net etkisi (imRNA'nin yok edilip edilmeyecegi)
bilinmiyorsa (RNA dizileme (RNA-seq) veya fonksiyonel analizler).

~

Alternatif transkriptler

Farkli transkriptler arasinda degisken etki: Ayni genetik varyant, hiicrenin hangi transkripti
(izofomu) kullandigina bagh olarak farkli sonuclar dogurabilir. izofom Ozgiilliigii: Bir varyant, temel
(canonical) transkriptte NMD'ye neden olurken, alternatif bir transkriptte (6rnegin o ekzonun
atlandig: bir durumda) hic¢bir etki yaratmayabilir.

J
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ALTERNATIF TRANSKRIPTLER VE iZOFOM
0ZGULLUGU (ISOFORM SPECIFiCiTY)

ALTERNATIF SPLICING

Tek bir gen, farkli mRNA ve farkh protein izoformlarina yol agabilir

Eaon2  Ekesnd 4 Eizon s
l TR,
------ NG DN S R T =T
ALTERNATIF SPLICING
nmast 5 Intron tutul Kargilikli ek:
ing) Son akte; At Serece & (Intron retention) (Mutually excl
—E- - - - . T IR
- OE SR B me el
i i
- Q} <P p Qﬁ’) % |
A ko & gooms | s Biorigs  HeokGm
’ L] L] L] L]
« Atternatif splicing, protein Gesitiligini artir, e ey
- Yl s e e ;. Selcng sonucu vayantn ot nin etkisinin
« Mutasyonlar splicing’ i etkileyerek hastaliga yol agabilir. "

belirlenemedigi bu
durumlar, "NMD kag¢is1" (NVMID
escape) olarak adlandirilir.

Doku Ozgii ifade: Bir dokuda NMD
%90 verimle ¢alistirirken (daha hafif

seyir), diger dokuda %40 verimle

calistirabilir (daha agir seyir).

Ekzon Atlama (Exon
Skipping): Eger mutasyonun

bulundugu ekzon, hiicre tarafindan Kesin tahminin ancak fonksiyonel

alternatif bir kirpilma ile atlanirsa calisma ile olabilecegi akilda
(exon skipping), erken sonlandirma tutulmalidir.
kodonu da mRNA'dan c¢ikarilmis olur.
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HAPLOYETERSIZLIK

,WILD-TYPE(NORMAL) 2 GENEMUTATION & EXPRESSION 3 pyenorypicAL EFFECT

o . . (HETEROZYGOUS)
= Normalde diploid canlilarda bir genin | =
iki kopyas1 bulunur. Haployetersizlik, iy “hety Wiitoe W) A QN Ptend
bir kopyanin mutasyonla S - () ]— e
islevsizlesmesi sonucu, kalan tek i l i l \’ J/) / 00
saglam kopyanin normal fenotipi mRﬁA\/\ AN m% AL | X 'g‘m{:’
stirdiirmek i¢in yeterli protein | Hy s X Function
liretememesidir. Homologous ~ Functional 0000 Homologous mR(Nsﬁ(\)o/L;evel
. . . q. Diploid ~ Protein A Chromosome 0 Disease Phenotvpe
= Dominant bir kalitim modelidir. Ancak (2n=46) 0% aoctwny l (e, Genetic Disgfer)
otozomal dominant kalitimin altinda - |
yatan mekanizma her zaman 7\ ORI
haployetersizlik degildir. o \A v/ Normal / \ 3 Syndrome}:
), |V Cellular j /) OnlyS0%of ¢ O ket
G : Protein A s ne functiona
s 4/ v/ Function ) J{/ rotein 4 ELN gene
0 %/ Produced Wid- Carrer
| - Liwe s 1D
Wild-Type Phenotype Insufficient Protein Dosage Proten Activty
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HAPLOYETERSIZLIGE DUYARLILIGI YUKSEK
GENLER

Ekspresyonu zamanla iliskili kritik

* Sodyum kanal genleri genler
(SCN1A,SCNZ2A,SCNS8A) S

* Diger iyon kanallar1 (KCNQ2, KCNQ3, Sl Sl Rl
HCN1)

) Sinap tik vezikul / P resinap tik Bu hiicresel siiregler %350 protein
(STXBP 1, SYNGAP ].) seviyesiyle calisamaz; minimum %70-
 Transkripsiyon / kromatin 60 protein gerelar.
(ARID 1B, KMT2A, SETD2)
* Diger genler (NF1, SHANKS3)




PLI SKORU

> pLI (probability of loss-of-function intolerance) (pLI > 0.9 ise o gen yuksek

ihtimalle haploinsufficiency mekanizmasiyla ¢alisiyordur).

> Bir genin haployetersizlige ne kadar duyarlli oldugunu goésteren

biyoinformatik bir deger, fonksiyon kaybina intolerans skorudur.

> Genlerin mutasyonlara ne kadar direnc¢li oldugunu goésterir.

SYNGAP1 synaptic Ras GTPase activating protein 1 Dataset | "D Vs vi10 v

b
(Constraint@] [ Variant co-occurrence @ )
Genome buid GRCHi2 /o33 Category  Expected SNVs Observed SNVs Constraint metrics
Ensembl gene ID ENSG00000197283.18

MANE Select transcript © ENST00000646630.1/ NM_006772.3 Synonymous 7182 .7 001
. s ofe=081076-080) "~
Ensembl canonical transcript @ ENST00000646630.1
Other transcripts Z=(169
p— ) Missense 18111 915 0.9 1
ENST00000293748.9, ENST00000636640.1, and 27 more ofe =051 (048 - 053

c Region 6:33419661-33453689
Genome Aggregation Database ) pli=1
External resources Ensembl, UCSC Browser, and more ploF 1239 9 L
ol

| gnomAD v4.1.0 ~ Search by gene, region, or variant Constraint metrics based on MANE Select transcript (. 00000646630.1).

fene.. Zoom in

0
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CLINGEN HI SKORU

Yeterli kanit (definitive)
Curation Summaries  Status and Future Work(s) ~ GenomeConnect(2s)  External Genomic Resources  ClinVar Variants (4

O rta Group By Gene-Disease Pair
(G) Gene-Disease Validity _

Gene Disease Mol Expert Panel Classification Report & Date

S I n I r‘I I SYNGAP1 complex neurodevelopmental disorder ADO Epilepsy GCEP [4 Definitive

@IEIE ISR Gene-Disease Validity ~  Dosage Sensitivity »  Clinical Actionability > Curated Variants ~  Statistics Downloads More~ @~

£) SYNGAP1 1 ; : : o
Gene-Disease Validity ~ Dosage Sensitivity Clinical Actionability ~ Variant Pathogenicity ~CPIC / PharmGKB High Follow Gene
i

El View Gene Facs) Classifications Classifications Assertions Assertions Level Records

w
o|—\Nw§

Kanit yO k (D) Dosage Sensitivity B |

Gene Disease Working Group HI Score & TS Score Report & Date
SYNGAP1 complex neurodevelopmental disorder Dosage Sensitivity WG [4 3 (Sufficient Evidence for & 11/09/2021
MONDO:0100038 Haploinsufficiency)

I
W ww

.sCcN1A  —HI
.sTxBp1 — HI
.DEPDC5 — HI

.KCNo2 —HI
bagh)

2—3 (mekanizmaya




0LGU 3

= A.S 5 yasinda erkek hasta,

[lk olarak 1,5 yasinda iken atesli
donemde JTK ve sonrasinda atebril ve
atonik vasifta seyreden ndbet aktivitesi
1le VPA baslanmis

Denver gelisim testi: Dil ve kisisel sosyal
gerilik

OSB tanisi ile CPS izlemi var, néromotor
gelisim basamaklari ve nihai nérolojik
gelisim yasa gore geri

Soygec¢misinde 6zelik yok

Isitme testi, Beyin MRG Normal ve Mr
spektrogarfi N

Metabolik incelemeler normal

SYNGAPI geni intron 6’da ¢.663+2T>C
(heterozigot) patojenik varyant

Anne ve babaya ait genetik sonug¢lari
normal

SYNAPTIC RAS-GTPase-ACTIVATING PROTEIN 1; SYNGAP1

Alternative titles; symbols

GTPase-ACTIVATING PROTEIN, RAS, SYNAPTIC, 135-KD, RAT, HOMOLOG OF
RAS-GTPase-ACTIVATING PROTEIN, SYNAPTIC, 135-KD, RAT, HOMOLOG OF
SYNAPTIC RAS-GTPase-ACTIVATING PROTEIN, 135-KD, RAT, HOMOLOG OF
SYNGAP, p135, RAT, HOMOLOG OF; SYNGAP

HGNC Approved Gene Symbol: SYNGAP1

Cytogenetic location: 6p21.32 Genomic coordinates (GRCh38) : 6:33,418,167-33,453,689 (from NCBI)

Gene-Phenotype Relationships

Phenotype Phenotype
Location Phenotype MIM number Inheritance mapping key

612621
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Ekzonlar Intronlar

/ \ \ o "
| |
/ J ,
| I
| |
oelsvediidie b
___________ ¢66342T>C
________ (patojenik heterozigot) M
r : ) |
: Intron 5 Ekzon 6 l Intron 6 ;
| |
; EEE :
[ ' T>C |
(S I ]
' Ekzon 6 son kodon ! Dondr splice bolgesi !
(c.663) (5f ggligeﬁ;ite)
Ekzon 6 intron 6 (5" splice donor bélgesi)
Referans o2 8 H 5 Dondr splice sitesi
(wild-type) wGAA|AGA f66) ¢ t a ¢ t ¢ a .. (GT kural)
Ekzon 6 intron 6 (5' splice donor bilgesi)
Varyant R R AR Splice itesi bozuur
(heterozigot) G AA | AGA (C.663) 0 £ a g t g a o (patojenik etki)

Varyant: c.663+2T>C (splice-site)

* Varyant: SYNGAP1: ¢.663+2T>C
+ Lokalizasyon: Intron 6, 5' splice donor bolgesi (+2 pozisyonu)
* Degisim: Dondr bolgesinde +2. pozisyonda T yerine C

Jd Splicing bozulur

4 Frameshift / erken stop kodon

4 NMD (mRNA yikimi)

{4 Protein tretimi yok (mutant allel)

+ Etki: GT kurah bozulur — splice donor sitesi taninamaz — mRNA kesip-yapistinimast bozulur — fonksiyon kaybi — patojenik

— %50 SYNGAP1 proteini
— Haployetersizlik




BIR GENETIK RAPORA BAKINCA NMD MEKANIZMASININ
ETKINLIGI HRKKINDA YORUM YAPABILIR MIYIZ?

Varyantin
gen
Mutasyonun uzerindeki
Tura konumu
Exken stop
kodon

>50
Niikleotid




GELECERTEKI TEDAVI SECENEKLERI

"Haploinsufficiency, cocuk nérolojisindeki dominant kalitimin en sik nedenidir.
»Dozaj hassasiyeti, fenotipik siddeti belirleyen ana unsurdur.
"Genetik raporda sadece varyant degil, varyantin NMD’ye girip girmedigi de klinik
kaderi belirler.
"Gelecek 10 y1l, "eksik olani yerine koyan" hassas tip uygulamalarina (Precision
Medicine) odaklanacaktir.

Yontem Hedef Amaci
ASO (TANGO) MRNA Splicing zﬁriljlin kopyadan daha fazla verim

Saglam kopyanin lretim hizini

CRISPRa DNA (Promoter)
artirmak

: Mut lu allel tei
Read-through Ribozom Mutasyonlu allelden protein
uretilmesini saglamak @
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