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OZET

Amag: Multiple skleroz (MS), santral sinir sisteminin (SSS) néroinflamatuvar,
norodejeneratif kronik bir hastaligi olup en ¢ok geng erigkinleri etkilemektedir.
Yapilan bircok calisma, MS patofizyolojisinin primer mekanizmasiin periferde
aktiflesen otoreaktif lenfositlerin kan beyin bariyerinden gecerek miyelin gibi sinir
sistemi bilesenlerine saldirmasit ve bunun oligodendrosit 6limii ile sonuglanmasi
oldugunu gdostermektedir. Bugiine kadar MS patofizyolojisinin aydinlatilmasina
yonelik sayisiz caligma yiiriitiilmiis ve basta immiin yolaklar olmak iizere bir¢ok yolak
ve c¢evresel etken suclanmistir. Tim bunlara ragmen MS olusumunun ve
progresyonunun altinda yatan mekanizmalar halen tam olarak bilinmemektedir. MS
kompleks bir kalittm modeli gostermekte olup cevresel etkenler ile etkilesim
sonucunda genetik olarak yatkin bireylerde ortaya ¢ikmaktadir. Farkli yaklagimlarin
uygulandig1 birgok genetik ¢alisma ile MS yatkinligina sebep olan genomik bdlge ve
varyasyonlar tanimlanmaya c¢alisilmistir. Gilinlimiizde, 233 yaygin varyasyonun MS
ile istatistiksel olarak anlamli seviyede iliskili oldugu saptanmistir. Ek olarak
istatistiksel anlamlilik diizeyine ulagmayan, Onerisel iliski gosteren 416 varyasyon
tanimlanmistir. Bu Onerisel iliskilerle birlikte bilinen yaygin varyasyonlar kiimiilatif
olarak MS kalitimsalliginin yaklasik yarisini agiklayabilmektedir. Ayrica yapilan
calismada diistik frekansli varyasyonlarin MS riski {izerindeki kiimiilatif etkisini
hesaplayarak MS kaliimsalliginin %5'ine kadarmin bu varyasyonlar tarafindan
aciklanabilecegini ortaya koymustur. Tiim bu bilgiler MS’de rol alan genetik etkilerin
yarisinin halen daha bilinmedigini gostermektedir. Bu ¢calismada, MS patogenezinde
rol oynayan gen ve yolaklarin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmektedir. Bu amagla en az
bir tanesi ¢ocukluk ¢agi baslangicli olmak iizere 2 ya da daha fazla MS olgusu olan
ailelerde tiim ekzom dizileme (WES) yontemi ile hastalardaki MS etyopatogenezi ile
iligkili oldugu bilinen yolaklarda gorev alan genlerdeki nadir varyasyonlar
irdelenmistir. Her ailede belirlenen nadir ortak varyasyonlar ile yolak analizleri

yapilarak hastalik ile iliskili olabilecek olas1 yolaklar tespit edilmesi amaglanmaistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Poliklinigine bagvuran ve Cocuk Noroloji bilimdalinda MS
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tanis1 ile takip edilen Cocukluk ¢ag1 baslangicli multiple skleroz (POMS)
hastalarindan birinci, ikinci veya {igiincli derece akrabalarinda MS tanisi olan 5 olgu
ve MS tanili en yakin akrabasi dahil edildi. Bu hastalardan alinan periferik kandan
DNA izolasyonu yapilarak miktar1 ve saflig1 yeterli olan 6rnekler uygun kosullarda
saklandi. Tiim ekzom dizileme icin bu tez c¢alismasinda, hedef yakalama ve
zenginlestirme (target capture and enrichment) prensibiyle calisan “Twist Target
Enrichment Standard Hybridization v1 kiti” tiretici firmanin direktifleri dogrultusunda
kullanild1 (kiitiphane hazirlama). Daha sonrasinda hazirlanan kiitiphane MGISEQ-
2000 dizileme platformuna uygun sekilde yiiklenildi (sekanslama). Biyoinformatik
veri analizleri kullanilarak cihazdan elde edilen veriden, WES analizinin yapilabildigi

“Variant Calling Format (VCF)” dosyasi elde edildi (biyoinformatik analiz).

Bulgular: Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda siklikla immiin sistem genleri suglansa
da calismamizda miyelinizasyon defektiyle ve/veya ndrolojik bulgularla iligkili ve
oligodendrositlerin gelisimi ve maturasyonu i¢in énemli olan genlerde varyasyonlar
saptanmistir. Ekzom dizileme sonucunda ¢alismada yer alan 5 ailenin 2’sinde OMIM
taniml fenotipi olan SAMDY ve SPR genlerinde muhtemel patojenik varyasyonlar
saptanmistir. Ayrica bir ailede MS ile iligkili olabilecegi diisiiniilen NSUNS geninde
varyasyon belirlenmis olup bu gen daha dnce bir baska ailesel MS ¢alismasinda aday
bolge olarak belirlenen 7q11.23 bolgesinde yer almaktadir. Klinik seyri hafif olan ve
ilagsiz takip edilen bir olguda da bu klinikten sorumlu olabilecegi diisiiniilen SARM 1

geninde cergeve kaymasina sebep olan varyasyon tespit edilmistir.

Sonu¢: WES analizi, multifaktoriyel ve poligenik bir hastalik olan MS'in tek basina
yeterli bir degerlendirme yontemi olmasa da MS ayirict tanisina giren nadir kalitsal
hastaliklar1 diglamak ve MS ile iligkili aday genleri belirlemek i¢in 6nemli oldugu

ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Ailesel Multiple Skleroz, POMS, MS genetik
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ABSTRACT

Aim: Multiple sclerosis (MS) is a neuroinflammatory, neurodegenerative chronic
disease of the central nervous system (CNS) that affects mostly young adults. Many
studies have shown that the primary mechanism of MS pathophysiology is that
peripherally activated autoreactive lymphocytes cross the blood brain barrier and
attack nervous system components such as myelin, resulting in oligodendrocyte death.
To date, numerous studies have been conducted to elucidate the pathophysiology of
MS and many pathways and environmental factors, especially immune pathways, have
been blamed. Despite all this, the mechanisms underlying the occurrence and
progression of MS are still not fully understood. MS shows a complex inheritance
pattern and occurs in genetically predisposed individuals as a result of interaction with
environmental factors. Many genetic studies using different approaches have
attempted to identify genomic regions and variations that cause MS susceptibility.
Currently, 233 common variations have been found to be statistically significantly
associated with MS. In addition, 416 variations that do not reach statistical significance
and show suggestive associations have been identified. Together with these suggestive
associations, known common variations can cumulatively explain approximately half
of the heritability of MS. The study also calculated the cumulative effect of low-
frequency variations on MS risk and found that up to 5% of MS heritability. All this

data shows that half of the genetic influences involved in MS are still unknown.

Material and Method: The study included 5 patients with POMS who were admitted
to the Medical Genetics Outpatient Clinic of Istanbul University-Cerrahpasa
Cerrahpasa Medical Faculty and followed up with a diagnosis of MS in the Pediatric
Neurology department, who had first, second or third degree relatives with MS and
their closest relatives with MS. DNA was isolated from peripheral blood obtained from
these patients and the samples with sufficient quantity and purity were stored under
appropriate conditions. For whole exome sequencing, the "Twist Target Enrichment
Standard Hybridization v1 kit", which works on the principle of target capture and
enrichment, was used in accordance with the manufacturer's instructions (library
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preparation). The library was then loaded into the MGISEQ-2000 sequencing platform
(sequencing). Using bioinformatics data analysis, a "Variant Calling Format (VCF)"
file was obtained from the device data in which WES analysis could be performed

(bioinformatics analysis).

Results: Although immune system genes have been frequently blamed in previous
studies, in our study, variations were found in genes associated with myelinization
defects and/or neurological findings and important for the development and maturation
of oligodendrocytes. As a result of exome sequencing, possible pathogenic variations
in SAMDY and SPR genes with OMIM-defined phenotype were found in 2 of the 5
families in the study. In addition, variation in the NSUNS5 gene, which is thought to be
associated with MS, was identified in one family and this gene is located in the 7q11.23
region, which was previously identified as a candidate region in another familial MS
study. In a patient with a mild clinical course who was followed up without
medication, a frame-shifting variation in the SARM1 gene, which may be responsible

for this clinical course, was detected.

Conclusion: Although WES analysis is not a sufficient evaluation method for MS,
which is a multifactorial and polygenic disease, it has been shown to be important for
excluding rare inherited diseases in the differential diagnosis of MS and identifying

candidate genes associated with MS.

Keywords: POMS, MS genetics, Familial MS
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1. GIRIS VE AMAC

Multiple Skleroz (MS) santral sinir sisteminin (SSS) en sik goriilen kronik
inflamatuar demiyelinizan hastaligidir. MS tipik olarak demiyelinizan odaklardan
kaynakli ataklarin uzun yillar boyunca tekrar etmesi ve bu ataklardan sonra olusan
bozuklugun degisen derecelerde iyilesmesi ile karakterize edilen genellikle ilerleyici
ve norolojik fonksiyon kayiplarina yol agan kronik bir durumdur. Norolojik belirtiler,
demiyelinizan odaklarin yeri ve biiyiikliigiine gore ortaya c¢ikar. Hastaligin en sik
baslangic semptomlar1 gii¢siizliik veya el becerisinin azalmasi, duyusal bozukluk,
optik norit, ¢ift géorme (diplopi), ylirlime bozuklugu ve ataksidir. Giiniimiizde MS’in
sifa ile sonuc¢lanan tedavisi bulunmamakla birlikte ataklar1 engellemek ya da
sinirlamak, atak sonrasi olusabilecek norolojik fonksiyon kaybini azaltmak ve
hastaligin ilerleyisini Onlemek ya da en aza indirmek amaci ile tedaviler

uygulanmaktadir (1).

Diinya genelinde prevalansi 35.9/100.000 olup, baslangi¢ yas1 20 ile 50 yas
arasindadir. Kadinlar erkeklere gore 2 kat fazla etkilenmektedir (2). Tiirkiye’de MS
prevalansi ilgili net bir calisma olmamakla birlikte 2005-2023 yillar1 arasinda yapilan
farkli lokal c¢aligmalarda dikkate alindiginda multiple skleroz prevalansi 18,6-
101,4/100.000 olarak raporlanmistir. Tiirkiye’de de kadinlarda daha sik goriilmektedir
(3-6). MS hastalarinin %2-10"unu, klinik bulgularin 18 yas altinda ortaya ¢iktigi
cocukluk ¢agi baglangicli MS (Pediatric Onset MS, POMS), olgular1 olusturmaktadir.
Diinya genelinde ¢ocukluk caginda MS tanisi alan yaklasik 30.000 c¢ocuk
bulunmaktadir. POMS siklig1 puberteden Once iki cinsiyette de esit iken puberteden
sonra eriskinde oldugu gibi kadinlarda daha siktir (2,7).

MS'in etiyolojisi belirsizligini korumakla birlikte genetik olarak yatkin olan
bireylerde ¢oklu cevresel faktorlerin etki etmesi ile ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir.
Coklu faktorlerin karmasik etkilesimi immiin hiicrelerin bireyin kendi hiicrelerini
tanimasin1 kaybetmesine yol agmakta 6zellikle SSS'nin yapisal bilesenlerine karsi

anormal ve patojenik inflamatuar yanitlarin gelismesine neden olmaktadir. Su ana
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kadar kadar vitamin D eksikligi, iklimsel ve cografik kosullar, Epstein-Barr viriisii
(EBV) olmak {izere gesitli viral ve bakteriyel enfeksiyéz ajanlar, sigara kullanimi
hastaliga yatkinlik olusturdugu tespit edilen faktorlerdir (8). Ayrica epidemiyolojik
calismalar MS hastalarinin akrabalarinda MS riskinin normal popiilasyondan daha
yiiksek oldugu gosterilmigtir. 2021 yilinda yapilan bir meta analiz ¢aligmasinda
vakalarin yaklasik %11,8’inin ailesel oldugu belirtilmektedir. Bu rakam ¢ocukluk ¢agi
baslangicli MS vakalarinda daha yiiksektir (9). Normal popiilasyon icin MS’e
yakalanma olasilig1 %0,1 iken birinci derece akrabasinda MS tanis1 olan bireylerde bu
olasilik %2-4’lere kadar ¢ikmaktadir. Monozigot ikizlerde yapilan ¢aligmalarda bir
ikizde MS varsa digerinde MS gelisme riski yaklasik %25 iken dizigotik ikizlerde bu
oran %5’°dir (10). Bu aile ¢alismalar1 ve vakalarin ailesel yigilim1 MS patolojisinde

genetik faktorlerin etkili oldugunu gostermektedir.

MS’nin genetik etyolojisini aydinlatmaya yonelik yapilan arastirmalarda
baglant1 analizi, iliskilendirme analizi, etkilenmis bireylerde genom dizileme
calismalarindan yararlanilmaktadir. 2019 yilinda yapilan bir genom boyu
iligkilendirme c¢aligmasinda (GWAS), major histokompatibilite kompleksi (MHC)
kiimesi disindaki genlerde 200’1 otozomal kromozomlarda ve biri X kromozomunda
yerlesimli olmak tizere genom ¢apinda anlaml iligkili 233 tek niikleotid varyasyonu
(SNV) oldugu ortaya koyulmustur. Uluslaras1t Multipl Skleroz Gentik Konsorsiyumu
(International Multiple Sclerosis Genetics Consortium, IMSGC) tarafindan GWAS
verileri kullanilarak kalitsalligin %48 oraninda tahmin edilebilir oldugu ifade
edilmistir (11). Birden fazla etkilenen bireyi olan MS aileleri son derece nadir olsa da
bu ailelerde tespit edilen nadir ve diisiik frekansli (mindr alel frekansi, MAF<%S5)
varyasyonlarin agiklanamayan genetik kismi tamamlayacagi oOngdoriilmektedir.
Literatiirde ailesel MS olgularinda yapilan calismalarda FKBP6, CULY, TTBKI,
PPP2R5D, MYO16, TNFSF13B, ATP94, POLD?2 genlerinde nadir varyasyonlar tespit

edilmis ve bu genlerin MS patogenezinde rol aldig: ileri siiriilmiistii (12—14).

Bu caligmada en az bir tanesi ¢ocukluk ¢agi baslangi¢cli olmak iizere 2 ya da
daha fazla MS olgusu olan ailelerde tiim ekzom dizileme (WES) yontemi ile
hastalardaki MS etyopatogenezi ile iligkili oldugu bilinen yolaklarda gorev alan
genlerdeki nadir varyasyonlar irdelenmesi amaglanmistir. Bugiin bilgimiz dahilinde

iilkemizde daha once erken baslangicli MS ailelerinin genetik varyasyonlarmin



incelendigi bir ¢calisma bulunmamaktadir. Tiirkiye’de daha dnce yapilan bir calismada
cocukluk cag1 baglangicli MS vakalarinin ailesel olma oran1 %6,5 olarak tespit edildigi
diisiiniildiglinde olduk¢a nadir bir grupta gergeklestirilecek olan bu Onciil
calismamizin, hastaligin genetik altyapisinin anlagilmasina dnemli bir katki sunacagi

diisiiniilmektedir (15).



2. GENEL BILGILER

Miyelin, aksonlar1 cevreleyip izole eden ve aksiyon potansiyellerinin
aksonlarin ¢iplak bolgeleri (Ranvier diigiimleri) arasinda atlayarak ilerlemesini
saglayarak hizli iletimde rol oynayan, protein ve lipid agisindan zengin ¢ok katmanli
bir zardir. Miyelin kiliflar ayrica aksonlarin yapisina ve stabilitesine de katkida
bulunur. SSS’de miyelin olusturan hiicreler oligodendrositlerdir ve bu hiicreler birden
fazla noronun aksonunu kaplayabilir. Miyelin hasari, aksonlara verilen destegin
azalmasina, 1iyon kanallarinin yeniden yerlesmesine, aksonal membran
potansiyellerinin dengesizlesmesine, uyarilabilirligin azalmasma ve iletim bloguna
neden olur. Aksonlar baslangicta kendini adapte edip iletime devam edebilir, ancak

sonunda distal ve retrograd dejenerasyon meydana gelir ve hasar kalic1 hale gelir (16).

SSS demiyelinizan hastaliklar1 patolojik olarak sinir liflerindeki miyelin kilifin
diger doku elemanlarina gore daha ¢ok harabiyeti, inflamatuar hiicrelerin 6zellikle
perivendz dagilimli infiltrasyonu ve ak maddede birden fazla lezyonlar ya da biiyiik
birden fazla merkezi olan tek lezyon ile karakterizedir (1). SSS inflamatuar

demiyelizan hastaliklar1 Tablo 1’°de siniflandirilmaktadir:

Tablo 1. SSS inflamatuar demiyelizan hastaliklar

1.) Multiple skleroz

2.) Noromiyelitis optika spektrum bozuklugu ve progresif nekrotik myelopati

3.) Akut dissemine ensefalomyelit (ADEM) ve akut hemorejik ensafalit
4.) Otoimmiin hastalik iliskili demiyelinizasyon
5.) Sarkoid iliskili demiyelinizasyon

6.) Graft versus host hastalig



2.1.Multiple Sklerozis Genel Bilgi

Multiple skleroz, SSS’nin inflamatuar demiyelinizan hastalig1 olup en cok
geng erigkin donemde goriilmektedir. MS’in patogenezi karmasiktir ve tam olarak
anlagilamamistir, ancak inflamasyon ve nérodejenerasyonun yol actigi akson ve ndron
kaybinin hastaligin kliniginin temelini olusturdugu giiniimiizde bilinmektedir. MS’in
kesin nedeni belirsizligi korumakla birlikte hastaligin genetik olarak duyarli bireylerde

cevresel faktorlerin etkisiyle ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir (17,18).

2.2.Tarihce

Tarihteki yazili kayitlara gore ilk MS vakasi oldugu diistiniilen kisi Saint
Lidwina van Schiedam'dir (1380-1433) (19). Daha sonraki 6nemli kayit ise 19.
yiizyilda Ingiltere Krali III. George torunu Augustus d'Esté'nin (1794-1848) onlarca
yildir tuttugu giinliigidiir. 28 yasinda optik ndrit ataginin ardindan izleyen yillardaki
ilerleyici zayiflik, uyusukluk, yiirlime zorlugu, agrili spazmlar ve depresyon gibi
norolojik fonksiyon kayiplarimi ayrintili olarak aktardigi bu giinliik, MS'in seyri
acisindan oldukca O6nemli bir kaynak olusturmaktadir (20). Viktorya doneminin
popiiler ¢ocuk kitaplar1 yazari Margaret Gatty (1809-1873) de MS hastas1 oldugu
diistiniilmektedir. Gatty’nin elindeki gii¢siizliik ve koordinasyon bozuklugunun 6nce
araliklarla oldugu ve sonrasinda duygu durum bozuklugu ile birlikte olan ilerleyen
norolojik bir hastaliga doniistiigii The Lancet dergisinde yayinlanan bir makalede
anlatilmistir. “Hayal Kirikligina Ugramis Bir Adamin Giinliigii” adli eserde hastaligin
seyrini gdzler Oniine seren B. F. Cummings ise ilk semptomlariin baslangicindan 10
yil sonra, 30 yasinda Olmiistir. MS'in ilerleyici formunu belgeledigi giinligi

giiniimiizde de basilmaya devam etmektedir (19).

Tip literatlirtinde ilk MS vakast 1824 yilinda Ollivier d’Angers’in omurilik
hastaliklariyla ilgili ders kitabinda anlatilmaktadir. 1838'de Robert Carswell ve
1842'de Jean Cruveilhier’in, birbirlerinden habersiz bir sekilde hazirladiklar: tibbi ve
norolojik durumlarin atlaslarinda MS 6rnekleri yer almaktadir. 1849 yilinda Alman
klinisyen-patolog Friedrich Theodor von Frerichs (1819-1885), akut omurilik
sendromu ile bagvuran bir hastada ilk klinik taniyr koyarak ve hastaligin klinik
Ozelliklerinin sinirini ¢izerek onemli bir adim atmistir. Bu tanis1 6grencisi tarafindan
yapilan otopsiyle kanitlansa da giinlimiizde ilk MS tanimlanmasinin Edme Felix

Alfred Vulpian (1826-1887) ve Jean-Martin Charcot (1825-1893) tarafindan 1866
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tarihinde yayimlanan makale ile yapildig1 kabul edilmektedir. Bu makalede daha sonra
hastaligin ismine temel olusturacak “sclérose en plaque disseminé” terimi
kullanilmaktadir. 1868 yilinda Charcot hastalikla ilgili dersler vermis ve daha sonra
bu konferanslar1 yazili hale getirmistir. Bu dersler uluslararasi camiada biiytlik yanki
bulmus ve hastaligin taninmasina yol agmistir. Amerika’da benzer yillarda Dr. Morris
ve patolog S. Weir Mitchell tarafindan ilk kez bir MS vakasi bildirilmis ve patolojik
bulgular1 tanimlanmistir. 1871 yilinda yaymnlanan bir genel cerrahi kitabinda da

“Multiple cerebral sclerosis” adinda bir kitap boliimi yer almistir (19,21).

[Ik MS tanimlamalarinda, aile dykiisii olan hastalarm varligina dikkat ¢ekilmis
olsa da bu vakalarin nadir oldugu diisiiniilerek énemi kiiciimsenmistir. Ik kez 1933
yilinda Almanya'da Curtius, MS'li ailelerde hastaligin genel popiilasyona gore 10 kat
daha yaygin oldugunu fark edip bu bulguyu yaymlamistir. MacKay ise, 1896'dan
1948'e kadar tiim ailesel MS vakalarini incelemis ve bu durumun nadir veya 6nemsiz
olmadigini ortaya koymustur. Ardindan monozigotik ikizlerde %23'liik konkordans
oran1 oldugunu agiklamis ve bu oran daha sonra yapilan Kanada ve Ingiliz ¢aligmalar
tarafindan da dogrulanmistir. Bu c¢alismalar 1s18inda, MS'in etiyolojisinde genetik

faktorlerin 6nemli bir rol oynadigi diistiniilmeye baslanmistir (19).

2.3.Epidemiyoloji

MS diinya genelinde yaklasik 2.8 milyon insani etkilemektedir ve global
prevalanst 100 000’de 35,9’dur. Bu sayilar bir dnceki prevalans hesaplamasina gore
yaklasik %30 daha fazladir ve prevalanstaki artis diinya genelinde gézlemlenmektedir
(2,22). Bu artis, verinin toplandigi iilke sayisinin ve verinin kalitesinin artmasi, kiiresel
niifus artig1 ve tan1 yontemlerindeki gelismeler gibi faktorlere baglanabilir. Ancak, MS
gelisme riskindeki artigin da g6z ardi edilmemesi gerekir (23). Kiiresel dagilima
bakildiginda, istisnalar olmakla beraber ekvatordan uzaklastikga prevalans
artmaktadir. Insidans 75 iilkeye gore 100 000°de 2.1°dir. Bu da diinya ¢apinda her 5
dakikada birinin MS tanis1 aldig1 anlamina gelmektedir. Insidanstaki bolgesel
farkliliklar genellikle prevalans dagilim modelini takip eder. En yiiksek insidans orant
6,8/100.000 ile Avrupa'da, onu 4,8/100.000 ile Amerika Birlesik Devletleri takip
etmektedir. Gliney Dogu Asya ve Afrika, 0,4/100.000 ile en diisiik insidans oranlarina
sahiptir. Global olarak, kadinlar MS'ten erkeklerden iki kat daha fazla etkilenmektedir.

Ancak bazi bolgelerde bu oran 4 kata kadar ¢ikmaktadir. Tani yas1 araligi 20-50 yas
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olup ortalama tami yast 32'dir. Bu rakamlar bir onceki calismayla benzerlik

gostermekte ve lilkeler arasi ¢ok fazla degisiklik gostermemektedir (2,22).

2021 yilinda yapilan bir meta-analiz ¢alismasi, tim MS tanili hastalarinin
%11,8'inde ailesinde baska MS hastas1 oldugunu gostermektedir. Bu oran bir dnceki
calismaya gore (%12,6) biraz daha diisiik olsa da, zaman i¢inde ailesel MS olgularinin
sayisinda 6nemli bir degisiklik olmadig belirtilmektedir (9,24). Tiirkiye’de yapilan
calismada ise vakalarin %17,8 ailesinde baska MS hastasi oldugunu belirtmistir (25).

POMS vaka sayist son yillarda 6nemli Olgiide artmistir. 2013 yilinda 34
iilkeden 7.000 vaka bildirimi yapilirken, 2020 yilinda 47 {lkeden 30.000 vaka
bildirimi yapilmaktadir (2,22). MS'li bireylerin yaklasik %2-10'u ilk ataklarim
cocukken yasamaktadir. Ergenlik oncesinde MS, cinsiyetler arasinda kabaca esit
oranda goriiliirken ergenlik sonrasinda erigkinlikteki gibi kadinlarda daha sik rastlanir
(7). Ailesel MS olgu orani, pediatrik baslangi¢li MS olgularinda daha yiiksektir. Bu
durum, artmig genetik yiikten kaynaklandigi 6ngdriilmektedir (9). Tiirkiye’de yapilan
bir ¢alismada POMS vakalarinin %6,5°1 ailesel oldugu belirtilmektedir (15).

2.4. Tam

MS tanisindaki temel yaklasim, SSS’deki lezyonlarin ve bunlarin neden
oldugu klinik tablonun zamana ve alanda yayilim gostermesi ve benzer 6zelliklere
sahip diger tanilarin klinik ve/veya inceleme yontemleri ile diglanmasidir. Bazi
olgularda tani klinik ve laboratuvar bulgulari ile kolaylikla konulabilir ancak bazi
atipik seyirli hastalarda taniy1 kesinlestirmek zordur. Bu yiizden hastalara tan1 koymak
i¢in kriterlerden yararlanilmaktadir. ilk kez 1965 yilinda Schumacher paneli ile MS
tan1 kriterleri belirlenmistir. Bu kriterlerde, SSS’deki hastaligin klinik olarak zamanda
ve alanda yayilim gostermesini dikkate alarak belirlenmistir. Gelistirilen tiim klinik
tan1 kriterlerinin temelini bu ilk tan1 kriterleri olusturmaktadir. Daha sonrasinda ilk kez
laboratuvar verilerinin tani kriterlerinde yer buldugu Poser tani kriterleri, Schumacher
kriterlerinin yerini almis ve uzun yillar MS tanisinda kullanilmistir. 2001 yilinda
McDonald onciiliigiinde toplanan uluslararasi panelde McDonald kriterleri olarak
adlandirilan yeni tami kriterleri gelistirilmis ve yaymlanmistir (26). Glinlimiizde
“International Advisory Committee on Clinical Trials in Multiple Sclerosis” toplulugu

tarafindan belirlenen 2017 revize McDonald kriterleri kullanilmaktadir (27).



Tablo 2’de bu kriterler 6zetlenmektedir. Tanida kullanilan kavramlar asagida

Ozetlenmektedir (27).

Klinik izole sendrom (KiS): SSS'de fokal veya multifokal inflamatuar
demiyelinizasyona igaret eden, akut veya subakut olarak gelisen, en az 24 saat siiren,
iyilesme ile veya iyilesme olmaksizin seyreden ve ates veya enfeksiyon bulgusu
gostermeyen bir klinik epizodtur. Bu durum, tipik bir multipl skleroz niiksiine (atak ve
alevlenme) benzerlik gosterir. Ancak MS oldugu bilinmeyen bir hastada, hasta
tarafindan bildirilen semptomlar ve objektif bulgular klinik izole sendrom olarak
adlandirilir. Hastaya ilerleyen donemde multipl skleroz tanisi konulursa, bu klinik
hastanin ilk atagi olarak kabul edilir. KIS monofokal veya multifokal olabilir ve
belirtiler patolojinin anatomik konumuna gore degisir. Tipik belirtiler arasinda tek
tarafli optik norit, fokal supratentoryal sendrom, fokal beyin sap1 veya serebellar
sendrom veya kismi miyelopati yer alir. Atipik belirtilere ise bilateral optik norit, tam
oftalmopleji, tam miyelopati, ensefalopati, bas agrisi, biling degisikligi, menenjismus

veya izole yorgunluk 6rnek olarak verilebilir.

Atak: Atak, niiks, alevlenme ve klinik izole sendrom (tek atak oldugunda)

esanlamlidir.

Lezyon: T2 agirlikli veya proton yogunluk agirlikli manyetik rezonans

goriintiileme (MRG) taramasinda uzun eksende en az 3 mm olan hiperintensite alani

Alanda yayilma: SSS ic¢inde farkli anatomik konumlarda lezyonlarin

gelismesi, yani multifokal bir SSS siirecine isaret eder.

Zamanda yayillma: Zaman ic¢inde yeni SSS lezyonlarinin gelismesi veya

ortaya ¢ikmasi.



Tablo 2. 2017 Revize McDonald kriterleri

Atak Objektif Kanit1 Olan

Sayisi Klinik Lezyonlarin Sayis MS tamsi icin gerekli ek bulgular

2 yada
daha fazla 2 ya da daha fazla Gerek YOK!

1 + belli bir anatomik

2yada bolgeyi etkileyen eski bir 1

daha fazla  atagin kesin tarihsel kanitlari Gerek YOK
olmasi®

7 va da SSS’de farkl bir alandaki lezyona ait

dah}a]t fazla 1 yeni bir atak veya MRG? ile alanda

yayilimin gosterilmesi

Ek bir klinik atak veya MRG* ile
1 2 ya da daha fazla zamanda yay111p11n gosterilmesi veya
BOS-spesifik OKB? varligi

SSS’de farkl: bir alandaki lezyona ait
yeni bir atak veya MRG? ile alanda
1 1 yayilimin gosterilmesi ve ek bir
klinik atak veya MRG* ile zamanda
yayilimin gosterilmesi veya BOS-
spesifik OKB® varligi

Asagidakilerin 2’si

» MS tipik (periventrikiiler,
kortikal/jukstakortikal veya
infratentoryal) alanlarda >1 lezyon

* Spinal kordda >2 lezyon

* BOS-spesifik OKB varligi

o 1 yil klinik progresyon
Sinsi (retrospektif veya prospektif,
Progresyon ataktan bagimsiz olarak)

1: Alanda ve zamanda yay1limi1 gostermek i¢in ek bir teste gerek yoktur. Ancak beyin MRG tiim hastalara
yapilmalidir. Tanty1 destekleyecek yetersiz klinik ve MR bulgular1 olanlarda, tipik KIS olmayanlarda, atipik
ozellikleri olan hastalarda ek olarak spinal kord MRG ve BOS tetkiki yapilmalidir. Bu tetkikler yapilamadiysa
ya da negatifse MS tanis1 koymadan once dikkat edilmeli ve alternatif tanilar g6z 6niinde bulundurulmalidir.

2: Atak i¢in objektif norolojik bulgular temelinde konulmus klinik tan1 en giivenilirdir. Oykiideki ataga
ait dokiimante edilmis objektif ndrolojik bulgular yoksa, dykii enflamatuvar demyelinizan olaya ait tipik
semptom ve klinik gelisim 6zelliklerini igermelidir. Ancak en az bir atak objektif bulgularla desteklenmelidir.
Objektif kanitlarin yoklugunda dikkatli olunmalidir.

3: MRG’de alanda yayilim; MS tipik (periventrikiiler, kortikal/jukstakortikal, infratentoryal ve spinal
kord) 4 alanin >2’sinde >1 lezyon olmasi.

4: MRG’de zamanda yayilim; herhangi bir zamanda ¢ekilen MRG’de kontrast tutan ve tutmayan
lezyonlarin ayni anda bulunmasi veya takip MRG’sinde ilk MRG (¢ekildigi zamandan bagimsiz olarak) referans
alindiginda yeni bir T2 hiperintens lezyonun ya da kontrast tutan lezyonun olmasi.

5: BOS-spesifik OKB varlig1 zamanda yayilimi gostermez ama tanida onun yerine geger.

MS: Multipl skleroz, SSS: Santral sinir sistemi, MRG: Manyetik rezonans goriintiileme, BOS: Beyin
omurilik stvisi, OKB: Oligoklonal band



2.5.Klinik Seyir

MS Kklinik tipleri Lublin ve arkadaslar1 tarafindan 2013’de tanimlanmis ve
2014 yilinda revize edilmistir. Bu tipler, hastaligin seyri ve prognozunu daha iyi
anlamak icin kullanilir. Tanimlamada, hastaligin aktivitesi (atak sikligi ve MR'daki
lezyon aktivitesi) ve/veya hastaligin ilerlemesi ve engellilik durumundaki degisiklikler
g6z Onilinde bulundurulur. Klinik seyir tipleri hakkinda genel bilgi Tablo 3’te
ozetlenmektedir (28).

Tablo 3. MS Klinik Seyirleri

TUR TANIM H‘:‘:ﬁ"‘ iLERLEME BELIRTILER  NUKS  YAS
En az 24 saat suren,
KLiNiK izoLg | MSTandiranancak oo e RRMS veya 20-40
tam tani kriterlerini diger norolojik Sik
SENDROM . tamamen Yok yas
g karsilamayan tek bir S hastaliklara N/A
(KIS) N . iyilesir arasl
norolojik semptom benzer
atagi
En yaygin tip (%85); Yorgunluk,
RELARSING- netyat»;gklar (F:lukosler') Yava zayifiik, gorme
REMITTING : ) % problemleri, 20-40
. ve ardindan kismi Nks ve hastaligin
MULTIPLE veya tam iyilesme iyilesme ilerleyisi uyusma, Evet yas
SKLEROZ ZlénemIZri ilse ylies dei \k/:n karincalanma, arasl
(RRMS) T 813 bilissel
karakterizedir
problemler
ko:(':::/lljat:::r:ra Yukaridakilere RRMS
SEKONDER elisir; net nuksler ek olarak tanisi
PROGRESIF | ©€"*'" L yirime
q olmadan . Sarekli e ndan
MULTIPLE Progresif . glcliga, Hayir
semptomlarin kotulesme 10-15
SKLEROZ kademeli olarak mesane ve 1l
(SPmS) o L bagirsak Y
kotulesmesi ile roblemleri sonra
karakterizedir P
Daha az yaygin
0, . 1
e, | (405 st
PROGRESIF L 40-50
. semptomlarin net . Sarekli daha erken
MULTIPL .. Progresif o Hayir yas
niksler olmadan kotllesme baslangi¢ ve
SKLEROZ .. . arasl
surekli olarak daha hizl
(PPMS) o o .
kotllesmesi ile ilerleme
karakterizedir
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2.6.Patolojik Bulgular

MS’in patolojik 6zelligi, SSS icinde birden fazla odakta miyelin kaybi
alanlaridir. Taze lezyonlar, ¢evredeki beyaz maddeden (skleroz) daha sert ve iyi sinirli,
hafifce ¢okiik, camsi goriiniimlii, gri-ten rengi ve diizensiz sekilli plaklar halinde
goriiliir (29). Bu demiyelinizan alanlarda miyelin kaybina ek olarak degisken
derecelerde gliosis, inflamasyon ve goreceli aksonal kayip eslik eder. Lezyonlar SSS
her bolgesinde olabilir ancak optik sinirler, subpial omurilik, beyin sap1, serebellum
ve jukstakortikal ve periventrikiiler beyaz cevher bolgelerinde daha sik bulunmaktadir.
MS, 6nceleri SSS'nin beyaz cehverini etkileyen bir hastalik olarak kabul edilirken, son
zamanlarda yapilan patoloji ve goriintiileme ¢alismalarinda, MS hastalarinin kortikal
gri cehverinde de demiyelinizan lezyonlarin yaygin olarak bulundugu goriilmiistiir
(30). Histolojik olarak lezyon olusumunu yonlendiren temel siirecler: inflamasyon,
miyelin bozulmasi, astrogliozis, oligodendrosit hasari, norodejenerasyon, aksonal

kayip ve yeterli olmayan remiyelinizasyon, noroplastisitedir (31).

Hastaligin erken ve kronik evrelerinde beyaz cevherdeki lezyonlarda hakim
olan histolojik stirecler farklidir ve her evrede farkli lezyon tipleri goriiliir. Lezyonlar
kabaca li¢ gruba ayrilir: aktif, aktif ve kronik miks ve kronik (31). Aktif lezyonlar,
RRMS'de en sik goriilen lezyon tipidir ve perivaskiiler parankimal inflamasyona eslik
eden demiyelinizasyon ve aksonal dejenerasyondan olusmaktadir. Inflamatuar
hiicrelerin  biliylik c¢ogunlugunu aktif makrofajlar/mikroglialar ve CD8-pozitif
sitotoksik T lenfositleri olustururken, daha az sayida CD4-pozitif yardimct T
lenfositleri, B lenfositleri ve plazma hiicreleri de bulunur. Lezyonlardaki makrofajlar
lezyon boyunca yayilmis haldedir (makrofaj denizi) ve miyelin kalintilar1 igerirler
(32). Aktif lezyonlardaki astrositler cogalir ve homojen eozinofilik sitoplazmaya ve
cok sayida fibriler uzantilara sahip dolgun sekilli gemistositler haline gelerek diger
hiicrelerin i¢inde asil1 kaldig1 bir matriks olusturur (33). Kraniyal MRG'de gadolinyum
artig1, inflamatuar hiicrelerin kan-beyin bariyerini (KBB) asarak SSS'ye sizmasini
saglayan hasarli lezyonlar1 karakterize eder. Inflamasyon, demiyelinizasyon ve
vazojenik 6dem, aktif lezyonlarin taze kesitlerdeki pembemsi-sari, yumusak ve net
sinirlart olmayan goriiniimlerinden sorumludur (29). Aktif beyaz cevher lezyonlari,
spesifik miyelin proteini kaybi, lezyon boyutu ve topografisi, oligodendrosit yikimi,
remiyelinizasyonun varligt veya yoklugu, immiinoglobulin (Ig) birikimi ve

kompleman aktivasyonunun olup olmamasina gore heterojenlik gostermektedir. Bu
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durum MS hastalarindaki hasar ve demiyelinizasyon mekanizmalarin birbirinden
farkli olabilecegine isaret ederek hastaligin farkli klinik tablolar sunmasinin nedenini

aciklar (34).

Aktif lezyonlarin %20’sinde bu inflamatuar mekanizmalar diizelmez. Dokuda
yerlesik CD8+ T bellek hiicrelerinin ve monositlerin aktive olup lezyonda birikmesi
ile inflamasyon daha organize hale gelir. Bu durum, aktif lezyonlarin inflamasyonun
azaldig1 ancak devam ettigi, yavasca genisleyen aktif ve inaktif miks lezyonlara
donligmesine neden olmaktadir. Bu tiir lezyonlarin ¢cogu (hepsi degil) yiiksek alan
(high-field) MRG'de tanimlanabilir; normal gériinen beyaz cevher ile lezyon arasinda
demir ytiklii fagositler birikir. Bu fagositler, goriintiilemede “paramanyetik rim isareti”

olarak adlandirilan goriintiiye sebep olmaktadir (35).

Kronik inaktif lezyonlarda, lezyonun tamaminda akson ve oligodendrosit
kaybi1 vardir ve demyelinizasyon yaygindir. Lezyon hiposeliilerdir ancak astrogliozis,
makrofaj/mikroglia ve lenfosit infiltrasyonu az da olsa goriiliir (33). Perivaskiiler
alanlarda lenfoid folikiiler yapilar olusur ve hastaligin ilerleyen evrelerinde plazma
hiicreleri birikir. T hiicresi ve B hiicresinin SSS i¢inde kalmaya devam etmesi ancak
KBB’in saglam kalmasi veya hasarin MRG'de gadolinyum sizmasina neden
olmayacak seviyede sinirli olmasi inflamasyonun kapali veya onarilmis bir KBB'nin
arkasinda SSS icinde sikisip kalmasiyla agiklanabilmektedir (32). Lezyon akut aktif
durumdan kronik inaktif duruma ilerledik¢e 6dem ¢oziilmekte, inflamasyon azalmakta
ve makrofaj, mikroglialar yavas yavas kaybolmaktadir. Astrositler glial lifler tireterek
nihayetinde demiyelinize alanlarin glial skar ile doldurulmasini saglamaktadir.
(astrositik fibriler gliozis). Bu ozellikler patolojik kaba kesitlerde belirgin sekilde
sinirlanmis, sert, geri ¢ekilmis ve kahverengimsi renk degisikligine yol agar ve
Charcot'nun hastaliga "skleroz en plak" adini vermesine sebep olan goriintiiden

sorumludur (31).

MS'te gri cevher bolgelerinin de demiyelinizasyondan etkilendigi uzun
zamandir bilinmektedir. Fakat geleneksel boyama yontemlerinin yetersizligi nedeniyle
bu durum goz ardi edilmistir. Klinik olarak, korteks ve diger gri madde bolgelerindeki
aksonlarin demiyelinizasyonu onemlidir ¢linkii beyaz cevherde goriilen lezyonlar
kognitif bozukluk gibi baz1 klinik durumlar1 tam olarak aciklayamamaktadir (36). Gri

cevher lezyonlarin korteks icindeki konumlarina gore {i¢ tipe ayrilmaktadir: subpial,
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intrakortikal ve 16kokortikal. Tiim bu lezyonlarda demiyelinizasyon, oligodendrosit
kaybi, mikroglial aktivasyon, aksonal transeksiyon, ndéron Oliimii ve sinaptik
baglantilarda azalma goriilmektedir (37). Bu degisiklerin kraniyal MRG’deki kortikal
kalinlikta incelme goriintiisiiniin sebebi oldugu diistintilmektedir (36). Beyaz
cevherdeki lezyonlara benzer sekilde, gri cevher lezyonlarinda da erken evrede
inflamasyon ve makrofaj/T hiicre infiltrasyonu hakimken, ge¢ donemde inflamasyon
azalir. Hastaligin hem erken doneminde hem de ge¢ doneminde meningeal
inflamasyon mevcuttur ve topografik olarak kortikal lezyonlarla iliskilidir. Ozellikle
erken evredeki yaygin meningeal inflamasyon, kortikal demiyelinizasyon riskini 45
kat, perivaskiiler meningeal inflamasyon ise 15 kat artirmaktadir (31). Bu da menigeal
inflamasyonun kortikal demiyelinizasyonu tetikleyebilecek inflamatuar sitokinleri
drettigini diisiindiirtmektedir. Alternatif bir teori ise kortikal lezyonlarin beyaz cevher
patolojisine ikincil olarak ortaya c¢iktigidir. Bu teoriye gore, beyaz cevher
lezyonlarindaki inflamatuar aktivite, retrograde ve anterograde sekilde SSS’inde

hasara yol agarak gri cevher lezyonlarina neden olmaktadir (36).

MS’in bir bagka karakteristik 6zelligi de normal goriinen beyaz ve gri cevherde
yaygin mikroglia aktivasyonu, aksonal hasar ve atrofidir. Bu degisiklikler hastaligin
erken evresinde bulunmakta ve zamanla siddeti artmaktadir. Beyinde, normal goriinen
beyaz cevherdeki mikroglia aktivasyonun siddeti, beyaz cevher lezyon sayisindan
ziyade kortikal lezyonlarin yayginlhig ile ilgilidir. Omurilikte ise meninkslerdeki T-

hiicre infiltrasyonunun derecesiyle iligkilidir (38).

MS molekiiler patolojisine baktigimizda inflamasyonun yol agtig1
demyelinizasyon ve bu hasar telafi etmeye ¢alisan remyelinizasyon goriiliir. Siirekli
inflamasyon ve onciil oligodendrositlerin yeterli olmamasi sonucunda hasar kalic1 hale
gelmektedir. Demyelinizan alanda iletim hiz1 yavaglamasini azaltmak i¢in aksonda
mitokondri sayisi artar fakat bu alanda immiin hiicreler tarafindan salinan reaktif
ajanlar mitokondri DNA’simna zarar vermekte ve solunum zincir proteinlerinin
iiretiminin bozulmasina dolayisiyla yetersiz enerji iiretimine yol agmaktadir. Hastalik
ilerledikce, hasarli mitokondriler ndronun somasinda da birikir. Ayrica, 6len MS
hastalarmin beyin motor néronlarinda mitokondriyal islevle ilgili niikleer genlerin
ifadesinin bozuldugu bildirilmektedir. Yeterli enerji saglanamamasi hiicre i¢i ve dist

iyon konsantrasyonlarinin degismesine sebep olmaktadir. Sodyum kanallarinin geri
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aliminin bozulmasi sonucu biriken glutamat ve hasarli mitokondrilerden sitoplazmaya
salinan kalsiyum, ileri ve geri aksonal hasardan sorumlu tutulmaktadir. Normalde
miyelin, oligodendrositler ve mikroglialarda ferritine bagli toksik olmayan ferrik (ii¢
degerlikli, Fe+3) formda bulunan demir, hasar esnasinda hiicre dis1 bosluga salinir. Bu
ortamda, ferroz (iki degerlikli, Fe+2) formuna doniiserek reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) toksisitesini artirir. Bu nedenle, bazal ganglionlar, talamus veya hipotalamus
gibi yiiksek demir yiikiine sahip bolgelerde, MS'in erken evrelerinde bile belirgin

norodejenerasyon ve atrofi goriilmektedir (38).

Sonug olarak, MS; beyaz cevherdeki lezyonlarin yani sira gri cevher, meninks
ve normal goriiniimlii beyaz cevheri de etkileyen karmasik bir hastaliktir. Daha fazla
arastirma, bu lezyonlarin olusum mekanizmalarini aydinlatacak ve yeni tedavi

yontemlerinin gelistirilmesine imkan saglayacaktir.

2.7.Immiinoloji

MS, periferik olarak aktive olmus bagisiklik hiicrelerinin KBB gecerek
oligodendrositlerin yikimina sebep olmasi sonucu ndérodejenerasyonun goriildiigi bir
otoimmiin hastaliktir. Ancak MS’in oncelikle otoimmiin bir hastalik m1 (SSS'nin
immiin saldirist ile baglayan) yoksa SSS'ye 6zgii bir hastalik m1 (SSS'de baslayan ve
daha sonra periferik immiin aktivasyon ile devam eden) olduguna dair tartismalar
devam etmektedir (39). GWAS’lardan elde edilen sonuglarda, genetik yatkinligin
bliylik cogunlugunu immiin yolaklarda (6zellikle T hiicreleri ve B hiicrelerini
igerenler) gorevli genlerdeki degisikliklerin yol actig1 tespit edilse de SSS yapilarin
olusturan hiicrelerle ilgili genler de (6zellikle mikroglialar1 igeren) artik sorumlu
tutulmaktadir (11,40,41). Aslinda bagisiklik sistemi ve SSS olmak {izere iki farkl
sistemin hastaligin meydana gelmesinde katkis1 vardir. Bu iki sistemin her bir hastada
farkl sekilde yer almasi biiylik olasilikla fenotipik ¢esitlilige katkida bulunmaktadir.
Buna ek olarak, bagisiklik sistemi SSS'de onarim ve yenilenmesini tegvik ederek veya
otoimmiin mekanizmalar1 diizenleyerek faydali bir rol de oynayabilmektedir. SSS
elemanlarmin inflamasyona kars1 farkli kirilganlik ve onarim yetenegi hastalik

patogenezine katkida bulunabilmektedir (39).
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2.7.1. Edinilmis Bagisiklik Sistemi ve MS

2.7.1.1 CD4+ T hiicreleri

CDA4+ T hiicreleri, B lenfositlerinin antikor (Ab) liretmesine yardimci olarak
ve spesifik sitokinleri salgilayarak edinilmis bagisiklik yanitinin  merkezi
diizenleyicileridir. Naif CD4+ T hiicreleri, patojen kaynakli peptidleri sinif II MHC
araciligryla sunan olgun dendritik hiicreler (DC’ler) tarafindan aktive edilir ve farkli T
hiicresi tiplerine doniisiir (42). Farelerde CD4+ T hiicreleri, disardan verilen miyelin
proteinlerine kars1 otoimmiin reaksiyon vererek MS'e benzer semptomlar gosteren bir
hastaliga neden olmaktadir. Bu fareler deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (EAE)
modelli olarak tanimlanmakta ve MS patogenezi aydinlatilmasinda kullanilmaktadir.
Normal bir fareye uyarilmis CD4+ T hiicreleri verilirse EAE de aktarilabilmektedir.
CD4+ T hiicrelerinin MS'teki roliinii destekleyen en giiclii kanit, baz1 sinif II MHC
molekiillerinin MS icin en Onemli genetik risk faktérlerinden biri olmasidir (8).
Nitekim su ana kadar bulunan en giiclii duyarlilik lokusu HLA-DRBI1*15:01 dir (43).
Ayrica GWAS’da, HLA genleri disinda CD4+ T hiicrelerinin aktivasyonu,
proliferasyonu, sitokin yollari, kostimiilasyon ve sinyal iletimi ile ilgili genlerin

bulundugu lokuslarin duyarlilik ile iliskili oldugu tespit edilmistir (44).

Otoreaktif CD4+ T hiicrelerinin olusabilmesi i¢in bu hiicrelerin uyarilmasi
gerekmektedir. Periferdeki otoreaktif CD4+ T hiicrelerinin aktivasyonuna neden olan
antijenler tam olarak bilinmemekle birlikte, enfeksiy6z ajanlarin rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir. Enfeksiy6z ajanlarin miyelin kilifi proteinlerine benzeyen yapiya
sahip olmasi (molekiiler taklit) veya enfeksiyonlar sirasinda olusan inflamatuar
olaylarin otoreaktif hiicreleri aktive etmesi (bystander aktivasyon) ya da her iki
mekanizmanin beraber gergeklesmesi otoimmiin yanita yol actigi varsayilmaktadir
(8). Otoreaktif CD4+ T hiicrelerinin SSS’nin hangi yapisin1 hedefledigi tam olarak
bilinmemekle birlikte, miyelin temel proteini, proteolipid proteini ve miyelin
oligodendrosit glikoproteinler en olasi adaylardir. Ancak bazi arastirmalar, diger
miyelin bilesenleri ve miyelin dis1 proteinlerin ve glikolipidlerin de bu hiicreler igin
antijen olabilecegini gostermistir (45,46). Hayvan modelleri ve hasta c¢alismalari,
MS'teki inflamasyon yanitin olugsmasinda, CD4+ T hiicre alt kiime hiicreleri olan Th1,
Th17 ve Treg’ler arasindaki dengenin bozulmasinin kritik bir 6neme sahip oldugunu

gostermektedir (39).
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Th1’ler, CXC kemokin reseptdrii tip 3 (CXCR3) ve interlokin-12 reseptor (IL-
12R) zincir 1B/2B'nin hiicre ylizey ekspresyonu ile tanilirlar ve interferon-gama (IFN-
v) sentezlerler (42,47). EAE hayvanlarin lezyonlarinda en sik goriilen, CD4+ T hiicre
alt kiimesidir. MS hastalarinda da aktif lezyonlarda Th1 hiicreleri ve IFN-y {iretiminin
arttig1 gdzlemlenmistir (8). Ayrica MS hastalarina IFN-y verilmesi hastaligin siddetini
arttirmaktadir. Bu bilgiler, MS'te Th1 hiicrelerinin ve IL-12/IFN-y ekseninin énemli
bir rol oynadigini desteklemektedir. SSS'ye sizan otoreaktif Thl hiicrelerinin
noropatolojik rolii tam olarak aydinlatilmamis olsa da mikroglialar aktive ettigi ve
norotoksik bir fenotipe doniistiirdiigii diisiiniilmektedir. Dahasi Thl hiicreleri,
mikroglia iizerindeki sinif II MHC ve kostimiilator molekiillerin upregiile ederek

infiltre Th hiicrelerinin tekrar aktive olmasini saglamaktadir (48).

Th17 hiicreleri CD161, kemokin reseptorleri CCR6 ve CCR4, sitokin
reseptorleri, IL-23R ve IL-1R gibi spesifik yiizey isaretleri ile karakterize edilen ve
IL-17A-F, IL-21 ve IL-22 gibi sitokinleri lireten bir CD4+ T hiicre alt kiimesidir
(42,47). Th17 hicreleri, MS dahil olmak iizere birgok otoimmiin hastaligin
patogenezinde yer almaktadir. Bu hiicreler, MS’de KBB'nin bozulmasinda énemli bir
rol oynamaktadir (49). Astrositler, KBB ve noronlar arasinda konumlanarak dolagim
ile SSS arasinda molekiillerin ve hiicrelerin hareketini diizenler ve noérotrofik faktorler
tireterek doku onarimina katkida bulunur. Th17 hiicreleri IL-17'ni gibi inflamatuar
sitokinlerin ~ ve  kemokinlerin  iiretimini  artirarak  astrositlerin  islevlerini
diizenlemektedir (50). IL-6 ile birlikte IL-17A, endotel hiicrelerindeki yapigsma
molekiillerinin ifadesini degistirerek ve siki baglanti noktalarinin yakinindaki aktin
hiicre iskeletinin depolimerizasyonunu sebep olarak RRMS hastalarinda KBB'in
bozulmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir (51). Th17 hiicreleri, hastaligi siddetli
seyreden RRMS hastalarinin aktif lezyonlarinda artmis bulunmustur (52). Ayrica EAE
modellerinde hastaligin olus mekanizmasinda kritik bir rol oynadigi 6ne siiriilen bir
baska sitokin olan graniilosit-makrofaj koloni uyaric1 faktorii (GM-CSF) de Th17 ve
Th1 hiicreleri tarafindan tiretilmektedir (39,53).

Treg hiicreleri, FOXP3 adi verilen bir proteini ifade eden ve bagisiklik
sisteminin asir1 tepki vermesini engelleyerek bagisiklik homeostazina yardimci olan
CD4+ T hiicresi tiridir (42). MS’de dolasimdaki Treg hiicrelerin FOXP3

ekspresyonunun azaldigi ve sayilarmin da diistiigii gozlenmistir (54) Bu hiicreler
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hastalarda azalmis bagisiklik diizenleme kapasitesi gosterir ve uyartlmis T
hiicrelerinin Treg hiicrelerine kars1 direncli oldugu goriilmiistiir. POMS hastalarinda
yapilan calismalarda, FOXP3+ Treg'lerinin normale gore daha hizli yaslandig ileri

stiriilmiistiir (39)

2.7.1.2 CD8+ T hiicreleri

Naif CD8 T hiicreleri adhezyon molekiilii olan L-selektini (CD62L) ve
kemokin reseptorii CCR7'yi ifade eder (55). Bu hiicreler, ikincil lenf nodiillerinde
antijen sunan hiicrelerle (APC) etkilesime girerler. Eger naif CD8 T hiicresi spesifik
antijeni tanimazsa, lenf diiglimiinii terk ederek dolagim sistemine geri doner. Ancak
bir CD8 T hiicresi dogru sekilde sunulan peptit-MHC 1 kompleksiyle karsilagirsa
sitotoksik T lenfositlerine (STL) farklilasana kadar cogalmakta ve burada kalmaktadir.
Farklilagmasini tamamlamig hiicreler endotel hiicrelerine baglanarak dokulara
ekstravazasyon yapma yetenegi kazanirlar (55). Cogu kanit, MS'in baslamasinda
CD4+ T hiicrelerinin kritik bir rol oynadigini gosterse de son calismalar CD8+ T
hiicrelerinin hastaligin seyrine katkida bulundugunu 6ne siirmektedir (44). Bu hiicreler
saglikll insan beyinlerinde de tespit edilmis olsa da aktif veya kronik aktif MS ve
meningeal MS lezyonlarinda normalden ¢ok daha fazladir (56). MS'in MHC sif I
bolgesi ile iliskisini gdsteren genetik ¢alismalar mevcuttur. Ornegin, HLA-4*02:01
aleli MS riskini azaltirken, HLA-A*03:01 aleli ise risk artis1 ile iligkilidir (ancak bu
durumun HLA sinif 2 ile baglanti esitsizligi ile iliskili oldugunu gosteren caligmalar
bulunmaktadir) (57). MS'teki CD8+ T hiicreleri hakkinda hala ¢ok az sey bilinmekle
birlikte MS lezyonlarinda bol olmasi1 ve genellikle klonal ¢ogalmasi, SSS doku
hasarinda 6nemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, aksonlar ve
noronlar MHC simif II molekiillerini ifade etmezler, ancak MHC smif I molekiillerini
ifade ederler. Bu nedenle, CD4+ T hiicrelerinin verdigi noron hasari dolayh
mekanizmalarla veya spesifik antijen tanimayir icermeyen etkilesimlerle
gerceklesirken, CD8+ T hiicreleri noronlar/aksonlar tizerindeki antijenleri dogrudan

tantyabilir ve bunlara zarar verebilir (44).

2.7.1.3 B hiicreleri

Naif B lenfositleri, antijenler i¢in reseptdr islevi géren membrana bagli iki Ab
smifini, IgM ve IgD’yi ifade eder. B lenfositlerinin aktivasyonu, ¢ogalmalarina,

antijene 0Ozgli klonlarin genislemesine ve Ab salgilayan plazma hiicrelerine
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doniismelerine yol agar. Plazma hiicrelerinin lezyonlardaki varligi, BOS’da OKB
saptanmasi, artmis Ig sentez oranlari ve lezyonlarda Ig veya kompleman birikimi
MS’in uzun zamandir bilinen Ozellikleridir. Arastirmalarda MS'li hastalarin
BOS'undaki B hiicrelerinin transkriptomu ile ayn1 hastalarin BOS’unda bulunan Ig
proteomu eslestigini tespit etmistir (58). Bu Ab’larin hedefleri tam olarak
anlasilamamis olsa da yapilan bir calismada her yerde bulunan hiicre i¢i antijenleri
hedefledigi bulunmustur. Bu bulgu B hiicrelerin hasar1 baslatmaktan ¢ok hasardan
sonra olusan antijenlere karsi yanit verdigini diisiindiirtmektedir (59). Anti-CD20
monoklonal antikoru rituksimab ile tedavi edilen hastalarda hem klinik hastalik
aktivitesi hem de yeni MRI lezyonlariin olusumu énemli 6l¢iide azalmaktadir. Tlging
bir sekilde, bu etki, Ab iiretiminin baskilanmasindan ¢ok daha Once ortaya
cikmaktadir. B hiicrelerinin APC gibi davranarak ve proinflamatuar sitokinler iireterek
T hiicrelerini aktive ederek de MS patogenezinde rol aldigini diisiindiirtmektedir
(60,61). Ayrica SPMS hastalarinin %40’inda bulunan lenfoid folikiillere benzeyen
"tersiyer lenfoid yapilar" olarak adlandirilan meningeal lezyonlar, hastaligin ilerleyen

donemindeki bulgularda B hiicrelerinin 6nemine isaret etmektedir (44).

2.7.2. Dogal Bagisiklik Sistemi ve MS

Monosit, CD14 ve/veya CD16 molekiillerini hiicre yiizeylerinde tasirlar.
Dolasimdaki hiicresel atiklar1 fagosite ederler ya da kemotaksis yoluyla dokulara gog
ederek makrofajlara ya da monosit kaynakli DC'lere farklilasarak T hiicrelerine antijen
sunarlar Dokuda yerlesik mikroglialara ek olarak, makrofajlar akut inflamatuar MS
lezyonlarinda en bol bulunan hiicre tipleridir (56). MS lezyonlarinda aktive olmus
makrofaj/mikroglialar ile dejenere olmus aksonlar ve oligodendrositler arasinda yakin
iliski gozlenmistir. ROS ve nitrik oksit (NO) gibi reaktif nitrit tiirleri MS ve EAE
lezyonlarinda aktif makrofaj/ mikroglialar tarafindan iiretilmekte ve inflamasyonun

siddeti ile korelasyon gostermektedir (44).

2.8.Etiyoloji

MS'in kesin nedeni halen bilinmemekle birlikte, genetik yatkinligi olan
bireylerde c¢esitli ¢evresel faktorlerin  etkilesimi sonucu ortaya ¢iktig
disiiniilmektedir. Vitamin D eksikligi, iklim ve cografik kosullar, EBV basta olmak
tizere ¢esitli bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, sigara kullanimi genetik yatkinliga eslik

eden cevresel faktorlerden bazilaridir (8) (Sekil 1).
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Sekil 1. Multipl skleroz, genetik ve ¢evresel faktorlerin birlesimi ve bunlarin

etkilesiminden kaynaklanir

2.8.1. Cevresel Faktorler

MS'e yatkinlikta kalitim onemli rol oynarken, ¢evresel faktorler de etkilidir
(62). Bunu gosteren en énemli kanitlardan biri MS prevalansinin cografi dagilimidir
(2). MS, Iskandinayv iilkeleri, Kanada ve Iskogya'da yayginken, ekvator bdlgelerinde
nadirdir (63). Ancak yapilan bazi meta-analizler enlemin dagilimda 6nemli olmadig:
yoniindedir (64). Go¢ ¢alismalart da ¢evresel faktorlerin roliinii desteklemektedir. Bu
calismalarda 15 yasindan once go¢ edenlerin gittigi bolgenin riskini tagidigi, 15
yasindan sonra go¢ edenlerin ise geldikleri bolgenin riskini tagidigi gériilmiistiir. Bu
bulgular, 6zellikle cocukluk ¢aginda maruz kalinan ¢evresel faktorlerin Gnemine isaret

etmektedir (65).

MS'te D vitamininin koruyucu bir rol oynadigi diisiiniilmektedir ve bu da
MS'in cografi dagilimimi kismen agiklayabilir; D vitamini sentezi i¢in gerekli olan
giines 15181n1 az alan bolgelerde MS daha sik goriliir. Biiyiik bir prospektif ¢alismada,
serum 25-hidroksivitamin D diizeyleri arttikga MS riskinin azaldig1 ortaya
konulmustur. Cok sayida bagimsiz prospektif calismada yetiskinlerde diyet veya
takviye yoluyla D vitamini alimi ile gelecekteki MS riski arasinda ters bir iliski
bulunmustur. Prospektif ve retrospektif calismalar, 25-hidroksivitamin D seviyesi ile

MS hastalarinin klinik seyri arasinda ters bir iliski oldugunu gostermektedir (66).
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MS igin bir diger faktor, enfeksiydz ajanlardir. Su ana kadar birgok enfeksiydz
ajan suclanmigsa da tam olarak hangisinin sebep oldugu bilinmemektedir. Ancak en
giicli aday EBV’dir. MS hastalarinda seropozitiflik orant %100 iken genel
poplilasyonda yaklasik %90'dir. MS hastalarinda latent EBV daha sik reaktive olur ve
bu reaktivasyon niikslerle korelasyon gosterir. MS hastalarinda enfeksiyoz
mononiikleoz dykiisiiniin daha yaygin oldugu ve geng yasta enfeksiydz mononiikleoz
geciren bireylerde MS gelisme riskinin daha yiliksek oldugu bildirilmistir (8). 10
milyondan fazla geng yetiskinde yapilan bir ¢alismada, EBV ile enfekte olmanin MS
riskini 32 kat arttirdig1 gosterilmistir (67). EBV epitoplarinin sinir sistemi peptitleri ile
benzerlikler gostermesi EBV’nin, MS patogenezini "molekiiler taklit" yoluyla
tetikleyebilecegi distiindiirtmektedir. Ayrica EBV B hiicrelerini
Oliimsiizlestirmektedir. Bu da MS'te antijen sunan veya antikor iireten otoreaktif B
hiicrelerinin sayisinin artmasma sebep olabilecegi anlamima gelmektedir (68).
Alternatif bir teori, EBV ile enfekte B hiicrelerinin SSS’ne daha fazla infiltrasyon

gostermesidir (44).

Literatiirde sigara i¢cmenin MS riskini artirdigina dair 6nemli bulgular
mevcuttur. Bir meta-analiz, sigara paket-yili ile MS riski arasinda doz-yanit iligkisi
oldugunu ortaya koymaktadir (69). Bir baska meta-analizde sigara igmenin hem MS
riskini hem de SPMS riskini arttirdigina dair istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit
edilmistir (70). Sigara i¢iminin solunum sisteminde inflamatuar bir ortami tesvik
ettigi, capraz reaktivite yoluyla otoreaktif lenfositleri uyardigi ve KBB bozulmasini

tesvik ettigi varsayilmaktadir (16).

2.8.2. MS ve Genetik Etiyoloji

Epidemiyolojik ¢aligmalar, MS hastalarinin yakin akrabalarinda MS gelisme
riskinin normal popiilasyona gore Onemli Olgiide daha yiliksek oldugunu
gostermektedir. 2021 yilinda yapilan meta analiz ¢alismasinda vakalarin yaklagik
%11,8’inin ailesel oldugu tespit edilmistir. Bu say1 ¢ocukluk cagi baslangicli MS
vakalarinda daha yiiksektir (9). Normal popiilasyon i¢in MS’e yakalanma olasiligi
%0,3 iken birinci derece akrabasinda MS tanisi olan bireylerde bu olasilik %2-4’lere
kadar ¢ikmaktadir (71). Monozigot ikizlerde yapilan ¢alismalar, bir ikizde MS varsa
digerinde MS gelisme riski yaklasik %25 iken dizigotik ikizlerde bu riskin %5 oldugu
bildirilmektedir (62). Biyolojik olmayan ebeveynlerde, kardeslerde ve ¢gocuklarda MS
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siklig1 genel popiilasyondaki riskten daha yiiksek degildir. Uvey kardesler igin risk de
biyolojik kardeslerden daha diisiiktiir. Birlikte veya ayri yetistirilen {ivey kardesler
arasinda MS riski acisindan herhangi bir fark gézlemlenmemistir. MS'li ¢iftlerin
cocuklarinda ise MS riski, tek etkilenen ebeveynin cocuguna gore daha ytiksektir (72).
Bu aile caligmalar1 ve vakalarin ailesel yigilimi MS patolojisinde genetigin rolii

oldugunu gostermektedir.

MS'e genetik yatkinliga neden olan genomik bdlgeleri ve varyasyonlari
belirlemek i¢in gecmisten giiniimiize farkli yaklagim ve yontemler kullanilmaktadir.
MS gibi poligenik kalittm modeline sahip hastaliklarda genetik varyasyonlarin
bulunmasi i¢in baglanti analizi, iliskilendirme analizi, etkilenmis bireylerde genom

dizileme yapilmaktadir. Gegmisten giiniimiize yapilan énemli caligmalar Sekil 2’de

Ozetlenmektedir.
2023:ilk kez
2013 ve hastall_k
1972- 2007: 1k 2017:yollak §|dg;t\:r ile
1973:lk GWAS: MHC tabanli liskisinl
genetik dist M5 ile genetik ligl isinin
analizler: iligkili analiz: T incelenmesi
HLA bulunanlar: hiicreleri ve ve SSS
alellerinin IL2RA ve mikroglianin yapilarinin
MS ile iliskisi IL7RA roli onemi

1996: MHC 2009: 2019:233

ile MS riski CD6, IRF8, anlamli ve

arahsmdaki TNFRSF1A 416 Gneri
l.}_aglantl\.fl genlerinin niteliginde
gosteren ilk riske katkisi SNVile iligki
s eiligki

Sekil 2:MS genetik ¢alismalarin kronolojik siralamasi

2.8.2.1 Baglant1 Analizleri

MS’e vyatkinlik olusturan lokuslar1 belirlemek i¢in baglanti analizleri
gecmisten giiniimiize kullanilmaktadir. Kanadali, Amerikali ve Ingiliz arastirmacilar
mikrosatellit polimorfizmleri kullanarak ¢ok sayida etkilenmis kardes ¢ifti iizerinde
tiim genom boyu baglant1 analizleri yaparak ilgili lokuslart aragtirmiglardir. Dordiincii
bir grup ise 16 Finlandiyali ailenin genomik taramasini yapmustir. Her ¢alismada farkli
belirteg setleri, farkli 6rneklem biiyiikliikleri ve farkli anlamlilik diizeyleri kullanilmis
olmasi sonuclarin birlestirilmesini zorlagtirmaktadir. Ancak, bu g¢alismalar MS'e

yatkinlik olusturan gen bolgelerinin nerede yer aldigina dair genel bir fikir
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vermektedir. Dort grupta da MHC bolgesini (6p21) iceren 6. kromozom istatiksel

olarak anlamli olmasa da suglanmistir. Diger sorumlu oldugu diisiiniilen lokuslar ise

sunlardir:

. 3q21-24 (Amerika, Kanada, iskandinavya, Avustralya ve Finlandiya
calismalarinda)

. 18p11 (Avustralya, Finlandiya, Kanada ve Amerika ¢alismalarinda)

. 17q22 (Kanada, Finlandiya, Ingiltere ¢alismalarinda)’dir (73).

MHC gen bolgesi ile MS arasindaki iligski yarim asirdan fazladir bilinmektedir.
Ik calismalar HLA smnif I antijenleri A3 ve B79 iliskili oldugu yéniindedir ve bu
calismalan takiben HLA smif II polimorfizmleri Dw2 ve DR2 ile de bir iligki
saptanmigtir. Daha sonrasinda HLA DRBI*1501 DQAI*0102 ve DQBI*0602
haplotipi ile giiclii ve tutarl bir iliski bulunmustur (73). Gliniimiizde bu haplotip ile
iliskinin HLA-DRBI1*15:01 aleli tarafindan yonlendirildigi ve bu haplotipin diger
alelleri ile iliskinin yalmzca HLA-DRBI1*15:01 ile baglanti dengesizligine bagli
oldugu aciktir (11). Ayrica bu calismalarda sinif 1 bolgesi aleli olan HLA-A*02:01
koruyucu bir etkiye sahip oldugu bulunmustur (43,74).

2.8.2.2 liskilendirme Calismalar

Gen-gen ve gen-cevre etkilesimleri ile ortaya c¢ikan Mendelyen kalitim
modeline uymayan MS gibi multifaktoriyel hastaliklar i¢in siklikla GWAS’lar
yiiriitiilmektedir. Insan Genom Projesi'nin tamamlanmasimin ardindan tiim genom
boyunca popiilasyona 6zgii hastalikla iliskili lokuslarin arastirilmasinda binlerce
vakanin dahil edildigi GWAS’lar hiz kazandi. MS i¢in ilk GWAS, 2007 yilinda
IMSGC tarafindan iki asamada yapilmistir. Ilk asamada, etkilenmis ebeveyn ve
cocuklardan olusan toplam 931 ailenin ortak varyasyonlarini tanimlamak igin
mikroarray kullanilmistir. Ardindan ilk asamada secilen 110 SNV’nin dagilimim
analiz etmek i¢in 609 ii¢ vakal1 MS aile, 2.322 vaka ve 789 kontrol olmak iizere toplam
12.360 bireyli bir kohort olusturulmustur. Bu calismada, /L2RA ve IL7RA genleri
tizerindeki iki SNV’nin MS ile iliskili oldugunu ortaya konulmustur (75). 2011 yilina
kadar orta giicteki (yeterli 6rneklem icermeyen) GWAS’la 20'den fazla ek risk lokusu
tanimlanmistir. Aslinda bu veriler birden fazla varyasyonun hastaliga yatkinlikta kilit

bir role sahip oldugunu gdstermektedir. Bu sebeple IMSGC tarafindan 2011 yilinda
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9.772 MS hastas1 17.376 kontrol hastasi, 465.434 otozomal SNV ile analiz edildiginde
MS igin 29 yeni risk lokusu belirlenmistir. Bu ¢alismada bulunan bdélgelerin ¢ogu
CD4+ T hiicreleri ile iliskilidir (43). Bu ¢alismay1 takiben yapilan GWAS’da 48 yeni
duyarlilik aleli daha kesfedilmis ve MHC dis1 103 farkli lokusta MS igin 110 risk

varyasyonu giivenilir bir sekilde tanimlanmistir (76).

Yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing, NGS) teknolojisinin
gelismesiyle birlikte, IMSGC, MS i¢in daha fazla SNV igceren GWAS’lar
yiiriitmektedir. Bu calismalardan 2017 yilinda yapilan da toplamda 32 MHC
varyasyonu, 200 MHC dis1 otozomal varyasyon ve 1 X kromozomu varyasyonu MS
ile iligkilendirilmstir (77). Bu sonuglarla yapilan yolak analizlerinde, basta monositler
olmak iizere diger immiin hiicreleri ile ilgili hiicresel yolaklarin hastalik patogenezinde
sorumlu olabilecegi gosterilmistir. Monosit/makrofaj/mikroglia ekseninin otoimmiin
siirecin SSS'ye yonlendirilmesinde kilit bir oyuncu oldugu tespit edilmistir. Ayrica
SSS yolaklarmin MS riskine daha kii¢iik ancak ihmal edilemez katkis1 ayni ¢alismada
ortaya konulmustur (78). 2019 yilindaki calismada 47.429 MS hastas1 ve 68.374
kontrolin genotip verileri ile duyarlilik varyasyonlarin fonksiyonel etkileri
aragtirtlmisgtir. Daha Once dogrulanmis 233 anlamli MS iliskisine ek olarak,
istatistiksel anlamlilik diizeyine ulagsmayan ancak MS ile iligkili oldugu One
stiriilebilecek 416 ek varyasyon tanimlanmistir. Bu calismada, MS i¢in tanimlanan tim
ortak varyasyonlarin kiimiilatif olarak MS kalitimsalliginin %48'ini olusturdugu
Ongoriilmiistiir. Yine bu ¢calismada ndronlar, astrositler ve mikroglialardan elde edilen
veriler analiz edildiginde, MS ile iligkili lokuslarin mikroglialar iligkili oldugu
goriilmiistiir. Ek olarak yapilan korteks RNA-seq veri analizi, baz1 duyarhilik
varyasyonlarinin kortekste gen ifadesini etkiledigini ancak bagisiklik hiicrelerinde

etkilemedigini ortaya koymustur (11).

Son GWAS calismasinda, Avrupa kokenli 12.584 MS hastasinin 7,8 milyon
otozomal SNV'si ve genisletilmis 6ziirliilitk durum 6lcegi (Expanded Disability Status
Scale-EDSS: MS’te engellilik diizeyini belirlenmesini saglayan bir 6lgeklendirme)
puanlar arasindaki iligkiyi irdeleyerek, MS ilerlemesi ile iligkili lokuslar belirlenmeye
calisilmigtir. Bu analizde DYSF-ZNF638 lokusundaki rs10191329 varyasyonu
anlamli olarak MS ilerlemesi ile iliskili bulunmustur. Risk alelini homozigot

tagtyanlarda yiirime yardimina ihtiya¢ duyma siiresinde medyan 3,7 yillik bir kisalma
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gdzlenmis ve beyin sapi, kortikal bolgelerinde patolojik lezyon sayisinin daha fazla
oldugu belirlenmistir. Ayrica DNM3-PIGC lokusundaki rs149097173 da hastaligin
agir seyri ile anlamli iliski goriilmistiir. Bu varyasyonlarin SSS dokularinda daha fazla
eksprese olmasi, diger GWAS c¢aligsmalarindan farkli olarak MS patolojisinde SSS

elemanlarinin da 6nemli bir rol oynadigini ortaya koymaktadir (79).

2.8.2.3 Nadir Varyasyon Analizi

GWAS yaklasimi, popiilasyonda %1'den fazla sikliga sahip olan ve MS riski
tizerinde diisiik-orta diizeyde etkisi olan yaygin varyasyonlar1 aydinlatmada oldukc¢a
basarilidir. Ancak bu yontem, hastalik riski {izerinde yiiksek etkiye sahip olabilecek
nadir varyasyonlar1 belirlemek i¢in uygun degildir. Ekzom dizileme analizlerinin
gelismesi ve yayginlagmasiyla birlikte, MS kalitimsalligindaki bilgi acigin1 kapatmak
ve etki eden nadir varyasyonlari tespit etmek i¢in bir¢ok calisma yapilmaktadir. 2018
yilinda IMSGC tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 32.367 MS vakasi ve 36.012
kontrolde 120.991 diisiikk frekansli (<%5), kodlanan bdlgedeki varyasyonlar
incelenmistir. Bu calismada, GALC, TYK2, PRFI1, PRKRA, NLRPS ve HDAC7
genlerindeki 7 diisilik frekansli varyasyonun MS ile 6nemli dl¢tide iligkili oldugu tespit
edilmistir. Ayrica varyasyonlarin frekansi ile risk katkisi arasinda negatif bir
korelasyon mevcut oldugu goriilmiistiir. Calisma grubu tiim disiik frekansh
varyasyonlarin MS riski iizerindeki kiimiilatif etkisini hesaplayarak MS
kalitimsalliginin  %5'ine kadarimin bu varyasyonlar tarafindan aciklanabilecegini
ortaya koymustur. Bu calismada, daha énce GWAS calismalarinda MS ile iligkisi
belirtilmeyen dort yeni gen kesfedilmistir. Bu genlerin CD4+ T hiicresi farklilasmasini
diizenlemesi, IFN-y biyolojisi ve NFkB sinyali gibi 6énemli biyolojik siireclerde kilit
rolleri oldugu bilinmektedir (80).

Nadir varyasyonlarin tespitinde genetik yiikiin daha fazla oldugu diisiiniilen
birden fazla MS olgular1 olan aileler secilmektedir. Siddetli ve ilerleyici MS’in
goriildiigii iki farkl aileden yedi MS hastasinda baglantili bolgeler tespit edilerek bu
bolgeler dizilenmistir. Bu analiz sonucunda ligand bagimli transkripsiyonel
aktivasyon aktivitesi sergileyen niikleer reseptor olan NRIH3 proteininde
p-Argd15GIn amino asit (aa) degisikligi yapan varyasyon hastalarda ortak
bulunmustur. Bu aa yliksek oranda korunan bdlgede yer aldigi i¢in bu degisikligin

NRI1H3 heterodimerizasyonunu ve hedef genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu
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bozdugu disiiniilmiistir. Ancak bu ¢alismada NR/H3 genindeki yaygin
varyasyonlarin iligkilendirme analizlerinde risk arttigi bulundugu iddia edilse de
IMSGC tarafindan bu bilgi dogrulanmamustir (81,82). 11 MS olgusu bulunan bir ailede
yapilan baglanti analizi sonucunda, bu ailedeki vakalarin ortak kalitilan genom bdlgesi
7q11.22-q11.23 olarak tespit edilmistir. Daha sonra etkilenmis 4 bireye yapilan WES
analizinde bu bolgede bulunan FKBP6 geninde nadir yanlis anlamli bir varyasyon
hastalikla iligkilendirilmistir (14). Gliniimiizde bu gendeki bialelik fonksiyon kayb1
mutasyonlarinin erkek infertilitesi ile sebep oldugu bildirilmektedir (83). Ikiden fazla
vakasi olan 34 MS ailesindeki 132 hasta ile gerceklestirilen bir ekzom dizileme
analizinde, 12 gende muhtemel patojenik nadir varyasyonlar tanimlanmistir. Bu genler
inflamasom toplanmasinda (NLRP12), Wnt sinyal yolaginda (UBR2, CTNNAS3,
NFATC2, RNF213), fibrinoliz ve kompleman yolaklarinda (PLAU, MASPI, C2),
niikleer reseptdr kompleks proteini olarak (NCOA3) ve katyon kanali olarak (KCNG4,
SLC24A46, SLCSBI) gorev almaktadir (84). MS prevelansinin yiiksek oldugu Sardunya
adasinda bulunan ailesel MS’li olgulara yonelik yapilan genetik aragtirmada ise
etkilenmis bireylerde CULY, TTBKI, PPP2R5D, MYOI16, TNFSFI13B, ATP94
genlerinde protein islev kaybina yol acabilecek nadir varyasyonlar saptanmistir (13).
Birden fazla nesilde ve iigden fazla MS hastas1 olan ii¢ iranl ailede nadir varyasyon
tespiti icin yapilan WES analizinde POLD?2 ve NBFP1 genlerinde nadir yanlig anlamli
varyasyonlar hastalikla iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu ¢alismada molekiiler
dinamik analizle POLD2 genindeki varyasyonun protein fonksiyonunu bozdugu
gosterilmektedir (85). Italya'da yiiriitiilen bir calismada, 3 veya daha fazla MS vakasi
bulunan 28 aileden 81 MS hastasi, 42 aile iiyesi ve 38 saglikli bireyi iceren bir kohort
grubu calisilmistir. Tiim hasta bireyleri iceren bir gruba baglanti analizi ile ortak
lokuslar tespit edilmistir. 5 etkilenmis bireye ekzom dizilemesi ve bir indeks vakaya
da tiim genom dizilemesi yapilmis ve toplamda 34 gen belirlenmistir. Daha sonra ana
gruptaki bireylerde bu genlerdeki mutasyon yiikii bakilmistir. Sonugta hastalarda 14
gende nadir varyasyonlarin sikliginin kontrol grubuna kiyasla onemli dlgiide arttig
saptanmistir (86). Aymi grupta ylriitiilen bir bagka calisma da ise tiim etkilenmis
bireylere WES vyapildiktan sonra nadir ve diisiik frekansli varyasyonlar, aile
segregasyonuna, tahmin programlarina, yolak bilgilerine gore filtrelenmistir.
Ardindan bu genlerde yiik testi uygulanmaktadir. Yiik testi sonucunda 11 gende
(UBR2, MYBPC3, LEF1, PCNXL3, EFCABI3, MLCI, IDE, ECD, NSD1, JARID?2 ve
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METTL21B) MS'li bireylerin, etkilenmemis bireylere kiyasla nadir ve genin islevini
bozdugu diisiiniilen varyasyon yiikiiniin arttig1 belirlemistir. Bunlar arasinda Wnt/j-
katenin yolaginin modiilasyonunda yer alan UBR2 geni bir bagska MS calismasinda da
aday gen olarak gosterilmektedir (84,87).

2.8.2.4 Tiirkiye’deki Genetik Calismalar

Tiirkiye'de MS'in genetik etiyolojisini arastirmaya yonelik smirli sayida
calisma mevcuttur. Kamigh ve ark. taratindan yapilan bir ¢alismada, 164 MS hastasi
ve 146 normal saglikli kontrolde VDR genindeki rs731236, rs7975232 ve 1s2228570
varyasyonlari arastirilmigtir. Sonuclar, rs731236 varyasyonunun MS hastalarinda daha
stk bulundugu yoniindedir (88). Baska bir calismada ise 125 MS hastasi ve 160 saglikli
kontrol, /L-4 geni intron 3 yerlesimli degisken sayida ardarda tekrar (VNTR)
varyasyon bolgesinin P1 ve P2 alelleri agisindan degerlendirilmektedir. Hasta grubu
ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik saptanmamustir (89). 409 MS hastasi ve
256 saglikli bireyden yapilan bir ¢alismada, /L-/4 geninin kodlama yapmayan
bolgesinde yer alan rs1800587, IL-1B geninin rs16944 ve [L-1B geninin rs1143634
numarali varyasyonu ile /L-/RN’de bulunan bir VNTR bolgesi arastirilmistir. Hasta
grubunda /L-1B polimorfizmlerinin daha az siklikta bulundugu gézlemlenmistir (90).
IL18 genotiplerinin ¢alisildig1 bir calismada ise /L/8 geninin 137 niikleotid 5’
upstream pozisyonundaki CC genotipinin GG genotipine gore MS riskini 3 kat
arttirdigi tespit edilmistir (91). Simsek ve ark. tarafindan yapilan bir calismada ise 364
MS hastas1 ve 191 saglikli kontroliin /L7R'nin promotoriinde yer alan ti¢ polimorfizm
bolgesi degerlendirilmistir. Sonuglar baz1 alellerin frekansinin MS hastaliginin alt
gruplarinda daha sik oldugunu gostermistir. Ozellikle genin 449 niikleotid 5’ upstream
bolgesindeki AA aleli cocukluk cagi baslangichi MS’li bireylerde daha sik
bulunmustur (92).

Tirkiye'de MS {izerine yapilan calismalarda genel olarak MS hastalar1 ile
saglikli kontroller arasinda belli varyasyonlarin siklik farkliliklari arastirilmastir.
Hastaliga neden olabilecek nadir varyasyonlarin tespitine yonelik caligmalar ise
oldukca sinirlidir. Yakin zamanda yapilan bir ¢caligmada birden fazla MS olgusu olan
7 ailede (toplam 25 MS hastas1 ve 31 etkilenmemis birey) hasta bireyler arasinda ortak
genomik bolgeler belirlenerek bu bolgelerdeki nadir varyasyonlarin hastalik ile iligkisi

irdelenmistir. Ayrica bu calismada GWAS’larda MS ile iliskili oldugu belirlenen
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SNV’ler kullanilarak poligenik risk skoru hesaplanmistir. Ailesel MS vakalari,
sporadik MS vakalar1 ve normal kontrol bireyler arasinda karsilastirma yapilmis ve

ailesel olgularda poligenik risk skoru yiiksek tespit edilmistir (93).

2.9.Tiim Ekzom Dizileme

Insan genom projesinin tamamlanmas: ile genomun %2’sinden azinin protein
kodladig1 ve yaklasik 20 000 protein kodlayan genin bulundugu goriildii (94). Ekzon
kelimesi “ifade olan bolge” anlamina gelmektedir. Ekzom terimi ise genom igerisinde
bulunan tiim protein kodlayan dizileri yani ekzon bolgelerinin tiimiinii ifade eder (95).
WES insan genomundaki yaklasik 180.000 ekzonun ve bu ekzonlarin intron birlesim
bolgelerini kapsayacak sekilde dizilenmesidir (96). WES’te bireye ait tiim kodlayan
gen bolgelerindeki ekzonlarin niikleotid dizilimleri es zamanli olarak belirlenir ve
referans genomdan farklilik gosteren niikleotidler (varyasyonlar) ortaya koyulur. Bu

yontemle SNV ler, kiiciik delesyon, duplikasyon ve insersiyonlar saptanabilir.

Mendeliyen hastaliklara sebep olan bilinen patojenik degisimlerin yaklasik
%85'i genomun ekzon bolgelerinde yer almaktadir. Ekzom dizileme genomun protein
kodlayan segmentlerinin taranmasina yogunlagarak hastaliklarda rol oynayan
varyasyonlar1 hizli bir sekilde bulunmasini saglamaktadir. Analizlerde ozellikle
kodlama yapmayan bdlgelere veya yapisal varyasyona odaklanilmayacaksa,
etkilenmis bireylerde oncelikle WES ¢alismak hem is giiciinii hem de maddi yiiki
azaltmaktadir (95).

Nadir varyasyonlar bir hastaligin patogenezinde rol oynayan yolaklar
aydinlatmak icin ¢ok dnemlidir. Aday genlerin iliskili oldugu yolaklarin incelenmesi,
protein-protein iligkisi ve hiicredeki fonksiyonu hastaligin tedavi ¢aligmalar1 igin
aydinlatici rol oynamaktadir. Ayrica kisisellestirilmis tip yaklagimlar1 giderek 6nem
kazanmaktadir. Bu bakimdan hasta bireylerde bulunun nadir varyasyonlar tedavi
planlanmalari i¢in ¢ok 6nemlidir. Bu ylizden multifaktoriyel hastaliklarda da WES
analizleri giderek yayginlagsmaktadir (97,98).

Bu calismanin amaci multifaktoriyel bir hastalik olan MS’in patogenezinde rol
oynayan genlerin tespitidir. Bu amagla hastaligin nadir bir grubu olan ailesel POMS
vakalarinda MS ile iliskili néroinflamasyon/nérolojik yolaklardaki genlerin varyasyon

profilleri belirlenecektir. Ayrica her ailede belirlenen nadir ortak varyasyonlar ile
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yolak analizleri yapilarak hastalik ile iliskili olabilecek olas1 yolaklar tespit edilmesi

amagclanmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1.Hasta Secimi

Calismaya Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Poliklinigine basvuran ve Cocuk Noroloji bilim dalinda MS tanisi ile takip
edilen POMS hastalarindan birinci, ikinci veya {igiincii derece akrabalarinda MS tanisi
olan 5 olgu ve MS tanili en yakin akrabasi dahil edildi. MS tanisi, 2017 yilinda revize
edilmis McDonald kriterlerine goére Cocuk Noroloji bilim dali ve Noroloji A.D

tarafindan konuldu.

Calisma Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Etik
Kurul’u tarafinca 08.08.2023 tarihli toplantida onaylanmistir (754378 sayili karar).
Tiim hastalar ve vasileri ile yiiz ylize gorisiilerek ¢aligma hakkinda bilgi verildi,

calismanin kapsamini detaylari ile anlatan goniillii onam formu imzalatildi.

3.2.DNA izolasyonu ve Kantitasyonu

Hasta ve ailelesinde etkilenmis diger bireyden EDTA’l1 tiipe alinan kan
orneklerinden standart kit protokoliine uygun olarak DNA izole edildi, DNA miktar1
Nanodrop 1000 cihaz ile 6l¢iildii. DNA izolasyonu yapildiktan sonra yeterli 6rnegi

olan hastalarin arta kalan 6rnekleri ileri analizler igin -80°de saklandi.

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Spin kolon yontemi:

1. 1,5 mI’lik ependorf tiipe 500 pl 6rnek kani konulduktan sonra her bir 6rnek
tizerine 20 pl Proteinaz K soliisyonu ve 200 ul Buffer BL dagitildi ve 56°C 10 dakika
(dk) bekletilmistir.

2. Inkubasyon bittikten sonra her bir érnegin iistiine 200 pl -20°C bekletilen

%380 etanol eklendi ve ornekler vortekslendi.
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3. Ornekler spin kolonlara aktarildiktan sonra 6000 rcf’de 1 dk santrifiij edildi.
Spin kolonlarin altindaki toplayici tiipe siizlilen siipernatant atild1 ve spin kolonlar yeni

toplayict tiiplere aktarildi.

4. Spin kolonlarin tizerine 600 pl Buffer BW eklendi ve 6 000 rcf’de 1 dk
santrifiij edildi. Spin kolonlarin altindaki toplayici tiipe siiziilen slipernatant atildi ve

spin kolonlar yeni toplayici tiiplere aktarildi.

5. Spin kolonlarin iizerine 700 pl Buffer TW eklendi ve 6 000 rcf’de 1 dk
santrifiij edildi. Spin kolonlarin altindaki toplayici tiipe siiziilen siipernatant atildi ve

spin kolonlar DNA saklanacagi 1,5 ml’lik ependorf tiiplere aktarildi.

6. Spin kolonlarin iizerine 6nceden 56°C 1sitilmis 100 pl Buffer AE eklendi, 1
dk oda sicakliginda beklendikten sonra 13 000 rcf’de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij

sonrasi spin kolonlar atilarak elde edilen 6rnekler -20°C saklanmak igin kaldirildi.

3.2.2. DNA Kantitasyonu

DNA izolasyonundan sonra NanoDrop NDI1000® Spektrofotometre ile
DNA’nin 260 nm dalga boyunda 15181 absorbe etme Ozelliginden yararlanarak
orneklerin DNA miktar tayini yapildi. Saf su 6l¢iimiinden sonra 6rneklerden tek tek 1
pl alinarak 6l¢tim yapildi. Proteinler 280 nm dalga boyundaki 15181 absorbe ettiginden
dolay1 6rneklerin A260/A280 oraninin 1.8-2.0 arasinda olmasina dikkat edildi. Tablo

4’da 6rneklerin Nanodrop olglimlerin sonuglart goriillmektedir.

Tablo 4. Orneklerin Nanodrop dl¢iimleri

Ornek Niikleik Asit (ng/pl) Az60/A280
A1H1 41,5 1.8
ATH2 38.1 1,8
A2H1 443 1,8
A2H2 37,7 1.8
A3H1 59,5 1,8
A3H2 31.9 1,8
A4H1 66,2 1,8
A4H2 81 1.9
ASHI1 53,2 1,9
ASH2 71,5 1,8
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3.3.Tiim Ekzom Dizileme

Tim ekzom dizileme icin bu tez c¢alismasinda, hedef yakalama ve
zenginlestirme (target capture and enrichment) prensibiyle calisan “Twist Target
Enrichment Standard Hybridization v1 kiti” tiretici firmanin direktifleri dogrultusunda
kullanild1 (kiitiphane hazirlama). Daha sonrasinda hazirlanan kiitiiphane flowcell
yiiklenerek dizileme icin MGISEQ-2000 dizileme platformuna uygun sekilde
yuklenildi (sekanslama). MGISEQ-2000 platformundan elde edilen ham veriden
varyasyonlarin listelenmesi ic¢in bir dizi dosya c¢evirimi ve biyoinformatik analizin
yapilmas1 gerekmektedir. Bu amagcla, standart ya da ileri diizey biyoinformatik veri
analizleri kullanilarak cihazdan elde edilen veriden, WES analizinin yapilabildigi

“Variant Calling Format (VCF)” dosyasi elde edildi (biyoinformatik analiz).

3.3.1. Kiitiiphane Hazirlanmasi

Zenginlestirilmis hedefli kiitiiphane hazirlama asamalar1 6zetle 5 teknik agama
icerir; hibridizasyon i¢in kiitliphanelerin hazirlanmasi, (fragmantasyon, agik ug
onarimi, A ucu takilmasi, adaptor ligasyonu), “Capture” problar ile kiitiiphanenin
hibridizasyonu, hibridize olan “target” bolgelerin streptavidin boncuk ile izolasyonu,
post-capture polimeraz zincir reaksiyon (polymerase chain reaction, PCR) ile

amplifikasyonu ve piirifikasyonu ve elde edilen 6rneklerin flowcell yliklenmesidir.

l. DNA ornekleri g¢alisma oOncesinde oda sicakligina cikarildi ve
miktarlari ¢ift iplik¢i saglam DNA’ya floresans bir boyanin baglanmasi ve bu boyanin
yaptig1 1istmanin Qubit Fluorometer tarafindan okunmasi ile 6l¢iildii. Daha sonra 6rnek

miktarlarini ¢alismaya uygun hale getirmek i¢in sulandirma yapildu.

2. 300 bp fragmanlarin eldesi i¢in O6rnekler Frag/AT Enzimi ile PCR
cihazinda 37°C 10 dk inkiibe edildi. Siire bitiminin hemen ardindan 6rnekler soguk

rack uzerine alindi.

3. Acik u¢ onarimi, A ucu takilmasi, adaptor ligasyonu i¢in PCR
tiriinlerine Twist Universal Adaptor eklendi. Pipetaj yapilarak homojenize olmasi
saglandi. Daha sonrasinda Ligasyon Master Mix eklenir ve pipetaj yapilarak 20 °C’de
15 dk adaptorler eklendi.
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4. Piirifikasyon iglemi i¢in manyetik boncuk ¢dzeltisi islemlerden 6nce 30
dakika oda sicakligina bekletildi. 2 ml’lik ependorf tiiplerine her 6rnek icin eklenen
DNA voliimiiniin 1,8 kat1 manyetik boncuk ¢dzeltisi dagitildi. Uzerine fragmantasyon
basamag1 sonrasi elde edilen DNA f{irlinleri eklendi. Vorteks ve spin yontemleri ile
homojenizasyon saglandi. Manyetik boncuklarin DNA’ya baglanmasini saglamak
amactyla 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Ardindan tiipler manyetik
standa yerlestirildi ve sivi seffaf oldugunda magnetik boncuklar oynatilmadan
dikkatlice siipernatant kisim pipetle atildi. Tiipler manyetik stand tlizerindeyken her
tiipe 500 pL %80’lik etanol ilave edildi. Otuz saniye bekleme sonrasi alkol pipetaj ile
uzaklagtirildi. Bu islem toplam 2 kez daha tekrarlandi. Alkol tamamen buharlasana
kadar beklendi. Tiipler stand {izerindeyken niikleaz icermeyen su eklendi ve stanttan
alindi. Vorteks ve spin sonrast 2 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Tekrar standa
yerlestirilip, ¢ozeltinin seffaflagsmasi sonrasi slipernatant yeni tiiplere alind1 ve sonraki

islem icin hazir hale geldi.

5. Ornek miktarini arttirmak icin TWIST UDI Primerleri kullanilarak
PCR ile ¢cogaltma islemi uygulandi.

6. Piirifikasyon islemi yukardi belirtildigi sekilde yapildi.

7. Prob Hibridizasyonu i¢in kitin igerisinde bulunan Blok miks,
Hibridizasyon miks ve Target ‘Capture’ problari ile hibridizasyon reaksiyon ¢ozeltisi

hazirlanildi. Ornekler bu miksle 16 saat 65°C’de inkiibe edildi.

8. Streptavidin baglayici boncuklarina Binding Buffer ile 3 kez yikandi.
Hazirlanan Streptavidin baglayici boncuklariin iizerine hibridizasyondan g¢ikan
ornekler karistiricinin iizerinde 30 dk yavasga karistirildi. Daha sonrasinda 6rnekler
Wash Water 1 bir kez Wash Water 2 ile 3 kez olmak iizere yikandi. En son yikamadan
sonra manyetik boncuklarin lizerine DNAz igermeyen su eklenerek c¢ozduriildi.

Boylece hedef bolge yakalama igslemi(capture) tamamlandi.

0. Ornek miktarini arttirmak icin TWIST UDI Primerleri kullanilarak

PCR ile ¢ogaltma islemi uygulandi.

10. Piirifikasyon islemi yapildi.
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11.  Ornekler miktar Olciimleri yapildi ve miktarlar uygun sekilde

esitlendikten sonra DNA Rapid Ligase ile 37°C 30 dk PCR birakildi.

12.  PCR sonrasi soguk rocka alinan drneklere digasyon mix 2 ul dagitildi

ve tekrardan 37°C 30 dk PCR birakildi. Boylece ornekler tek iplik¢ikli hale getirildi.
13. Piirifikasyon asamasi yapildi.

14. Bu asamada DNA nanoball (DNB) yapimi islemine gecildi. Make DNB
Buffer 6rneklerin lizerine dagitildiktan ve vorteksten sonra 95°C 1dk ve 65°C 1dk
olacak sekilde PCR konuldu. Make DNB Enzyme karisimi orneklere dagitildiktan
sonra 30°C 25 dk bekletildi. Orneklere DNB Loading Buffer 2 ve Make DNB Enzyme
Mix 2 ile yapilan DNB mixten dagitildi ve genis uglu pipetle pipetaj yapildi. Bu

asamanin sonunda 6rnekler flowcell yliklemeye hazir hale geldi.

3.3.2. Sekans Asamasi

Her bir DNB, “flow cell” iizerinde bulunan spotlara yerlestirilerek sekanslama
islemi “flow cell” {izerinde gergeklestirildi. Hazirlanan flowcell MGISEQ-2000 (MGI
Tech Co. Ltd., Cin Halk Cumhuriyeti) dizileme platformuna yiiklenildi ve ayni
zamanda cihaza yiiklenecek kartuslar da uygun sekilde hazirlanip cihaza yiiklenildi.

Tamamlanan dizileme islemi sonrasi veri cihazdan FastQ dosyasi1 olarak alind.

3.3.3. Biyoinformatik Asamasi

Elde edilen FastQ dosyas1 “Burrows-Wheeler Aligner (BWA) v0.7.15” (123)
kullanilarak referansa “Human Genome 19 (hg19)” hizalandi (alignment). Referans
dizisine gore okuma konumu bilgisi ve hizalama icin bir giiven degeri iceren
“Sequence Alignment Map (SAM) (dizi hizalama haritas1)” olarak adlandirilan bir
dosya bigimi olarak hizalama ¢iktisi elde edildi. SAM'in kiiciiltiilmiis boyutlu, ikili bir
stirimii olan binary alignment map (BAM) bi¢imine donistiiriildii. A¢ik kaynakli
yazilim programi Genome Analysis Tool Kit (GATK) kullanilarak PCR kopyalari
olarak adlandirilan ayn1 baglangi¢ ve bitis noktalaria sahip okumalarin kaldirilmasi,
indel cagrilarinin dogrulugunu artirmak icin yerel yeniden hizalanmasi1 (lokal
reallignment) ve baz kalite puanlarinin yeniden kalibrasyonu saglandi ve rafine
hizalama gergeklestirildi. Ilk ve rafine hizalamalardan sonra, varyasyonlar,

varyasyonlarin kromozomal konumu, referans baz ve alternatif baz(lar) (6rnegin, tek
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niikleotid varyant1 veya SNV, indel) dahil olmak {izere ¢esitli parametreler igeren bir
VCF formatina gevrildi. Referansa gore baz degisikliginin kromozomal konumu,
varyasyonun bir gende olup olmadig: ve ilgili konumu (6rnegin, ekzon, intron, splice
bolgesi), bir kodondaki degisikligin sonucu (6rnegin; esanlamli, yanlis anlami, karst
cergeve kaymasi, anlamsiz) ve zigotluk (6rnegin, homozigot veya heterozigot) gibi
bir¢ok 6zelligi annotasyon iglemi sonucunda elde edildi. Annotasyon i¢in {icretli olan
Genemaster, Pairend ve iicretsiz olan Fraklin Genoox online programlari kullanildi

(99). Bu asamalar Sekil 3’de 6zetlenmektedir.

Ekzom dizileme ! FastQ dosyasinin hgl9 gore "
sonucunda FastQ hizalanmasi (BWA
dosyasinin eldesi kullanilarak) ”

duplikasyonlarinin -
¢ikariimasi

ebaz kalite puanlarinin

LY

Annotasyon (Online
veri tabanlari

Sekil 3: Biyoinformatik Analiz Semasi

3.3.4. WES datasi Kalite Kontrolii Asamasi

Bu agamada elde edilen verinin %80 nin kalite skorunun Q40 {istiinde olmast
ve hedef bolgenin okuma derinliginin 20X olmasina dikkat edildi. Ayni zamanda
variyant isimlendirme kontrolu transisyon, transversiyon orant (Ti/TV) ve
heterezigotlugun referans olmayan homozigotluga orant (het/nonref-hom)

degerlendirildi (100).

3.3.5. Klinik Analiz

Annote edilen varyasyonlarin hangisinin klinik 6nemli oldugunu anlamak i¢in
cesitli filtremeler yapildi. Oncelikle en az 20 okuma derinligi olan, heterozigot

varyasyonlar i¢in en az %20, homozigot varyasyonlar icin ise en az %95 alel
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fraksiyonunda goriilen varyasyonlar yiiksek giivenirlikli varyasyonlar olarak
degerlendirildi. Varyasyonlar1 gorsel olarak analiz etmek i¢in “Integrative Genomics
Viewer (IGV)” programi kullanildi. RefSeq veri tabaninda var olan transkriptler temel
alinarak ekzonlarda ve kirpilma bolgelerinde (ekzon-intron smiri, +10, -10 bp)
yerlesen varyansyonlar ele alindi. GnomAD, 1000Genomes, EXAC gore toplumda
goriilme sikligi %1 altinda olan varyasyonlar Onceliklendirildi ancak MS gibi
multifaktoriyel hastaliklarda sik goriilen SN'V’lerin yatkinliga katki yapabilecegi goz
oniinde bulunduruldu. “Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik Koleji (American
College of Medical Genetics and Genomics, ACMG)” ve “Molekiiler Patoloji
Derneginin (Association for Molecular Pathology, AMP) 2015 yilinda yayinladigi
NGS varyantlarin1 siniflandirma kilavuzuna goére varyasyonlar patojen, olasi patojen,
onemi bilinmeyen degisiklik, olas1 benign, benign olarak siniflandirildi (101). Bu
kriterler Tablo 5’de 6zetlenmektedir.

Akista;

. SIFT, POLYPHEN, Mutation Taster, Mutation Assessor, FATHMM
tahmin ara¢ programlarinda proteine etkisi oldugu 6ngériilen ve Combined Annotation
Dependent Depletion (CADD) skoru>25, Genomic Evolutionary Rate Profiling
(GERP) skoru >4 olan yanlis anlaml1 varyasyonlar

. Yiiksek olasilikla fonksiyon kaybina yol agmasi beklenen anlamsiz,
cerceve kaybi varyasyonlar

. Kodlanmayan bélgede olan CADD>20, GERP>3, SPLICE AI>0.4
olanlar

onceliklendirildi. Bu asamalarda online analiz programlart Fraklin Genoox,
VarSome ve Genemaster kullanildi. Ayrica bu platformlarda bulunan in silico
araclardan elde edilen skorlarla trettigi toplu tahmin skorlar1 ile de varyasyonlar
degerlendirildi. Analiz edilen varyasyonlara ait genlerin klinik olarak yorumlanmasi
“Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)” veri tabani, hastalarin klinik
bulgulari ile iligkili “Human Phenotype Ontology (HPO)” terimleri kullanilarak ve
literatiir taramasi yapilarak elde edildi. “Clinvar” veri tabaninda fenotiple iliskili
patojen bildirilmis olanlar Onceliklendirildi. Genlerin alternatif transkriptlerine
“RefSeq” “Ensembl” wveri tabanlarindan, alternatif protein izoformlarina ve
proteinlerin domain bilgilerine “UniProt” veri tabanndan ulasildi. Doku spesifik gen

ekspresyon bilgileri “Genotype-Tissue Expression (GTEx)” ve “The Human Protein
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Atlas” veri tabanlarindan saglandi. Ayni1 zamanda “The Human Protein Atlas” veri
tabanindan proteinin hiicre i¢inde lokalizasyonu, fonksiyonu ve hangi dokularda daha

cok bulundugu bilgilerine ulasildi. Akis basamaklar1 Sekil 4’de 6zetlenmektedir.

Yiksek guvenirlikli
varyasyonlar

+X20 derinlik
*Min %20 kaplam

Allel frekansidiisik
varyasyonlar «GnomAD

+1000Genomes
*ExAC

Protein yapisini -SIFT
bozan varyasyonlar -POLYPHEN
*Mutation Taster
*Mutation Assessor
*FATHMM
-CADD
*MetaRNN

Klinik ile uyumlu | ~OoMIM
varyasyonlar / sHPO

) «Clinvar

Literatar

Sekil 4: Aday Varyasyonlarin Belirlenmesinde Takip Edilen Is Akisi

Protein- protein etkilesimlerini degerlendirmek icin “Metascape”, “String” ve
“The Human Protein Atlas™ online veri tabanlar1 kullanildi. Hastalarda analiz edilen
varyasyonlar listelenerek hangi hiicresel yollakta daha fazla varyasyonun bulundugu
“Metascope” veritabant kullanilarak degerlendirildi. Bu veritabaninda KEGG
Pathway, GO Biological Processes, Reactome Gene Sets, Canonical Pathways,
CORUM ve WikiPathways kullanilarak genlerin hangi yolakta oldugu belirlenir ve p
degeri <0,01, minimum 3 gen iceren ve zenginlestirme faktorii >1,5 olan terimler
(zenginlestirme faktorii, gozlemlenen sayilar ile sans eseri beklenen sayilar arasindaki
orandir) toplanir ve benzerliklerine gore kiimeler halinde gruplandirilir. Bu kiimeler

icindeki istatistiksel olarak en anlamli terim, kiimeyi temsil etmek {izere segilir.
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Tablo 5: ACMG ve AMP varyasyon siniflandirma kriterleri

Bir varyasyonun patojen olarak simflandirma Kriterleri

Patojenite kaniti

Kategori

PVS1, bir gende islev kaybinin (LOF) hastalik
mekanizmasi olarak bilindigi durumlarda
anlamsiz, cerceve kaymasi, +1 veya 2 kirpilma
bolgesi, baslangic kodonu, tekil veya ¢oklu
ekzon delesyonu gibi null varyasyonlarin
patojenik olarak siniflandiriimasini destekler.

Dikkat Edilmesi Gerekenler:

LOF hastalik mekanizmasi olarak bilinmeyen
genler icin dikkatli olunmalidir. Ornegin; GFAP,
MYH?7 genlerinde islev kaybi bilinen bir hastalik
mekanizmasi degildir.

Genin en ug 3' ucunda yer alan LOF

Cok Guglu varyantlarinin yorumlanmasinda dikkatli
olunmalidir. Bu bolgedeki varyasyonlar tam
islev kaybina yol agmayabilir.

Ekzon atlamasina yol agmasi beklenen ancak
proteinin geri kalanini bozma ihtimali diisiik
olan kirpilma bolgesi varyasyonlarini
yorumlarken dikkatli olunmalidir. Bu
varyasyonlar protein fonksiyonunu
etkilemeyebilir.
Coklu transkript varliginda dikkatli olunmalidir.
Ayni genin farkli transkriptleri olabilir ve bir
transkriptte goriilen null varyasyon diger
transkriptleri etkilemeyebilir.
PS1: Ayni amino asit (aa) degisimi
daha 6nce patojenik olarak siniflandiriimis bir
varyasyon ile ayni amino asit degisikligine
neden olan varyasyonlar, nikleotid
degisikliginden bagimsiz olarak patojenik olarak
siniflandirilabilir. Ornek: Ayni kodonda G>C
veya G>T ile olusan Val->Leu amino asit
degisimi
Dikkat Edilmesi Gereken:
Bu kriter, kirpilma bolgesi degisikliklerini degil,
Gugcla amino asit seviyesindeki degisiklikleri kapsar.

PS2: Her iki ebeveyn tarafindan gelen
gametlerin analiz edilerek dogrulanan de novo
varyasyonlar (yeni ortaya ¢ikan mutasyonlar),
hastada hastalik mevcutken aile 6yklsi yoksa
patojenik siniflamayi destekler.

Not: Sadece babalik dogrulamasi yeterli
degildir. Yumurta donasyonu, tasiyicilik
anneligi, embriyo transferindeki hatalar vb.
durumlarda de novo varyasyon yaniltici olabilir.
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Gugli (Devami)

PS3: Gen veya gen UrlinlinUn islevini bozucu
etkiyi destekleyen iyi karakterize edilmis in vitro
(laboratuvar ortaminda) veya in vivo (canli
organizmada) fonksiyonel galismalar, patojenik
siniflamayi destekler.

Not: Klinik tani laboratuvari ortaminda
dogrulanmis, tekrarlanabilir ve givenilir oldugu
gosterilen fonksiyonel calismalar en yiksek
kanit seviyesi olarak kabul edilir.

PS4: Etkilenen bireylerde varyasyonun goriilme
siklig, kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde
artmigsa patojenik siniflamayi destekler.

Not 1: Vaka-kontrol ¢alismalarindan elde edilen
bagil risk veya OR degeri 5.0'dan blylk olmal
ve bu degerin gliven arahgi 1.0' icermemelidir.

Not 2: Cok nadir gorilen varyasyonlarda vaka-
kontrol caligmalari istatistiksel olarak anlamli
sonug vermeyebilir. Bu gibi durumlarda, ayni
fenotipe sahip birden fazla ilgisiz hastada
varyasyonun gozlemlenmesi ve kontrol
grubunda gorilmemesi orta diizeyde kanit
olarak kullanilabilir.

Orta

PM1: Varyasyon, mutasyon agisindan hassas bir
boélgede (sicak nokta) veya genin islevsel olarak
kritik ve iyi tanimlanmis bir alaninda (6rnegin,
bir enzimin aktif bolgesi) bulunuyor ve bu
bolgede iyi huylu varyasyonlar gézlenmiyor ise
muhtemelen patojenik olarak siniflandirilabilir.

PM2: Varyasyon, kontrol gruplarinda hig
gorilmuyor veya ¢ok dusik sikhkta
bulunuyorsa (resesif kalitimliysa) muhtemelen
patojenik olarak siniflandirilabilir. Bu veri
Exome Sequencing Project, 1000 Genomes
Project veya Exome Aggregation Consortium
gibi kaynaklardan elde edilebilir.

Dikkat Edilmesi Gereken: Yeni nesil dizi
teknikleri insersiyon/delesyon mutasyonlarini
dogru tespit etmekte zorlanabilir. Bu nedenle
bu tiir mutasyonlar icin popilasyon verileri
givenilir olmayabilir.

PM3: Resesif kalitimli hastaliklarda,
muhtemelen patojenik olarak siniflandirilan
varyasyon, genomda farkli bir alelde bulunan
patojenik bir varyasyon ile birlikte tespit
edilirse (trans konum) bu durum muhtemelen
patojenik siniflandirmasini destekler.

Not: Bu kriter icin varyantin hangi alelde (anne
veya baba tarafindan gelen kromozom)
bulundugunun belirlenmesi gerekir. Bu islem
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Orta (Devami)

icin genellikle ebeveynlerin veya ¢cocuklarin da
test edilmesi gereklidir.

PM4: Tekrarlamayan bir bolgede bulunan
cerceve i¢i ekleme/silme mutasyonlari veya
durdurucu kodon kaybi sonucu protein
uzunlugunda degisiklik olmasi muhtemelen
patojenik olarak siniflandirilabilir.

PM5: Daha 6nce ayni amino asit pozisyonunda
patojenik oldugu kanitlanmis farkl bir missense
mutasyonu bulunan bir gende, yeni bir
missense mutasyonu goézlenirse bu durum
muhtemelen patojenik siniflandirmasini
destekler.

Ornek: Arg156His patojenik ise, Arg156Cys
gbzlenmesi muhtemelen patojenik
siniflandirmasini distindirar.

Dikkat Edilmesi Gereken: Bu kriter, kirpilma
bolgesi degisikliklerini degil, aa seviyesindeki
degisiklikleri kapsar.

PM6: Varyasyonlarin de novo oldugu
dusindliyorsa ancak anne ve baba tarafindan
gelen gametlerin analizi ile dogrulanmamigsa
muhtemelen patojenik olarak siniflandirilabilir.
Bu durumda kanit giicti daha dusliktdr.

Destekleyici

PP1: Hastaliga neden oldugu kesin olarak
bilinen bir gende, varyasyonun hastalikli aile
iyelerinin cogunda birlikte gorilmesi
(segregasyon) etkisi belli olmayan olarak
siniflandirilmasini destekler. Bu kanitin giic,
segregasyon verisinin artmasiyla giglenir.

Not: Ayni ailenin birden fazla Gyesinde hastalk
goriliyorsa ve varyasyon bu bireylerde de
bulunuyorsa bu durum segregasyon olarak
tanimlanir.

PP2: Missense varyasyonun bulundugu gende,
benign missense varyasyonlarinin gérilme
sikhigi diisiikse ve bu gende hastalik genellikle
missense varyasyonlari ile iliskiliyse etkisi belli
olmayan olarak siniflandiriimasini destekler.

PP3: Birden fazla biyoformatik veri tabanindan
elde edilen veriler (korunma, evrimsel
degisiklikler, kirpilma tzerindeki etkisi gibi) gen
veya gen Urlinl Uzerinde zararh bir etki
oldugunu destekliyorsa etkisi belli olmayan
olarak siniflandiriimasini destekler.

Dikkat Edilmesi Gereken:
Birgok hesaplamali ydntem benzer girdileri
kullandigi icin her yontem bagimsiz bir kanit
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Destekleyici (Devami)

olarak degerlendirilmemelidir. PP3 kriteri, bir
varyanti degerlendirilmesinde yalnizca bir kez
kullanilabilir.

PP4: Hastanin fenotipi (hastalik belirtileri) ve
aile oykusi, tek bir genetik nedene sahip
spesifik bir hastalik ile tamamen uyumlu ise
etkisi belli olmayan olarak siniflandirilmasini
destekler.

PP5: Saygin bir kaynak tarafindan varyasyonun
patojenik olarak rapor edilmesi, ancak
laboratuvarin bagimsiz bir degerlendirme
yapmak icin yeterli kanita sahip olmamasi
durumunda etkisi belli olmayan olarak
siniflandirilabilir.

Bir varyasyonun benign olarak simiflandirma kriterleri

Benign kaniti

Kategori

Tek Basina (BA1)

BA1: Alel frekansi, Exome Dizileme Projesi,
1000 Genom Projesi veya Exome Aggregation
Consortium'da >%>5 olan varyasyonlar

Giiglii

BS1: Varyasyonun popiilasyon sikligi, s6z
konusu hastalik i¢in beklenenden daha yiiksekse
benign olarak siniflandirilabilir. Bu veri Exome
Sequencing Project, 1000 Genomes Project
veya Exome Aggregation Consortium gibi
kaynaklardan elde edilebilir.

BS2: Varyasyonun resesif (her iki alelde de
bulunan), dominant (sadece bir alelde bulunan)
veya X-baglantili (X kromozomunda tek bir
alelde bulunan) bir hastalikla iligkili oldugu
diisliniiliiyorsa ve bu hastaligin erken yaslarda
tam penetrans (tastyicilarda hastalik goriilme
olasilig1 %100) gosterdigi biliniyorsa,
varyasyonun saglikli bir yetiskinde gozlenmesi
benign olarak siniflandirilmasini destekler.

BS3: In vitro veya in vivo yapilan iyi
karakterize edilmis fonksiyonel ¢alismalar,
varyasyonun protein fonksiyonu veya kirpilma
tizerinde zararl bir etkisi olmadigini
gosteriyorsa benign olarak siniflandirilabilir.

BS4: Ailede hastalikli bireylerde varyasyonun
birlikte goriilmemesi (segregasyon yoklugu)
benign olarak siniflandiriimasini
destekleyebilir.

Dikkat Edilmesi Gereken:

Ortak fenotiplerde (6rnegin, kanser, epilepsi)
fenotipi taklidi goriilebilir. Bu durum, hastalikli
bireylerde segregasyon yoklugu yanilsamasi
yaratabilir.

Otozomal dominant hastaliklarda birden fazla
patojenik varyasyonun birlikte bulunmasi da
aile i¢i segregasyon olmadig1 yanilgisina yol
acabilir.
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Destekleyici

BP1: Oncelikle kesici mutasyonlarmn
(truncating variants) hastaliga neden oldugu
bilinen bir gende missense mutasyon (aa
degisikligi) goriilityorsa bu durum benign
destekleyici olarak smiflandirilabilir.

BP2: Tamamen penetran (tastyicilarda hastalik
goriilme olasilig1 %100) dominant kalitilan bir
hastaligin genindeki patojenik varyasyon ile
trans konumda (farkli alellerde) veya herhangi
bir kalitsal patern ile kalitilan baska bir
patojenik varyasyon ile cis konumda (ayn1
alelde) gozleniyorsa benign destekleyici olarak
siiflandirilabilir.

BP3: islevi bilinmeyen tekrarlayan bir bolgede
bulunan gergeve i¢i insersiyon/delesyon
mutasyonlar1 benign destekleyici olarak
smiflandirilabilir.

BP4: Birden fazla biyoinformatik kaynaktan
elde edilen veriler (korunma, evrimsel
degisiklikler, kirpilma bolgeleri tizerindeki
etkisi gibi) gen veya gen {irlinii izerinde
olumsuz bir etki oldugunu desteklemiyorsa
benign destekleyici olarak siniflandirilabilir.

Dikkat Edilmesi Gereken:

Birgok hesaplamali yontem benzer girdileri
kullandigi i¢in her yontem bagimsiz bir kanit
olarak degerlendirilmemelidir. BP4 kriteri, bir
varyasyonun degerlendirilmesinde yalnizca bir
kez kullanilabilir.

BPS5: Varyasyonun bulundugu hastada, bu
varyanttan bagimsiz baska bir molekiiler
hastalik mekanizmasi tespit edilirse benign
destekleyici olarak siniflandirilabilir.

BP6: Saygin bir kaynak tarafindan varyasyonun
benign olarak rapor edilmesi, ancak
laboratuvarin bagimsiz bir degerlendirme
yapmak i¢in yeterli kanita sahip olmamasi
durumunda benign destekleyici olarak
siiflandirilabilir.

BP7: Herhangi bir aa degisikligine yol agmayan
(sessiz varyasyon) ve kirpilma bolgelerini
etkilemeyecegi 6ngoriilen bir varyasyon, ayrica
niikleotidin yiiksek oranda korunmus olmamasi
durumunda benign destekleyici olarak
smiflandirilabilir.
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4. BULGULAR

4.1.Tiim Ekzom Dizileme Bulgulari

Bu calismada bir tanesi cocukluk cagi baslangicli olan ailesel MS hastalarina
WES ile hastaligin patogenezinde rol oynayabilecek varyasyonlar arastirildi. i1k olarak
elde edilen verinin ortalama okuma derinligi, Q40 puani iizerindeki verilerin orani, en
az 20 kere (20x) okunan baz yiizdesi ve en az 50 kere (50x) okunan baz gibi
parametrelerine bakilarak kalitesi degerlendirildi. Analiz oncesi elde edilen WES

verilerinin kalite parametreleri Tablo 6’de gosterilmektedir.

Tablo 6. WES verisi kalite parametreleri

HASTALAR  Savist  ORTALAMA ORTALAMA iy expsan
(MILYON) (%) (%)

AlHI 3105 84,78 96 98,6 86,3
AlH2 2360 64,43 95 98 69,2
A2HI 3352 91,52 96 98,8 87,6
A2H2 2343 63,99 96 98,3 69,9
A3HI 2255 61,56 95 96,2 63,7
A3H2 2422 66,12 96 98,6 73,2
A4H1 2850 77,81 95 98,8 85,0
A4H2 2117 57,81 95 98,1 60,0
AS5HI1 6963 190,10 96 99,4 98,8
AS5H2 7887 215,33 97 99,2 98,7

Yapilan WES analizleri sonucunda hastalarda ortalama 138.292 varyasyon
tespit edildi. Kalite asamasin1 gegen varyasyonlar arasindan ilk olarak GnomAD,
1000Genomes, EXAC veri tabanlarina gore toplumda goriilme sikligi %1 altinda
olanlar belirlendi. Ardindan RefSeq veri tabaninda var olan transkriptler temel alinarak

ekzonlarda, kirpilma boélgelerinde (ekzon-intron sinir1, +10, -10 bp) ve 3°, 5> UTR
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bolgelerinde yer alan varyasyonlar filtrelendi. Bu filtrelemeler sonucunda kisi basi
ortalama 2548 varyasyon tespit edildi. Bu varyasyonlardan calisilan diger aile
bireyinde ortak bulunanlar 6nceliklendirilerek literatiirde daha 6nce MS hastalarinda
iligkili bulunan, EAE modellerinde hastalik etiyolojisine katki sagladigi gosterilen,
OMIM’de fenotipik olarak beyaz cevher degisikligi yaptigi bildirilen ve otoimmiinite
ile iligkilendirilen genlerde bulunan varyasyonlar etiyolojik neden kabul edilip

tartigildi.

4.2. Olgularin Klinik Bilgileri ve WES Sonuclari

Calismaya dahil edilen 10 hastanin medyan ilk atak yas1 17 (12-26 yas),
degerlendirme sirasindaki medyan yas 23,5 (17- 37 yas) ve medyan hastalikli siire 6,5
yil (2 ay-18 yil) olarak belirlendi. Hastalarin ilk ataginin yedisinde oftalmolojik
problemler, geri kalan iiclinde iist ekstremitede parestezi sikayetleri ile prezente
oldugu tespit edildi. Calismaya dahil edilen gruptta 6 kadin, 4 erkek hasta
bulunmaktadir. Hastalardan birinin klinik seyri SPMS seklideydi, digerleri RRMS
olarak degerlendirildi. Tablo 7°de hastalarin genel klinik bilgileri 6zetlenmektedir.

Tablo 7. Calismaya katilan hastalarin genel klinik bilgisi

HASTA YAS ATAK ;_II:IK KLINIK BASLANGIC BOS NOROLOJIK | virp _EBV SIGARA EK
CINSIYET | SAYISI SEYIR KLINIK OKB SEKEL DUZEYi OYKUSU OYKUSU SIKAYET
YASI
(ng/h
10 yildir
34 destekle
AlHI1 ‘K >10 16 SPMS Parestezi + yiiriime, idrar 13 + Yok Yok
inkontinans
sikayeti
ATH2 0 2 19 RRMS Parestezi + Yok 691 ? Yok Yok
2 Diplopi, Gegici
A2HI b 2 21 RRMS strabismus, + Yok ? ? 6 Paket il Yok
’ vertigo
18 Gegici
A2H2 E 3 12 RRMS strabismus, + Yok 7.89 + Yok Yok
B vertigo
25 ) -
A3H1 X 1 18 RRMS Parestezi - Yok 12.1 ? Yok Arimi
A3H2 157 3 15 RRMS Optik nérit + Gorme kaybt 10.6 ? Yok Yok
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37 Gegici
A4H1 K 3-4 26 RRMS strabismus

. Gegici
A4H2 K 1 16 RRMS strabismus

ASHI 2 20 RRMS Optik norit ? Yok ? ? 8 Paket y1l Yok

ASH2 2 3 15 RRMS Diplopi,
K vertigo

AS ailesindeki hastalar Suriye kokenli olup ergenlik sonrasi Tirkiye’ye
tasinmislardir. Al ailesi Rize dogumlu olup ergenlik dénemi &ncesi Istanbul’a
taginmis. A4 ailesindeki A4H1 (anne) Kastamonu dogumlu olup ergenlik sonrasi
Istanbul tasmmustir. Diger hastalarin hepsi Istanbul dogumludur ve hayatlar1 boyunca
Istanbul’da ikamet etmistir. A2 ailesi Istanbul’a Mersin’den go¢ ettigini belirtti. A3

ailesi ise Istanbul’dan 6nce Adana’da ikamet ettiklerini ifade etmislerdir.

Olgularda saptanan klinik bulgular ve ekzom dizileme sonuglar1 aile bazinda

degerlendirildi.
4.2.1. Al Ailesi

4.2.1.1 A1H1 ve A1H2 Klinik Bilgiler

A1HI1: 34 yasinda kadin hasta 16 yasinda sag elde uyusma ve gii¢ kaybi ile
baslayan sikayetleri ile MS tanis1 almistir. Birinci ataktan yaklasik 1 sene sonra ikinci
atag1 sag gozde ptozis seklinde oldugunu ifade etmistir. Hasta tan1 aldigindan bu yana
yaklasik 10 kez atak ge¢irdigini ancak tam olarak ne zaman ve ne sikayetle oldugunu
hatirlamadigin1 belirtmistir. Norolojik fonksiyon kaybinin tam olarak ne zaman
basladigin1 bilmemekle beraber 26 yasindan bu yana yiirlirken destek alimakta, her iki
elde hipoestezi, idrar inkontinansi bulunmaktadir. Antenatal takiplerini bilmeyen
hastanin, perinatal ve postnatal dykiisiinde bir 6zellik tanimlanmamaktadir. Gelisim
basamaklar1 zamaninda tamamlanmis olan olgunun eslik eden kronik bir hastalig
bulunmamaktadir. Yapilan fizik muayenesinde antropometrik Olglimleri normaldir.

Norolojik muayenesinde desteksiz yiiriiyemedigi gozlendi. Her iki iist ekstremite el
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bilegine kadar hipoestezik oldugu saptanmistir. Anamnez esnasinda sorulan sorularda

geemis klinik Oykiisiinii hatirlamakta zorland1 dikkati ¢ekmistir.

Kraniyal MRG’de supratentorial alanda bilateral temporal periventrikiiler
derin ak maddede, her iki sentrum semiovalede, superior frontal girusta jukstakortikal
yerlesimli bilateral frontoparietal subkortikal ve periventriiler derin ak maddede,
korpus kallozumda kallozaseptal alanda ventrikiile dik oryantasyonda, sag optik
sinirde, infratentorial alanda bilateral orta serebellar pedinkiilde, solda CN5 kok giris
bolgesinde, mezensefalon, pons ve bulbus her iki yariminda kontrast tutmayan
demiyelinizan plaklar saptanmis olup diger yapilarda patolojik bulgu saptanmamaistir.
Servikal ve torakal MRG multisegmenter ¢ok sayida demyelizan lezyon izlenmistir.
25-hidroksi vitamin D diizeyi 30 pg/L’nin altinda saptanmistir. EBV enfeksiyon
Oykiisii i¢in yapilan tetkiklerde EBV VCA IgG pozitif ve EBV VCA IgM negatif tespit

edilmistir.

A1H2: A1HI1 kiz kardesi olan 30 yasinda kadin hasta 19 yasinda sol kolda
uyusma nedeniyle bagvurdugu néroloji polikliniginde BOS incelemesinde OKB
saptanmast sonucu MS tanist almis olup, ilk atak disinda baska atak gecirmemistir.
Tani1 sonras1 4 sene boyunca rebief (Interferon p-1a) kullanan hastanin son 2 senedir
ilags1z ve ataksiz takibi siirmektedir. Antenatal takiplerini bilmeyen hastanin, perinatal
ve postnatal Oykiisiinde bir 6zellik tanimlanmamaktadir. Gelisim basamaklari
zamaninda tamamlanmis olan olgunun eslik eden kronik bir hastalig
bulunmamaktadir. Yapilan fizik muayenesinde antropometrik Ol¢ctimleri normaldir.
Inspeksiyonda dikkati ceken bir bulgu saptanmayan hastanin norolojik muayenesinde

sikayetlerine ek bir bulgu saptanmamustir.

Kraniyal MRG’de korpus kallozumda, kallozoseptal yiizlerde, bilateral
periventriikiil ve subkortikal ak maddede ve bilateral serebellar hemisferde yerlesimli
multiple T2/FLAIR hiperintens demyelinizan lezyonlar tespit edilmistir. Torakospinal
MRG’de servikomedullar birleske saginda ve torakoservikal spinal kordda multiple
T2/FLAIR hiperintens demyelinizan lezyonlar goriilmiistiir. Hastanin 25-hidroksi
vitamin D diizeyi 30 pg/L’nin altinda saptanmistir. EBV enfeksiyon Oykiisiine yonelik

bir test yapilmamugtir.
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Alman soygecmis Oykiisiine gore cizilen pedigri Sekil 5°te gosterilmistir.

BY: Baslangic Yas: AL AL B o
@ —* MEMEKANSER]

0 — DOGUSTAN
I5ITME KAYBI

MULTIPLE
'l 5x.énoéis

Sekil 5: Al Ailesine ait pedigri

4.2.1.2 A1H1 ve A1H2 WES Bilgileri

A1H1’de biyoinformatik analizlerde 18361 gende 132247 varyasyon saptandi
Yapilan filtrelemelerden sonra 1127 gende 1966 varyasyon tespit edildi (Sekil 6).
Literatiir taramasi ile beraber varsyasyon saptanan 24 genin hastada MS etiyolojisi ile

iligkili olabilecegi diisiiniildii. Bu varyasyonlar ve ilgili literatiir Tablo 8’de

Ozetlenmistir.
Yiiksek giivenirliklive
Toplam varyasyon sayisi: |:’> GnomAD, 1000 ) N Filtreleme sonucunda:
: EXAC gobre <%1: "
. 132247 | . 16433 ‘ _l 1966
Tahmin programlarina gére
AlH1 ve A1H2 ortak olup protein yapisini bozdugu
GERP:4 CADD: 20 olan: diigiiniilen ve literatiirde MS
ile iligkili bulunan:
_‘ 108 24

Sekil 6: A1H1 e ait WES datasinda filtreleme adimlarinda bulunan varyasyon sayisi
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A1H2’de 17480 gende 117998 varyasyon saptandi. Yapilan filtrelemelerden
sonra 1076 gende 1816 varyasyon tespit edildi (Sekil 7). Literatiir taramasi ile beraber
20 gende bulunan varyasyonlarin hastada MS etiyolojisi ile iliskili olabilecegi

diisiiniildii. Bu varyasyonlar ve ilgili literatiir Tablo 8’ de 6zetlenmektedir.

Yiksek giivenirlikli ve
Toplam varyasyon sayisi: |:‘> GnomAD, 1000Genomes, |:‘> Filtreleme sonucunda:

EXAC gore <%1:
| 117998 15615 1816
Tahmin programlarina gére
A1H1 ve A1lH2 ortak olup protein yapisini bozdugu
GERP:4 CADD: 20 olan: diiginiilen ve literatlrde

M5 ile iligkili bulunan:

_4 108 | L_[78
Sekil 7: A1H2’e ait WES datasinda filtreleme adimlarinda bulunan varyasyon sayisi

Tablo 8. A1H1 ve A1H2’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki

varyasyonlar
GEN* - . SINIFLAN N i Sesede i U
(TRANSKRIPT) VARYASYON Z1GOSITE DIRMA** PROTEININ FONKSIYONU LITERATUR
A1H1 ve A1H2’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki ortak varyasyonlar
(NM_148956.4) p.Cys216Tyr (PM2) Korteks gelisimi
Beta-arrestin-2;
ARRB2 c.893A>G Vus - T
(NM_004313.4) pAsp319Gly HET (PM2) G protein reseptrlerinin sinyal (103,104)
iletimini diizenleyen proteini
GAREM?2 c.1475G>A HET VUS Hiicre biiyiime sinyal yolunda rol (105)
(NM _001168241.2) p-Arg492GIn (PM2) oynayan adaptor
LRIGI c'1790éé71—1790_ HET vus Reseptor tirozin kinaz (106)
(NM_015541.3) ( _e) (PM2) reseptorlerinin negatif regiilatorii
LSPI ¢.680T>C HET VvuUs Lenfosit spesifik protein 1; (107)
(NM_002339.3) p.11e355Thr (PM2) notrofil aktivasyonu ve kemotaksi
MUC19 c.4320G>A VUS Gozdeki mukus dengesinde rol
(NM_173600.2) p-Trp856* HOMO (PM2) oynayan protein (108)
Noron navigator 3; T hiicrelerinin
NAV3 c.1579A>G HET VvuUs IL2 diretimini diizenleyen protein. (109)
(NM_001024383.2) p.Ile527Val (PM2) Ayni zamanda noronlarin
yenilenmesinde de rol oynar
ZCSHAV c.1726T-C HET vus ittt poEalaars melopes (110,111
(NM_020119.4) p.Phe576Leu (PM2) §O8d engetiey ’
antiviral protein
FAMG69B (DIPK1B) c401G>A \4SN . Lo .
(NM_152421.4) p.Arg134Gln HET (PM2) Divergent protein kinaz domain 1B (112)
Kromodomain-helikaz-DNA
CHD ¢ 8612G-A HET vus ceseptne i ralapsiyone
(NM_001308319.2) p-Gly2855Asp (PM2) koaktivator. ATP'ye bagiml bir
kromatin yeniden modelleme
Membranlara serini dahil eder ve
SERINCH4 c.1141-2A>G HET VUS serinden tiiretilen iki lipidin, (113)
(NM_001258031.2) (-) (PM2) fosfatidilserin ve sfingolipitlerin
sentezini kolaylagtirma
GPMG6B c.48C>A HET vus Noronal membran glikoproteini M6- (114-116)
(NM _001001995.3 p-Serl6Arg (PM2) b; Sinir sistemi gelisimi ve kemik
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olusumu gibi siire¢lerde rol oynayan

protein
PDZRN4 c.1138G>A HOMO VusS PDZ domaini igeren RING parmak (117
(NM_001164595.2) p-Glu380Lys (PM2) proteini 4
CYTH?2 ¢.549C>G HET VusS Sitohezin-2; Guanin-niikleotid (118,119
(NM_004228.7) p-Asp183Glu (PM2, PP3) degisim faktorii (GEF) gorevi goriir. i
Mikrotiibiil dinamik protein 3'iin
RMDN3 C'187+3*11 87+14d HET VvuUs diizenleyicisi; Hiicresel kalsiyum
(NM_018145.3) ¢ (PM2) homeostazisinin diizenlenmesinde
) rol oynar
A1H1 MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki varyasyonlar
Notrofil sitozol faktorii 1; Latent
P NADPH oksidazin aktivasyonu i¢in
(NM]Y)%I(E 65.6) ;?{gﬁ;‘: HET (PM2, PM3, NCF2, NCF1 ve membrana bagli
- ’ ’ PVSI) sitokrom b558 birlikte gorev alan
protein
LP Integrator kompleks subunit 11;
C;Z‘S;\Ifé lgjs\l’flséi) 0'160(8__§A>T HET (PM2, small nuclear RNA sentezinde gorev
— i PVSI) alan integrator kompleksin subuniti
ANK tekrar ve PH domain igeren
protein 2;
ASAP2 c.1414A>G HET VuUsS Golgi sonrasi keseciklerin (120)
(NM_003887.3) p.Arg472Gly (PM2) olusumunu diizenler ve Fc gama
reseptoriiniin aracilik ettigi
fagositozu modiile eder
. Lanosterol 14-alfa demetilaz;
(Nﬁfggo]fg]ﬁ 4 pc'l“lrigl76c9}c;l:s HET (\;ﬁsz) Kolesterol scn;(;iiirrlr(lic rol oynayan (121,122)
Trafik proteini pargactk kompleksi
mirrcy | epget | [ vus | oS ol
(NM_001160372.4) pRes 19Vl (PM2) farklilasmasinda rol oynayabilen
protein
Kromodomain-helikaz-DNA
crps cmoc |y | ovus | Sllepen b o
(NM_001170629.2) p.Val245Leu (PM2) . o
gbrev yapan ve transkripsiyonu
diizenleyen DNA helikaz.
Ranvier diigiimleri ve akson
baslangi¢ segmentlerindeki
1QCJ-SCHIP1 c.65A>G HET vus molekiiler komplekslerin
(NM_014575.4) p.Asp98Gly (PM2) organizasyonu yoluyla miyelinli
hiicrelerde aksiyon potansiyeli
iletiminde rol oynar
>
(NM %201?; 49.5) pc.é12r124t20CE§L1;s HET (Xﬁ;) Transkripsiyon faktorii E2F3 (123)
Gad c.1823G>C HET (PM\;UEM2 Lizozomal alfa-glukosidaz
(NM_000152.5) p.Arg608Pro PP2,’PP3) ? &
A1H2 MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki varyasyonlar
Interferon kaynakli helikaz C alant
IFIHI c.1641+1G>C HET VvUs igeren protein 1; antiviral yanit
(NM_022168.4) (-) (PVS1, BS2) aktivasyonunda gorevli bagisiklik
reseptori
Dipeptidil peptidaz 4 membran
DPP4 c.688G>A VvuUs formu; T hiicresi reseptorii (TCR)
(NM_001935.4) p.Asp230Asn HET (PM2) aracilt hilcre yiizeyi glikoprotein (124-129)
reseptori
Voltaja bagh T tipi kalsiyum kanal
CACNAIH c.2716G>A HET VUS alt birimi alfa-1H; T tipi kalsiyum
(NM_021098.3) p.-Val906Met (PM2, PP3) kanallar1 'diisiik voltajla
etkinlesenler (LVA)' grubuna aittir.
Katyon tastyan ATPase 13A2;
ATP1342 c.3001G>A HET Vvus Hiicre i¢i katyon homeostazisinde
(NM_022089.4) p-Vall001Met (PM2) ve noronal biitiinliigiin
korunmasinda rol oynayan ATPaz
SFXN3 c.392A>G HET VvUS Sideroflexin-3; mitokondriyal (130)
(NM_030971.4) p-Asnl31Ser (PM2) transporter

HET: Heterozigot, HOM: Homozigot, P: Patojenik, LP: ‘likely” patojenik, VUS: ‘variant of uncertain significance’
* MANE Select etiketi alan transkript segilmistir.
** Patojenisite degerlendirmesi ve kriterlerinde ACMG kilavuzu esas almmistir (101).
***Uniprot veritabanindan yararlanilmigtir
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Yapilan analizler sonucunda ailenin her iki iiyesinde ortak bulunan, hayvan
ve/veya fonksiyonel calismalarda MS ile iliskisi daha kuvvetli gosterilen NSUNS3,
ARRB2 genlerinde bulunan varyasyonlar tartisilmistir. Varyasyonlara ait IGV
goriintiileri Sekil 8 ve 10°de, varyasyonlarin ve sebep oldugu aa degisikliginin tiirler

arasinda korunmuslugu Sekil 9 ve 11°da gosterilmistir.

123 p11.2 ql1.21 ql1.23 qg21.11 q21.13 q22.1 q31
41 bp
- (] > bp 72.3

— chr7:72.718.852

Total count: 94

A O

C:42 (45%0, 23+,
19-)

G:0
T:52(55%6, 27+,

Total count: 45
A O
C:18 (40%0, 11+,

7-)
G:0
T:27 (60%, 17+,

Sekil 8: A1H1 ve AI1H2’de bulunan NSUN5 c.647G>A varyasyonuna ait IGV

goruntiisu

chi7 (@11.23) [ N |

g
g
8

Scale
chi7:  72,718,810| 72,718,820] 72,718,830| 72,718,840| 72,718,850,
—>CATCGATGACATGGGAGCC TGGCGGGGGGTCCAGCAGCATGGCTGGGAG

72,718,860 72,718,870] 72
GCTGGCCTGGCAGGCAGAGCAC

100 Vertebrates
K|
A CTGGCAGGCAGAGCAC!

INNAN D | ¥V H S G P P P DL L M AP L S
MAYMUN'D | V H 8 G P P P N L M AP L S A CTGGCGGGCAGAGCAC!
FaRe DS | BV H EGN G EEN P IEN S NEN L INE A EEN L S FANCTAGCHGACACAAGAT(
KOPEKED "V 'H S G P P -CCA L L M A P L JCES A CTGGC-GGCAGAGCAC/
FLED IV H 8§ @ P P -CCA 'L L M AP LJCjS A CTGGCAGGAAGAGCAC!
TAVUK D IV BHE'S BGM A TC-NPM S BEN'L EEN A EPM L JCJ S’ BANCTGCAGAGGACAG- - -(
KURBAGA DI | BV C ISW G MVAIP UPN A BN L SEN A FPUL JCE S FANCTATGAAACACAC- - -/
zeBraBALIGE DN | IV H 0SNG IV P IR N FEN L FEU A PO L BCH S FANCT- - -AGAAACATCCCY

100 vertebrates BaSBEZA\ ation by PhyloP
AP AT ) PR AR

e g

45

. @T_EJTJC 16.6, ¢C 6. Ga

Sekil 9: NSUNS c.647G>A varyasyonun ve sebep oldugu aa degisikliginin tiirler

arasinda korunmuslugu



| I |
qii.2 qlz2 q21.1 az1.31 q21.33

41 bp
= 2.690 bp
|

2 O >

chrl17:4.622.691

Total count: 78
A 43 (55%o0,
20+, 23-)
CcC:0

G 35 (4520,
18+, 17-)

=2 ] >

chrl17:4.622.691

Total count: 47

A 22 (47%. 10+,
12-)

C:0

G : 25 (53%0,
12+, 13-)

Sekil 10: AIH1 ve A1H2’de bulunan ARRB2 ¢.893A>G varyasyonuna ait IGV

goruntiisu

Scale
chr17:

e

Multiz Alignments of 1

[~
"“5“"= K HEE K WS E S 'S T IGTGAGGGTG!
MAYMU K BESH «x BEHE E S S T IGTGAGGGTG!
FARE BSOS KT HEE E S S8 T IGTGAGAKGGI
KOPEKG = K L K H E S IS T NIGTGAGACCA!
L. G K S K BEE E S ESE T -ETGAGGGG-
TAVUK K IS ¥ B3N E S i “3 -----
KURBAGAS K _ K — E
ZEBRABALIGIS O K E

6 HJT A_LT

Sekil 11: ARRB2 ¢.893A>G varyasyonun ve sebep oldugu aa degisikliginin tiirler

arasinda korunmuslugu
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Yolak analiz i¢in tespit edilen 108 varyasyon Metascape’de ve String ¢cevrimigi

programlarinda degerlendirilmistir (Sekil 12).

| | R-HSA-5653656: Vesikiil aracili tasima

| R-HSA-6802952: BRAF ve RAF1 flzyonlariyla sinyal verme
| GO0:0006338: kromatin yeniden yapillanmasi

| R-HSA-9619665: Schwann hiicresi

J GO0:0086004: kalp kasi hiicresi kasilmasinin diizenlenmesi
| G0:0001818: sitokin Gretiminin negatif dizenlenmesi

| G0:0031297: replikasyon cataliilerlemesi

| WP3651: Adenoid kistik karsinomda etkilenen yollar

| G0:0061333: renal tubil morfogenezi

| hsa04148: Eferositoz

| R-HSA-141424: Kinetokorlardan zelen sinyalin amplifikasyonu
| GO0:0030029: aktin filament iliskli islemler

| hsa04820: Kas hiicrelerindeki hiicre iskeleti

0 1 2 3 B
-log10(P)
Sekil 12: A1 ailesine ait zenginlestirilmis yolak analiz bar grafigi

4.2.2. A2 Ailesi

4.2.2.1 A2H1 ve A2H2 Klinik Bilgiler

A2H1: 22 yasinda erkek hasta 21 yasinda oksipitalde siddetli agr1 sonrasinda
gelisen sag gozde kayma, diplopi, yiiriirken dengesizlik hissi, bas donmesi sikayetleri
ile MS tanis1 alarak dimetil fumarat tedavisi baslanmistir. En son atagi sag viicut
yarimi parestezi, giic kaybi sikayetleri ile gelisen hasta, bu ataktan dnce 3 kez 2 giin
siiren basg donmesi, algilama ve konusma gii¢ligii sikayeti oldugunu ifade etmistir.
Norolojik yakinmalarina ek olarak sol kasikta siskinlik hissi akabinde hematokezya
tarifleyen hasta reflii sikayeti sebebi ile MS ilaglarini tolere edemedigini belirtmistir.
Antenatal takiplerini bilmeyen hastanin, perinatal ve postnatal dykiistinde bir 6zellik
tanimlanmamaktadir. Gelisim basamaklar1 zamaninda tamamlanmis olan olgunun
eslik eden kronik bir hastaligi bulunmamaktadir. Yapilan fizik muayenesinde
antropometrik Ol¢limleri normal olan hastanin ndrolojik muayenesinde sag goz
kapaginin hareketinin zayif oldugu, sag goziin sol tarafa bakisinin kisith ve sol tarafa

bakis sirasinda sol gézde nistagmus gozlemlenmistir.

Kraniyal MRG’sinde sag serebral hemisferde perivetrikiiler alanda, pons sag
posteriorunda, pons sol yarisinda anterior ve posteriorda 6n planda demiyelinizan
hastalik tutulumu lehine degerlendirilen lezyonlar izlenmis ve diger yapilarda

patolojik goriintiileme saptanmamistir. Spinal MRG’sinde ise MS’e ait bulgu
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bulunmamaktadir. Hastanin 25-hidroksi vitamin D diizeyi 30 pg/L altinda
saptanmistir. Tan1 zaman1 BOS’da OKB saptanmistir. Noromiyelitis optika acisindan
bakilan anti-NMO negatif bulunmustur. EBV enfeksiyon Oykiisiine yonelik test

yapilmamustir.

A2H2: A2H1’in 18 yasinda erkek kardesi olan hasta, 12 yasindayken bulanti-
kusma, bas agrisi sikayetlerini takiben iki hafta sonra gelisen sol gozde kayma sikayeti
oldugunu daha sonrasinda bu sikayetlerine yiiriime gii¢liigli eklendigini belirtilmistir.
MS atag1 olabilecegi diisiiniilerek betaferon (Interferon B-1b) tedavisi baslanan
hastada tedavi altinda 13 yasindayken sol yanakta uyusma, yiiziin sola kaymasi
sikayetleri geligsmistir. MS atagi1 olarak degerlendirilerek 20 giin yatis1 yapilmis ve
plazmaferez tedavisi uygulanmis ve fingolimod tedavisi ile taburcu edilmis ancak
aritmi sebebi ile kesilerek okrevusa (Ocrelizumab) gecilmigtir. Hasta son iki senedir
tedavisini uygulamadigini belirtmistir. Son 5 yil igerinde 10-12 atagi mevcut olup son
atag1 sol kolda ve sol yiliz yarisinda parestezi seklindedir. Antenatal takiplerini
bilmeyen hastanin, perinatal ve postnatal dykiisiinde bir 6zellik tanimlanmamaktadir.
Gelisim basamaklar1 zamaninda tamamlanmis olan olgunun eslik eden kronik bir
hastaligr bulunmamaktadir. Yapilan fizik muayenesinde antropometrik Ol¢timleri
normal olan hastanin nérolojik muayenesinde sol yiiz yarisinda nazolabial ¢izgi silik
izlenmistir. Sol iist ekstremite kas kuvveti 4/5 olarak degerlendirildi. Belirtilenler

disinda ek bulgu saptanmamustir.

Kraniyal MRG’de sol orta ve inferior serebellar pediinkiilde, her iki serebellar
hemisferde, sag trigeminal sinir giris zon yerlesimli, pons her iki yariminda, sag
talamusta, sag periventrikiiler derin ak madde anteriorda, her iki temporal
periventrikiiler alanda, sol parietal lob subkortikal alanda, sag frontal lob subkortikal
alanda, sag presantral girus diizeyinde subkortikal ve her iki tarafta jukstakortikal
alanda, sag subkortikal alanda, her iki temporal lob subkortikal alanda yeni gelisen
belirgin kontrast tutulumu gostermeyen T2 FLAIR hiperintens demyelinizan lezyonlar
izlenmistir ve sag frontal lob subkortikal alanda ve sol periventrikiiler derin ak madde
posteriorda periferi kontrast tutulumu gosteren T2 FLAIR hiperintens aktif
demyelinizan lezyonlar saptanmis olup diger yapilarda patolojik bulgu
saptanmamistir. Spinal MRG’sinde MS ait bulgu bulunmamaktadir. Hastanin 25-
hidroksi vitamin D diizeyi 30 pg/L altinda saptanmistir. EBV enfeksiyon oykiisiine
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yonelik testlerde EBV VCA IgG pozitif saptanmistir. Tan1 zaman1 BOS’da OKB
saptanmistir. Anti-MOG ve anti-NMO saptanmamustir.

Alman soyge¢mis Oykiisiine gore cizilen pedigri Sekil 13’te gosterilmistir.

/
A2H1 A2H2
. l ——  Multiple Sklerozis

@ —  Migren

BY: Baslangig Yast

Sekil 13: A2 Ailesine ait pedigri
4.2.2.2 A2H1 ve A2H2 WES Bilgileri

A2H1’de biyoinformatik analizlerde 18665 gende 146088 varyasyon saptandi
Yapilan filtrelemelerden sonra 1127 gende 2008 varyasyon tespit edildi (Sekil 14).
Literatiir taramasi ile beraber varyasyon saptanan 15 genin hastada MS etiyolojisi ile
iligkili olabilecegi diisliniildii. Bu varyasyonlar ve ilgili literatiir Tablo 9° de

Ozetlenmistir.

Yiksek giivenirlikli ve
Toplam varyasyon sayisi: | f') GnomAD, 1000Genomes, | > Filtreleme sonrasi:
E ExAC gore <%1: ¥

| 146088 | 18967 | | 2008
Tahmin programlarina gore
A2H1 ve A2ZH2 ortak olup protein yapisimi bozdugu
GERP:4 CADD: 20 olan: duglnulen ve literatiirde MS
) | ile iligkili bulunan: |
| 104 [[1s |

Sekil 14: A2H1’de ait WES datasinda filtreleme adimlarinda bulunan varyasyon sayisi
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A2H2’de biyoinformatik analizlerde 17638 gende 117667 varyasyon saptandi.
Yapilan filtrelemelerden sonra 1121 gende 1891 varyasyon tespit edildi (Sekil 15).
Literatiir taramasi ile beraber 13 gende bulunan 14 varyasyonun hastada MS etiyolojisi
ile iligkili olabilecegi diisliniildii. Bu varyasyonlar ve ilgili literatiir Tablo 9° de

Ozetlenmektedir.

Yiiksek giivenirlikli ve
Toplam varyasyen sayisi: »,  GnomAD, 1000Genomes, > Filtreleme Sonrasi:
ExAC gore <%1:

| 117667 14579 1891

Tahmin programlarina gére

AZH1 ve A2H2 ortak olup protein yapisini bozdugu
GERP:4 CADD: 20 olan: diisiiniilen ve literatiirde M5
- _ile iligkili bulunan:
‘ 104 ' 14

Sekil 15: A2H2’e ait WES datasinda filtreleme adimlarinda bulunan varyasyon sayisi

Tablo 9. A2H1 ve A2H2’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki

varyasyonlar

* . . . . . . .
GRY VARYASYON | ziGosite | SINIFLAND | bp G TEININ FONKSIYONU*** | LITERATUR

(TRANSKRIPT) IRMA**
A2H1 ve A2H2’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki ortak varyasyonlar

SAMDO ¢.2298del Lp Steril alfa motif alani igeren protein
(NM 017654.4) p-Thr767GlInfsTer HET (PVSI, PM2) '9; TNF-alfa sinyal yélaglnda
11 inflamatuar yanit regiilasyonu
Ubiquitin protein ligaz E3 bileseni
UBR4 c.3157T>A HET VUuS N ucu tanima 4; Klatrin ile birlikte (87,131-133)
(NM_020765.3) p-Trpl053Arg (PM2, BS2) membran morfogenezi ve hiicre ?
iskeleti organizasyonu
DLKI1 ¢.1030C>T HET Vus Protein delta homologu 1; (134-137)
(NM_003836.7) p-Arg344Trp (PM2, PP3) Noroendokrin farklilasma
Alfa-1,6-mannosilglikoprotein 6-
beta-N-asetilglikozaminiltransferaz
MGATS c.140G>A VUS i . .
(NM_002410.5 ) p.Argd7His HET (PM2, PP2) A; Alfa-N-asetilglukozamin ads (138-141)
verilen bir seker molekiiliiniin
tiretimi
Vvus Pirin; Dogal bagisiklik ve IFN-
MEFV c.442G>C :
(NM_000243.3) Glul48GIn HET (PP5, PMS5, gama 1r-1-ﬂamatuar )famtm (142)
BP4) diizenlenmesi
DPYS VUS Dihidropirimidinaz; pirimidin
(NM_001385.3) p-Thri36Met HET (PM2, PP3) degradasyonu
POUGF1 ¢.246_250del VUS POU domain sinif 6, transkripsiyon
(NM_001330422.2) o HET (PM2) faktoril 1 (143,144)

¢.378_382delinsC VUS Neurexin-3; Hiicre tanima ve hiicre
GGCA HET yapigmasinda rol oynayabilen (145-147)
(PM2, PP2) I . LT .

p.Glul28Lys noronal hiicre yiizeyi proteini

NRXN3
(NM_001330195.2)

A2H1’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki varyasyonlar

NADH dehidrojenaz [ubikinon]
demir-kiikiirt proteini 3

NDUFS3 ¢.251T>G LP . . >

HET mitokondriyal; Kompleks I, (148)

*®

(NM_004551.3) p-Leus4 (PVSI, PM2) elektronlarin NADH'den solunum

zincirine transferinde gorevli

Dinamin benzeri 120 kDa protein,
mitokondriyal; Mitokondriyal
OPAI c.826G>A HET VvUs flizyon ve mitokondriyal fisyon
(NM_130837.3) p.Glu258Lys (PM2, PP3) arasindaki dengeyi diizenleyerek
normal mitokondriyal morfoloji igin

gerekli

(149-151)
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Trafik proteini partikiil kompleksi
alt birimi 12; Endoplazmik
retikulum ile Golgi aygitina gegisi
TRAPPCI2 c.701C>A vus - L
HET diizenleyen TRAPP kompleksinin (152)
(NM_016030.6) p-Ser234Tyr (PM2) bileseni. Ayrica kromozom
katlanmasin, kinetokorun
toplanmast ve stabilitesi

298413 298416

NOS3 vus . .
(NM._000603.5) (d_el) HET (PM2) Nitrik oksit sentaz, endotelyal (153)
Diisiik yogunluklu lipoprotein
vus reseptoriine bagli protein 1 hiicre igi
LRPI ¢.10625G>A - . .
. HET (PM2, PP2, domain; Endositoz, apoptotik (154-156)
(NM_002332.3) p-Arg3542His PP3) hiicrelerin fagositozu ve lipit
homeostazinda goérevli
Serin/treonin-protein kinaz MRCK
CDC42BPB c.4610C>T HET vus beta; hiicre iskeletinin yeniden
(NM_006035.4) p.Prol537Leu (PM2, PP2) diizenlenmesinde ve hiicre gogiiniin
diizenlenmesi
KCNMAI ¢.2981C>T HET VUs Kalsiyumla aktiflestirilen potasyum (157)
(NM_001161352.2) p.Thr9771le (PM2, PP2) kanal1 alt birimi alfa-1
A2H2’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki varyasyonlar
MY e2177T>C HET P " s flamaar yantn (142)
(NM_000243.3) p.Val726Ala & di Y
iizenlenmesi
SRGALNACT] c-802C=T HET vus rectlos i W tmstersz 1 (158.159)
(NM_001354483.2) p.Pro268Ser (PM2, PP3) & P ’ ’
Protein ve lipid glikolizasyonu
SMARGHY 782CoA HET VUS| ot yeniden yapiamnast
(NM_003072.5) p.Pro261His (PM2, PP2) y yap

yoluyla transkripsiyon regiilasyonu
¢.3861 3865delin VUS Reseptor tipi tirozin-protein fosfataz
sTTGGT HET T; SSS'de hem sinyal iletiminde (160)

PTPRT

(NM_007050.6) p.Prol1289Ser (PM2, PP2) hem de hiicresel adhezyon
Gegici reseptor potansiyeli katyon
kanali alt ailesi M iiyesi 2; [[zoform
1]: Na(+) ve Ca(2+) akigina aracilik
TR es2G>T HET Vus eden, sitoplazmik Ca(2+) (69,161-163)
(NM_003307.3) p-Asp428Tyr (PM2)

seviyelerinin artmasina yol acan
segici olmayan, voltajdan bagimsiz
katyon kanali.
220 kDa'lik kinaz D-etkilesimli
substrat; noronlarin hayatta

Vus .
KIDINS220 ¢.5215C>T kalmasini, aksonlara ve dendritlere
(NM_020738.4) p.Argl739Cys HET (Pl\é?’,ll)’PZ, farklilasmay1 ve sinaptik plastisiteyi (164-166)

kontrol eden bir transmembran
protein

HET: Heterozigot, HOM: Homozigot, P: Patojenik, LP: ‘likely’ patojenik, VUS: ‘variant of uncertain significance’
* MANE Select etiketi alan transkript segilmistir.

** Patojenisite degerlendirmesi ve kriterlerinde ACMG kilavuzu esas almmustir (101) .

***Uniprot veritabanindan yararlanilmistir

Yapilan analizler sonucunda ailenin her iki iiyesinde ortak bulunan, hayvan
ve/veya fonksiyonel caligmalarda MS ile iligkisi daha kuvvetli gosterilen SAMD9
geninde bulunan varyasyon tartistlmigtir. Ayrica A2H1 ni klinigi ile uyumlu oldugu
diisiiniilen OPA1 genindeki varyasyon tartismaya dahil edilmistir. Varyasyonlara ait
IGV goriintiileri Sekil 16 ve 17°de gosterilmistir. OPAI genindeki varyasyonun ve
sebep oldugu aa degisikliginin tiirler arasinda korunmuslugu Sekil 18°de

gosterilmistir.
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pi11.2 qi1.21 qi1.23 q21.11 ::|21.|3u qz22.1 q31.1 q3

41 bp
p 92.733.110 bp 92.733.120 bp
S — T— O x '
chr7:92.733.113
Total count: 41
A0
C : 40 (98%0, 24+, 16-
)
G:0
T:1(2%, 0+, 1-)
N:0 2 O <
"""""""" chr7:92.733.113
DEIL: 38
INS: O Total count: 57
A:0
C: 57 (100%, 35+, 22-)
G:0
T:0
N:0
1
DEL: 37
INS: O
A T C [ A Cc T G T Cc T T
] v T K N K

Sekil 16: A2H1 ve A2H2’de bulunan SAMDY c¢.2298delG varyasyonuna ait IGV

goruntisu

349.430 bp 193.349 440
|

& — O

chr3:193.349.437

Total count: 35

A 16 (46%, 12+, 4-
)

Cc:0

G : 19 (54%0, 10+, 9-

Sekil 17: A2H1’de bulunan OPA1 ¢.826G>A varyasyonuna ait IGV goriintiisii
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Scale
chr3:
—= AAG
K = K

INSAN K
MAYMUN K
FARE K
KOPEK K

FIL K
TAVUK K
KURBAGA K
ZEBRA BALIGI K

: Aa

| mommmmmm
| RARARXRARXRXRRR
—y L ———————

[ep)
- —
==
- -
P

>

Sekil 18: OPAI c.826G>A varyasyonun ve sebep oldugu aa degisikliginin tiirler

arasinda korunmuslugu

Yolak analiz i¢in tespit edilen 104 varyasyon Metascape’de ve String ¢evrimigi

193,349,420|
AGAAAATTGACCAACTTCAGGAA

O00ODODOOo

193,349,430|

0OOLOOOO

£ 1= P S 1S B o B

50 bases |

193, 248440 | 193,349,450|

]__ T

s C
Multiz Align

Q E E E H T Q GT¢/
Q E B B H T Q GT¢/
Q E i L H T Q GT¢#
Q E (L L H i Q GT¢/
Q E L L R T Q GT¢#
Q E B L R T Q GT¢/
Q E L L R 3] Q GT¢#
Q E L | L R i Q GT¢#
!l ]l 100 vertebrates B:
2] ™
CA oCT <T ca AC.CAGGT

programlarinda degerlendirilmistir (Sekil 19).

0 1 2
-log10(P)

G0:0009161: riboniikleosit monofosfat metabolik sireci
G0:0061024: membran organizasyonu

G0:0051642: sentrozom lokalizasyonu

R-HSA-6794362: Sinapslarda protein-protein etkilesimleri
hsa04070: Fosfatidilinositol sinyal sistemi

hsa00510: N-Glikan biyosentezi

GO:0060322: Bas gelisimi

GO:0031503: protein iceren karmasik lokalizasyon
G0:0002028: sodyum iyonu tasinmasinin diizenlenmesi
GO0:0035082: aksonem dizenegi

R-HSA-1280218: Adaptif Bagisiklik Sistemi

G0:0043255: karbonhidrat biyosentetik sirecinin diizenlenmesi
GO:0099175: sinaps sonras organizasyonun diizenl i
GO:0009913: epidermal hiicre farklilagmas:

R-HSA-68877: Mitotik Prometafaz

G0:1902115: organel diizeneginin dizenlenmesi

G0:2001056: sistein tipi endopeptidaz aktivitesinin pozitif dizenlenmesi

Sekil 19: A2 ailesine ait zenginlestirilmis yolak analiz bar grafi.

4.2.3. A3 Ailesi

4.2.3.1 A3H1 ve A3H2 Klinik Bilgiler

A3H1: 25 yasinda kadin hasta, 18 yasinda sol elde parestezi sikayeti
sonrasinda kortizol tedavisi almis ve ilagsiz izleme alinmistir. Takiplerinde sikayeti
olmayan hastanin kontrol kraniyal MRG’larinda aktif lezyon sayisi artis1 olmasi sebebi
ile betaferon tedavisi baslanmis ancak bir sene sonrasinda karaciger enzimi yiiksekligi
gelismesi ve kraniyal MRG’de lezyonlarin artmasi sebebi ile tysabri (natalizumab)
tedavisine gecilmistir. Hasta ilk atak disinda baska atak tariflememektedir. Wolf-

Parkinson-White sendromu sebebi ile 2 kez cerrahi ablasyon tedavisi olmustur.
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Antenatal takiplerini bilmeyen hastanin, perinatal ve postnatal oykiisiinde bir 6zellik
tanimlanmamaktadir. Gelisim basamaklari zamaninda tamamlanmis. Yapilan fizik

muayenesinde bir bulgu saptanmadi ve antropometrik dl¢timleri normaldir.

Kraniyal MRG’sinde korpus kallozumda, periventriikiiler derin beyaz
cevherde yaygin kronik demyelinizan plaklar izlenmistir, diger yapilarda patolojik
goriintii saptanmamustir. Hastanin 25-hidroksi vitamin D diizeyi 30 pg/L altinda
saptanmistir. Tan1 zaman1 BOS’da OKB saptanmamistir. EBV enfeksiyon oykiisiine

yonelik test yapilmamustir.

A3H2: A3H1’in erkek kardesi olan 17 yasindaki hasta, 15 yasinda gérmede
azalma, sag elde hipoestezi, sag ayak tabaninda parestezi sikayetleri gelismesi lizerine
MS tanist almistir. Betaferon tedavisine baslanilan hastada tedavi altinda kraniyal
MRG’de yeni lezyonlar gelismesi ve gorme kaybi sikayeti gerilememesi iizerine
tedavisi degistirilmistir. 8 aydir tecfidare (Dimetil fumarat) kullandigini ve bu tedaviye
gectikten sonra gérme probleminde diizelme oldugunu belirtmektedir. Hasta ilk atak
disinda bas donmesi, gozlerde kararma, alt ekstremitede parestezi sikayetleri ile 3 kez
atak gecirmistir. Antenatal takiplerini bilmeyen hastanin, perinatal ve postnatal
Oykiisiinde bir 0Ozellik tanimlanmamaktadir. Gelisim basamaklar1 zamaninda
tamamlanmis olan olgunun eslik eden kronik bir hastalig1 bulunmamaktadir. Yapilan

fizik muayenesinde bir bulgu saptanmadi ve antropometrik dl¢iimleri normaldir.

Kraniyal ve orbital MRG servikal, spinal kord, beyin sapi, serebellum ve
serebral parankimde, sag optik sinirde ¢ok yaygin demyelinizan plaklar saptanmistir
seklinde raporlanmis. Hastanin 25-hidroksi vitamin D diizeyi 30 pg/L altinda saptandi.
EBYV enfeksiyon oykiistine yonelik testlerde EBV VCA IgG pozitif saptanmistir. Tani
zamani BOS’da OKB saptanmistir. Anti-MOG ve anti-NMO saptanmamaistir.
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Alman soygecmis Oykiisiine gore cizilen pedigri Sekil 20°de gosterilmistir.

or c;VnT_cl‘erQV-. [ T - T T - . T T
dEeEOEOEOPREOROUIN000Heeed@O0GCI000O B00
/ / IVF IVF
A3H1 A3H2 |
5B @

@ —>  EPILERs|

@ 1 ALERJIK RINIT
I . > MULTIPLE SKLEROZIS

9 ,

& COLYAK HASTALIGI

ﬁ ——*  HIrOPLAZIK BOBREK

L4 TP 10M

Sekil 20: A3 Ailesine ait pedigri
4.2.3.2 A3H1 ve A3H2 WES Bilgileri

A3H1’de biyoinformatik analizlerde 17434 gende 111792 varyasyon saptandi.
Yapilan filtrelemelerden sonra 1091 gende 1854 varyasyon tespit edildi (Sekil 21).
Literatiir taramasi ile beraber 13 gende bulunan varyasyonlarin hastada MS etiyolojisi
ile iligkili olabilecegi diigiiniildii. Bu varyasyonlar ve ilgili literatiir Tablo 10’ da

Ozetlenmektedir.

Yiiksek giivenirliklive
Toplam varyasyon sayisi: "5 GnomAD, 1000Genomes, | > Filtreleme sonrasi:

EXAC gore <%61:
111792 14016 1854
Tahmin programlarina gére
A3H1 ve AS3H2 ortak olup protein yapisini bozdugu
GERP:4 CADD: 20 olan: diigliniilen ve literatiirde MS

_ile iligkili bulunan:

|9 |

Sekil 21: A3H1 e ait WES datasinda filtreleme adimlarinda bulunan varyasyon sayisi
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A3H2’de biyoinformatik analizlerde 17330 gende 113670 varyasyon saptandi.
Yapilan filtrelemelerden sonra 1067 gende 1802 varyasyon tespit edildi (Sekil 22).
Literatiir taramasi ile beraber 19 gende bulunan varyasyonlarin hastada MS etiyolojisi
ile iligkili olabilecegi diigiiniildii. Bu varyasyonlar ve ilgili literatiir Tablo 10’ da

Ozetlenmektedir.

Yiiksek givenirliklive
Toplam varyasyon sayisi: > GnomAD, 1000Genomes, | ) Filtreleme sonrasi:
ExAC gore <%1:

| 113670 15130 180

Tahmin programlarina gére
A3H1 ve A3H2 ortak olup protein yapisini bozdugu
GERP:4 CADD: 20 olan: diigiiniilen ve literatiirde M5
ile iligkili bulunan:

@ |19

Sekil 22: A3H2’e ait WES datasinda filtreleme adimlarinda bulunan varyasyon sayist

Tablo 10. A3H1 ve A3H2’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki

varyasyonlar
GEN* I SINIFLAND iNi i s i i
(TRANSKRIPT) VARYASYON Z1GOSITE TRMA #* PROTEININ FONKSIYONU LITERATUR

A3H1 ve A3H2’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki ortak varyasyonlar

MPO c1214G>A VUS Miyeloperoksidaz agir zinciri;

(NM._000250.2) p.Arg405His HET (PM2, PP3) Bakten51d?11r;te:rll(2£;)il:;u en tiirleri (167-171)
E3 ubikuitin-protein ligaz UBR4;
(NM ({)3;1;;1 653) pCSZiZI;S%iZu HET (PI\/}/2U1§P2) spesifik N-terminal kalintilarini (87,131-133)

taglyan proteinlerin ubikuitinasyonu
N-asiletanolamin-hidrolize edici asit

amidaz alfa alt birimi; Sinir
NAAA €999-3C-T HET VUsS sisteminde éneml bir rol oynayan (172-174)

(NM_014435.4) ) (PM2) N-asetilaspartat ad verilen bir
amino asidi iireten enzim
LIM domain kinaz 2; Aktin filament
dinamiginin diizenlenmesinde
LIMK?2 c.932G>A HET VuUs 6nemli bir rol oynayan
(NM_005569.4) p.Arg311His (PM2, PP3) serin/treonin-protein kinaz. Hiicre
go¢li ve boliinmesi gibi 6nemli
hiicresel islemler i¢in gerekli
Pleksin-B3; Akson gelisimi, istilact
biiyiime ve hiicre gogiinde rol
PLXNB3 c.4667T>C HEMI VUS oynayan SEMASA reseptorii.
(NM_005393.3) p.Leul556Ser HET (PM2) Néron biiylimesini uyarir ve
Ca(2+)/Mg(2+)'ye bagl hiicre
toplanmasina aracilik eder
Lenfoid arttiric1 baglama faktorii 1;
LEFI ¢.35G>C HET VuUs Wnat sinyal yolunda gorevli. T
(NM_016269.5) p.Glyl2Ala (PM2, PP3) hiicresi reseptorii alfa fonksiyonu
regiilasyonu
Kinesin agir zincir 5C izoformu;

Sinaptik iletimde, mRNA'larin
KIF3C ¢2101-3C=T HET VUS dentritiklere tagmnmasinda ve akson (178-180)

(175,176)

(175,177)

(77)

(NM_004522.3) ) (PM2, PP3) uzamasinda gorevli kinesin
ailesinden bir protein
LONP? ¢.1836dup VUS Lon proteaz homologu 2,

HET peroksizomal; Peroksizomal (181-183)
*
(NM_031490.5) pIle613Tyrfs*3 (PM2) matristeki yans katlanmis ve
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birlestirilmemis polipeptitlerin
secici bozulmasina aracilik eden
ATP'ye bagimli serin proteaz

Rho GTPaz aktive edici protein 33;

ARHGAP33 ¢.3262G>A vus . . o AR
(NM_001366178.1) p.Glul088Lys HET (PM2) . hitcre gdgii ve boliinmesi gibi (184-187)
onemli hiicresel siiregleri diizenleme
A3H1’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki varyasyonlar
G-proteinine bagli dstrojen
reseptorii 1; 17-beta-ostradiole (E2)
GPERI c.776G>A HET VUS yiiksek afiniteyle baglanan, ¢ok (188-192)
(NM_001098201.3) p.Arg259His (PM2) sayida hiicre i¢i sinyal yolunun hizli
ve gegici aktivasyonuna yol agan G-
proteinine bagli dstrojen reseptorii.
. Serin/arginin tekrarlayan matris
SRRM? €7632_T038delin HET VUS proteini 2; Spliceozomun bileseni
(NM_016333.4) (PM2, BP3) olarak mRNA 6ncesi birlestirme
- p-Ser2556del L .
icin gerekli
Vvus
IDUA ¢.667G>C . .
(NM_000203.5) p.Asp223His HET (PN}I)%;;PZ, Alfa-L-iduronidaz
GAA ¢.546+5G>A HET VUS 70 kDa lizozomal alfa-glukosidaz; (193)
(NM_000152.5) (-) (PM2, PP3) Glukoserebrosidaz (GAA) enzimi
A3H2’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki varyasyonlar
srron | eiore | | ] He i e
(NM_004453.4) p.Leu377Pro (PM2, PM3) . . >
mitokondriyal
PANK?2 c.22C>T HET LP Pantotenat kinaz 2, mitokondriyal;
(NM_001386393.1) p.GIn8* (PVS1, PM2) CoA biyosentezi
SLITRRS C S HEMi MY P el (194)
(NM_032539.5) p.Val315Leu (PM2) plog P
farklilagmasi
CHRNA7 ¢.689C>T HET VUS Noronal asetilkolin reseptorii alfa-7 (195,196)
(NM_000746.6) p.Thr230Met (PM2, PP3) alt birimi i
Glutamat reseptorii iyonotropik,
GRIK2 c.1073G>A VvusS . - :
(NM_021956.5) p.Arg358His HET (PM2, PP3) kainat 2; Iyonotrs)p}k glutamat (197,198)
reseptoru
Glutamat reseptorii iyonotropik.
GRIK3 ¢.723C>G VvuUsS . - : >
(NM_000831.4) p.Tle241Met HET (PM2) kainat 3; Iyonotr?yk glutamat (197,198)
- reseptoru
Optindrin; Miyozin VI ve Rab8 ile
etkilesimi yoluyla Golgi
OPTN c.1253T>G VuS ..
HET kompleksinin korunmasinda, (199,200)
(NM_001008212.2) p.Val418Gly (PM2, PP3) membran trafiginde, ekzositozda
gorevli
268 proteazom diizenleyici alt birim
4; 26S proteozomun kompleksi
PSMCI1 c.1183A>G vus yanlis katlanmis veya hasar gormiis
(NM_002802.3) p.Ile395Val HOMO (PM2, PP2) proteinleri ve islevleri artik gerekli (201,202)
olmayan proteinleri
degredasyonudan sorumlu
Diisiik yogunluklu lipoprotein
reseptoriine baglh protein 1,
LRPI c.11783G>A Vvus . . = .
(NM_002332.3) p.Ser3928Asn HET (PM2, PP2) mtrasel_uler"domal'n, Endo_snoz ve (154-156)
- apoptotik hiicrelerin fagositozunda
rol oynayan endositik reseptor
ASHLS e 2213C>T HET vus N dtative Potyeon ot
(NM_030632.3) p-Ser738Phe (PM2) Y P ?

transkripsiyon faktorii

HET: Heterozigot, HOM: Homozigot, HEMI: Hemizigot, P: Patojenik, LP: ‘likely’ patojenik, VUS: ‘variant of uncertain significance’

* MANE Select etiketi alan transkript segilmistir.

** Patojenisite degerlendirmesi ve kriterlerinde ACMG kilavuzu esas almmistir (101) .
***Uniprot veritabanindan yararlanilmigtir.

Yapilan analizler sonucunda ailenin her iki liyesinde ortak bulunan, hayvan
ve/veya fonksiyonel ¢aligmalarda MS ile iligkisi daha kuvvetli gosterilen NA4A4, MPO
genlerinde bulunan varyasyonlar tartisitlmistir. Ayrica A3H2’nin klinigine katki
sagladig disiiniilen SLITRK2, PSMCI, GRIK2 genlerindeki varyasyon tartismaya
dahil edilmistir. Varyasyonlara ait IGV goriintiileri Sekil 23, 25, 26, 28 ve 30°da
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gosterilmistir. Varyasyonlarin ve sebep oldugu aa degisikliginin tiirler arasinda

korunmuslugu Sekil 24,27,29 ve 31°de gosterilmistir.

56.353.050 bp
| |

— o x|

chr17:56.353.054

Total count: 55
A:0
C:18(33%, 8+,
10-)

G:1(2%, 0+, 1-)
T:36(65%, 11+,

chr17:56.353.054

Total count: 42

A:0

C:19 (45%, 7+, 12-
)

G:0

T:23 (55%, 9+, 14-

A c T G G A A c G G G T
S S R T

MFO

Sekil 23: A3H1 ve A3H2’de bulunan MPO c.1214G>A varyasyonuna ait IGV

goruntisu

chr17:

insan - EFE L BEEE P BENME E I=SH S TOUEDEG CTIT
MAYMUN T L E P M E S s TREERGEC T 1
FARE EEE L. FEl P E BEN S M BDBG CTC
kbrek || AR L UEY P E Bl s FEEEEGEC T 1

FiL ElE . = r BN E ESE S TEEGEC T
Tavuk (W LTEEE U ENE E BEEA S DG CTA
kureaca | I R P E A BDEG CTC
zesragancl L HNEE L AR P BN E PN v BDG CTL
< 100

6..KG. T 86.AT.TC. T a |0p | TC.CCT

Sekil 24: MPO c.1214G>A varyasyonun ve sebep oldugu aa degisikliginin tiirler

arasinda korunmuslugu

(o))
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76.836.140 bp

T ¢ A A G € T G A A
NAAS

Sekil 25: A3H1 ve A3H2’de bulunan NAAA ¢.999-3C>T varyasyonuna ait IGV

goruntiisu

&
1]
[=]
3
]
1]
o
o
o

0
0
-
0
]
-]
7]
-

[
SLITRK2
Sekil 26: A3H2’de bulunan SLITRK?2 ¢.943G>C varyasyonuna ait IGV goriintiisii
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chrX: 144,904,880 14
—CGTCCAACTCCTCGA

iNSAN
MAYMUN

FARE
KOPEK

FiL
TAVUK
KURBAGA
ZEBRA BALIGI

IVDVIIDD
TOVTTVUVTUOD
A
TOVTVOVTVODO
VVDDIDDD

<<<<<<<

ARRXRXRXRX
UODDODOD

T 'EEEnE | R

«.62015
cG,CC_AC, cC cGlel'}ac, GTarC, AA-GA-A
Sekil 27: SLITRK?2 ¢.943G>C varyasyonun ve sebep oldugu aa degisikliginin tiirler

arasinda korunmuslugu

" mep

90.736.690 bp

| |
.w_ - X.

chr14:90.736.691

Total count: 68
A:1(1%, 1+,0-)
cC:0

G : 67 (99%, 29+, 38-

G €C T 6 A €C A T C

PSMC1
Sekil 28: A3H2’de bulunan PSMCI c.1183A>G varyasyonuna ait IGV goriintiisii

iNsan D D {5 s G A D 1 K I GTGAGAGCCTAG!
MAYMUND) D B s G A D 1 K GTGAGAGCCTAG!
FARE D D L s G A D 1 B TGAGTGAC - - |-
KOPEK D) D { I s G A D 1 KIGTGAGGCCT - - G

FIL D D [ s G A D 1 K ' GTGAGGACC - -G
TAVL_’_KD D L s G A D 1 KOG T =-—==========
KURBAGA D D n s G A D 1 KmcThA=-=TCC A
ZEBRA BALIGI D D FiL (=3 G A D 1 G == ========
3.88 36 104

A GA.CT IC_ GG GC.GA|AT] AAGGT=AG

Sekil 29: PSMC1 c.1183A>G varyasyonun ve sebep oldugu aa degisikliginin tiirler

arasinda korunmuslugu
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102.247.640 bp
I

»om in.i
@y — O X

chr6:102.247.644

Total count: 52
A:27(52%. 10+, 17-

)
C:0
G :25(48%, 11+, 14-
)
G G G A C C C G C T

G T R

GRIKZ2

Sekil 30: A3H2’de bulunan GRIK2 1073G>A varyasyonuna ait IGV goriintiisii

= Q>.247.650| 102.247.660| 102,247
——|CGC l@ TTTATGAGTCTAATTAAAGAGGT
L = N : =]

G
G
Gl
Gl
G
G
Gl
Gl

iNSAN
MAYMUN

FARE
KOPEK

FiL
TAVUK
KURBAGA
ZEBRA BALIGI

DDIDIDDD
B e e 1 1

NOOOOOO
Zp =
FFEFEEEE]
TTMTMTMMTMTT

~gg888
HOOOnO0nn
=lsb=talal =t
XAXAXAXRA
mmmmmmmm

G
9 449 |

CG.TT GGeac 4GIT1.ATGAG CT AT ARAGAGG

Sekil 31: GRIK2 1073G>A varyasyonun ve sebep oldugu aa degisikliginin tiirler

arasinda korunmuslugu

Yolak analiz i¢in tespit edilen 104 varyasyon Metascape’de ve String ¢evrimigi

programlarinda degerlendirilmistir (Sekil 32)

| | GO:0016310: fosforilasyon
| G0:0030317: kamg¢ih sperm hareketliligi
| G0:0048565: sindirim sistemi gelisimi
| G0:0016072: rRNA metabolik siireci
| G0:0043087: GTPaz aktivitesinin dizenlenmesi
| R-HSA-194315: Rho GTPases sinyal yolagi
| G0:0001704: primer germ katmaninin olusumu
| G0:0009636: zehirli maddeye tepki
| G0:0007043: hiicre-hiicre baglanti diizenegi
] R-HSA-422475: Akson kilavuzu
| R-HSA-382551: Kiiglik molekdillerin taginmasi

0.0 05 1.0 15 2.‘0 2.5 30 35
-log10(P)
Sekil 32: A3 ailesine ait zenginlestirilmis yolak analiz bar grafi
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4.2.4. A4 Ailesi

4.2.4.1 A4H1 ve A4H2 Klinik Bilgiler

A4H1: 37 yasinda kadin hastanin 2013 yilinda 26 yasindayken bilateral
gozlerde ice dogru kayma sikayeti gelismis ve 1-2 yil akabinde ikinci kez ayni
sikayetin tekrar etmesi sonucunda yapilan muayenede MS tanis1 almistir. Hasta en
sonuncusu 3 yil once olmak iizere 4 kez atak gecirdigini ve hepsinde de ilk ataktaki
sikayeti tekrarladigini belirmistir. Ataklar esnasinda 1 gr/glin IVMP tedavisi alan hasta
son bir yildir ilagsiz izlenmektedir. Antenatal takiplerini bilmeyen hastanin, perinatal
ve postnatal Oykiisiinde bir oOzellik tanimlanmamaktadir. Gelisim basamaklar
zamaninda tamamlanmis olan olgunun eslik eden kronik bir hastaligi
bulunmamaktadir. Yapilan fizik muayenesinde bir bulgu saptanmadi ve antropometrik

Ol¢timleri normaldir.

Kraniyal MRG, solda inferior parietal lobda periventrikiiler yerlesimli, oval
sekilde demyelinizan inflamatuar matiirde T2 hiperintens lezyon saptanmustir.
Hastanin spinal MRG’sinde MS ile iligkili bulunmamaktadir. Hastanin 25-hidroksi
vitamin D diizeyi 30 pg/L altinda saptanmistir. EBV enfeksiyon Oykiisiine yonelik test

negatif bulunmustur.

A4H2: A4H1’in kiz1 olan 17 yasinda kadin hasta, 16 yasinda sag gozde disa
kayma sikayeti sebebi ile 1 gr/glin IVMP tedavisi almig. Yapilan tetkikler sonucunda
MS tanis1 almis olup ilagsiz takip edilmekte ve ilk atagindan baska atak
tariflememektedir. Antenatal takipleri diizenli ve normal olan hastanin, perinatal ve
postnatal dykiisiinde bir 6zellik tanimlanmamaktadir. Gelisim basamaklar1 zamaninda
tamamlanmis olan olgunun eslik eden kronik bir hastaligi bulunmamaktadir. Yapilan

fizik muayenesinde bir bulgu saptanmamis olup antropometrik 6lgtimleri normaldir.

Kraniyal MRG’de, sol lateral ventrikiil komsulugunda ventrikiile dik uzanan
T2 hiperintens demyelinizan plak tespit edilmistir. Hastanin BOS incelemesinde OKB
pozitif bulunmustur. Anti-MOG ve anti-NMO saptanmamuistir. Hastanin 25-hidroksi
vitamin D diizeyi 30 pg/L altinda saptanmistir. EBV enfeksiyon dykiisiine yonelik bir

test yapilmamastir.
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Alman soygecmis Oykiisiine gore cizilen pedigri Sekil 33’de gosterilmistir.

MS? 67Y
Yataga
L . bagimh
@
“AgH1
o
. AdH2
|_| Hemarajik SVO
'. oM
E%] »  Epilepsi, NMR
D »  Makrosefali?, NMR
o — Al Bastahin

Sekil 33: A4 Ailesine ait pedigri
4.2.4.2 A4H1 ve A4H2 WES Bilgileri

A4H1’de biyoinformatik analizlerde 18457 gende 132999 varyasyon saptandi.
Yapilan filtrelemelerden sonra 1176 gende 2033 varyasyon tespit edildi (Sekil 34).
Literatiir taramasi ile beraber 20 gende bulunan varyasyonlarin hastada MS etiyolojisi

ile iliskili olabilecegi diisliniildii. Bu varyasyonlar ve ilgili literatiir Tablo 11° de

Ozetlenmektedir.
Yiiksek giivenirliklive
Toplam varyasyonsayisi: | > GnomAD, 1000Genomes, | > Filtreleme sonrasi:
ExAC gore <%1:
| 132999 16926 03

Tahmin programlarina gére

A4H1 ve A4H2 ortak olup protein yapisini bozdugu

GERP:4 CADD: 20 olan: diisiiniilen ve literatiirde M5

ile iliskili bulunan:
o w a0

Sekil 34: A4H1 e ait WES datasinda filtreleme adimlarinda bulunan varyasyon sayist

A4H2’de biyoinformatik analizlerde 17302 gende 112030 varyasyon saptandi.
Yapilan filtrelemelerden sonra 1062 gende 1848 varyasyon tespit edildi (Sekil 35).
Literatiir taramasi ile beraber 24 gende bulunan varyasyonlarin hastada MS etiyolojisi

ile iliskili olabilecegi diisliniildii. Bu varyasyonlar ve ilgili literatiir Tablo 11° de
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Ozetlenmektedir.

Yiiksek giivenirlikli ve

P> GnomAD, 1000Genomes, | 3
EXAC gore <%%1: >

Toplam varyasyon sayisi: Filtreleme sonrasi:

| 112030

| 14889 [T

|

Tahmin programlarina gére
protein yapisini bozdugu
diisiiniilen ve literatiirde MS
ile iligkili bulunan:

i

A4H1 ve A4H2 ortak olup
GERP:4 CADD: 20 olan:

|

Sekil 35: A4H2’e ait WES datasinda filtreleme adimlarinda bulunan varyasyon sayisi

Tablo 11. A4H1 ve A4H2’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki

varyasyonlar
GEN* o SINIFLANDI o o ; . . "
(TRANSKRIPT) VARYASYON ZIGOSITE RMA#* PROTEININ FONKSIYONU LITERATUR
A4H1 ve A4H2’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki ortak varyasyonlar
SPR c.IA>T HET LP Sepiapterin rediiktaz;
(NM_003124.5) p-MetlLeu (PS1, PVSI) tetrahidrobiopterin biyosentezi
TYMP ¢.1327_1346del . A
(NM_001953.5) ) HET P Timidin fosforilaz; Anjiogenez (203-205)
VUS Sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon
STATSA c.1270A>T PO
(NM_001288718.2) p.1lc424Phe HET (PM2, aktlvatomjjA, sn?km glnyal (206-209)
PP3) yollaginda gorevli
Tripartite motif igeren 74;
TRIM74 ¢.703G>T HET VUS TRIM-NHL protein ailesi viral (14210)
(NM_198853.3) p.Glu235* (PM2) enfeksiyonlara karsi bagisiklik ’
savunmasi
Diken benzeri protein 1; hiicre-hiicre
PRICKLE1 c.1601G>A HET VUS baglantisinda ve planar hiicre @11
(NM_153026.3) p.Arg534GIn (PM2, BP4) kutuplulugunun diizenlenmesi. Noral
tiip kapanmainda etkin
Vvus . . .
WDRI19 c.814C>T HET (PM2, PP3 WD tekrart igeren protein 19; Silya )
(NM_025132.4) p.Arg272Cys P]\;H) ? fonksiyonu ve/veya toplanmasi
WD tekrart igeren protein 41; Guanin
58643 586+6 nu}(lgotl'd deg1§1m faktorii (GE'IT‘)'
WDR41 adl HET VUS aktivitesine sahip olan ve otofajiyi (212-214)
(NM_018268.4) () (PM2, PP3) diizenleyen bir kompleks olan
i C90rf72-SMCR8 kompleksinin
p
katalitik olmayan bileseni.
vus
ADSL ¢.986G>A e
(NM_000026.4) p.Arg329His HET (PI\/]IJZP;;;PL Adenilosiiksinat liyaz
LPCAT4 ¢.563G>A HET VusS Lizofosfatidilkol asiltransferaz 4; Lipit @15)
(NM_153613.3) p.Arg188GIn (PM2, PP3) metabolizmasi
T T s e B
(NM_000466.3) p.Val92Leu (PM2, PP3) peroksizo sine prote
taginmasi
ACE c.1052C>T vus . e
(NM_000789.4) p.Pro3siLeu HET (PM2) Anjiyotensin doniistiiriicii enzim (217-219)
cAr e 1139GA HET vus noden oldug hasaradan korumaya
(NM_001752.4) p.Arg380His (PM2) & Y
yardimet
FAM1674 ¢.635C>G HET VUS Protein FAM167A; Gorevi tam 76)
(NM_053279.3) p.Ser212Cys (PM2) bilinmemekte
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Phospholipaz D aile numarasi 4; tek

PLD4 ¢.703C>T HET VUS zincirli DNA konsantrasyonunu (220221)
(NM_138790.5) p-Arg235Trp (PM2) azaltarak inflamatuar sitokin >
yanitlarini diizenleme
A4H1’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki varyasyonlar
MEFV ¢.2080A>G HET P Pirin; Dogal bagisiklik ve IFN-gama (142)
(NM_000243.3) p-Met694Val inflamatuar yanitin diizenlenmesi
P53 ile indiiklenen death domaini
igeren protein 1; p5S3/TP53'tin
PIDDI ¢.1767-1G>C HET LP asagisinda islev goren ve hiicrenin (222)
(NM_145886.4) (-) (PVSI, PM2) hayatta kalmasini veya apoptozu
destekleyebilen DNA hasari/stres tepki
yolunun bileseni
¢.799_801delin Sterile Alpha/Beta-alakali motif-igeren
SCGGCTGCAC 1; NAD(+) metabolizmasini
SARMI GCCTGECTC HET VUs dﬁzénle erek yaralanmay: takiben (223)
(NM_015077.4) GCAGTAGC (PM2) yerexy Y
p.Val276Cysfs* aksonal dej enerasyondaAanahtar rol
’ 7 oynayan NAD(+) hidrolaz
AT-hook transkripsiyon factor;
Mikrotiibiil organizasyonunu
diizenleme. Ek olarak, antijene bagiml
AKNA ¢.1964T>C Vus L e T
(NM_001317950.2) p.Leu6s5Pro HET (PM2) B hiicresi ge}lsﬂlml igin kr!tlk olan, (224,225)
CDA40 reseptorii ve onun ligandinin
ekspresyonunu spesifik olarak aktive
eden bir transkripsiyon faktorii
Diisiik yogunluklu lipoprotein
B2 G || S et | (226228
- ’ p-1rp Y ? endositozu. 25-hidroksivitamin’in
renal geri alimi
Gegici reseptor potansiyeli katyon
TRPM6 c.146T>C Vvus RS-
(NM 017662.5) p.Leud9Ser HET (PM2) kanali alt ailesi M iiye 6; Magnezyum (229)
homeostazi
A4H2’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki varyasyonlar
CYP2RI c.1241G>A LpP Sitokrom P450 2R1; D Vitamini 25-
(NM_024514.5) p.Trp14* HET (PVSL, PM2) hidroksilaz (230-233)
CUG baglayici Elav benzeri aile
(NM (iﬁggéﬂ 5.2) c-13 E__Z)A o HET (?’]l\(/g) proteini 2; alternatif splays, mRNA (234-236)
- ) translayonu ve stabilite
ATPase ailesi AAA alani igeren
protein 3B; Azalan mitokondriyal
ATAD3B ¢.904_906+2del HET VUS metabolizma, diisiik mtDNA kopyalar1
(NM_031921.6) (-) (PM2) ve par¢alanmig mitokondriyal ag ile
karakterize edilen, kok hiicrelere 6zgii
bir mitokondriyal ag organizasyonu
DAB2 ¢.377G>T Vus Disabled homolog 2; klatrin aracili
(NM_001343.4) p.Arg126Leu HET (PM2) endositoz (237-239)
Guanin niikleotid degisim faktorii
DBS; RHOA ve CDC42 sinyal
g oL | edsIGA | YOS | elioan panin koot deisin
- : faktorii. Hiicre biiytimesi,
farklilagmasi, gocii ve gelisimi igin
onemli
MMPI12 c.1A>G VusS Makrofaj metaloelastazi; Doku
(NM_002426.6) p-MetlVal HET (PM2) hasarina ve yeniden yapilanma (240-242)
(NM_024926.4) p.Arg268GIn (PM2) CULIX 11 11Z1T1 Spes] e
- proteinlerin taginmast i¢in gerekli
VUS Tetratrikopeptid tekrar proteini 28;
T7C28 ¢.628G>C Mitoz sirasinda, ig orta bolgesi
(NM_001145418.1) p.Gly210Arg HET (PN][J%;;PZ, mikrotiibiillerinin yogunlasmasina (243)
katilarak orta gévde olusumu
Ubiquitin-konjuge enzim E2 Q2; E1
UBE2Q2 c.1064A>G HET VUS kompleksinden ubikuitini kabul eder )
(NM_173469.4) p.-Tyr355Cys (PM2) ve onun diger proteinlere kovalent

baglanmasini katalize eder

HET: Heterozigot, HOM: Homozigot, P: Patojenik, LP: ‘likely” patojenik, VUS: ‘variant of uncertain significance’
* MANE Select etiketi alan transkript segilmistir.
** Patojenisite degerlendirmesi ve kriterlerinde ACMG kilavuzu esas alinmigtir (101).
***Uniprot veri tabanindan yararlanilmistir.
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Yapilan analizler sonucunda ailenin her iki iiyesinde ortak bulunan ve klinikleri
ile iligkili bulunan SPR ve MS etiyolojisi ile iliski oldugu diisiiniilen STAT5A4
genlerinde bulunan varyasyonlar tartisilmistir. Ayrica A4H1’ni klinigi ile uyumlu
oldugu diistintilen SARM1 ve A4H2’deki CYP2RI, DAB2 genlerindeki varyasyonlar
tartismaya dahil edilmistir. Varyasyonlara ait IGV gorintiileri Sekil 36, 38, 40, 41,
43’te gosterilmistir. Varyasyonlarin ve sebep oldugu aa degisikliginin tiirler arasinda

korunmuslugu Sekil 37, 39, 42, 44°te gosterilmistir.

a1 bp

|~E O = 73

) bp

chr2:73.114.562

Total count: 39
A :120(51%,
11+, 9-)

Cc:0

G:0

T: 19 (49%b0,

e O =<

chr2:73.114.562

Total count: 52
A - 23 (44%,
14+, 9-)
C:0
G:0

e | T:29 (56%.

hrz: »
—~ AGAAC A TGAGGGCGGGC TGGGGCGTGC TG T(
G Fay A C

iINSAN AGAACAGGAGJ E G A
MAYMUNN N NMNNNNNNN NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNRNNTE
FARE AGTTCCA - aGdim El S G Bl G o A IE
KOPEK AGGTCGCA =GJ E IS cc BEEE & I A a
AL I-FEFE13.1- Gqg A BEEE S = = A [ENE
Tavuk laacaaeal- - - J-1-1-IF - + + 4 4 - -] - , A s

KURBAGA
ZEBRA BALIGI

51| - |- L G =

S o

Sekil 37: SPR c.1A>T varyasyonun ve sebep oldugu aa degisikliginin tiirler arasinda

korunmuslugu
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41 bp
.456.560 bp

™ — O X I

- chr17:40.456.560

Total count: 43
Az 19 (44%, 10+, 9-)
Cc:0
G:0
124 (56%, 12+, 12-

chr17:40.456.560

Total count: 69
A:27(39%. 11+, 16-)
Cc:0

G:1 (1%, 1+, 0-)

T

N

;41 (59%, 19+, 22-)

STATSA

Sekil 38: A4H1 ve A4H2’de bulunan STAT5A ¢.1270A>T varyasyonuna ait IGV

goruntisu

chr17:

| 40,456, 40,456,570| 40,456,5!
— CAGTCACTGAAGAG ¢

AAGCGTGCTGACCGGCG

CAGIS

INSAN
e |CAGHEE
korek CAG S
i CAG S
avuk CAG 8§
KURBAGA AAG S
ZEBRABALGI CAG S

KT T W o K6 o0 Gh. G o

Sekil 39: STAT5A4 c.1270A>T varyasyonun ve sebep oldugu aa degisikliginin tiirler

r,,,r,r
33333333
LDEARRARXRER
hnnprr2>>
iIIIIII
DITVDIVDIVDD
o, RRRRRRRR

arasinda korunmuslugu
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26.708.550 bp

1 1 =3 = - — -
AR &) &) >
NN~ ~ ~ ~

(2]
i -1
-
=
0
@
0
-

S
SARMI1

Sekil 40: A4H1’de bulunan S4RM 1

-

¢.799 801delinsCGGCTGCACGCCTGCCTCGCAGTAGC varyasyonuna ait IGV

goruntisu

14.900.750 bp
|

&y — O =<

chr11:14.900.749

Total count: 75
A0

C:41 (55%0, 24+, 17-
)

G:0

T:34 (45%0, 17+, 17-

CYP2R1

Sekil 41: A4H2’de bulunan CYP2R1 ¢.1241G>A varyasyonuna ait IGV gorlintiisii

chr11: | 14,900
— TTGGGTT

S S

iNSAN E P
MAYMUNE P
FARE 0 P
KOPEKE P

L ENNEE

TavUK E P
KURBAGAE P
ZEBRABALIGIS P

00Z02000

Sekil 42: CYP2R1 c.1241G>A varyasyonun ve sebep oldugu aa degisikliginin tiirler

arasinda korunmuslugu
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41 bp
39.390.630 bp

O

chr5:39.390.631

Total count: 52
A :30(58%0, 13+, 17-
)

C:22 (42%0, 12+, 10-

)
G:0

W (B R A
DABZ2

Sekil 43: A4H2’de bulunan DAB2 ¢.377G>T varyasyonuna ait IGV goriintiisii

chrSs:

| 3 39,390,
—= TGTCTGTCA

640]|
GGCAA TGAAAG

INSAN
MAYMUN

FARE
KOPEK

FiL

TAVUK
KURBAGA
ZEBRA BALIGI

ofele]efele o)
A A
ARARRRAR

€<<<c<<<
,mmmmnrnmn
PPPPPPPP
LR EEEREE
DOOOONN0

3314

T-TC GT ACa «GCaAT<AA.GA-AT T

Sekil 44: DAB2 HET ¢.377G>T varyasyonun ve sebep oldugu aa degisikliginin tiirler

arasinda korunmuslugu

Yolak analiz i¢in tespit edilen 104 varyasyon Metascape’de ve String ¢evrimici

programlarinda degerlendirilmistir (Sekil 45).

] G0:0044057: ¢ok hiicreli bir sistemin diizenlenmesi

] G0:0090596: duyu organi morfogenezi

] G0:0060294: hiicre hareketliliginde rol oynayan silyum hareketi
] G0:0098609: hiicre-hiicre yapismasi

] hsa04820: Kas hiicrelerindeki hiicre iskeleti

] G0:0046471: fosfatidilgliserol metabolik streci

| G0:0030029: aktin filament bazli islem

| G0:0150115: hiicre-substrat baglanti organizasyonu

| R-HSA-9033241: Peroksizomal protein importu

] G0:0030216: keratinosit farklilasmasi

] GO0:0007283: spermatogenez

] M5884: NABA CEKIRDEK MATRIZOMU

] G0:0046903: salg

G0:0034103: doku yeniden yapilanmasinin diizenlenmesi
G0:0000902: hicre morfogenezi

] GO0:0000956: mRNA katabolik sureci

00 05 10 15 20 25 30 35 40
-log10(P)

Sekil 45: A4 ailesine ait zenginlestirilmis yolak analiz bar grafi
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4.2.5. AS Ailesi

4.2.5.1 ASH1 ve ASH2 Klinik Bilgiler

ASH1: 24 yasindaki erkek hasta 20 yasinda gérme bulaniklig: sikayeti tizerine
MS tanist aldig1 6grenildi. ikinci atagim 2 sene dnce ayni sikayetle gegiren hasta bu
iki atak disinda atagi bulunmadigini belirtti. Norolojik sekeli olmayan hasta ilagsiz
takiptedir. Gelisim basamaklari zamaninda tamamlanmis olan olgunun eslik eden
kronik bir hastaligi bulunmamaktadir. Yapilan fizik muayenesinde bir bulgu
saptanmadi ve antropometrik Ol¢limleri normaldi. 8 yil/paket sigara igme Oykiisii

bulunmaktadir.

Kraniyal MRG’de, sol frontal lob presantral girus diizeyinde jukstakortikal
beyaz cevherde ve bilateral periventrikiiler beyaz cevherde ventrikiil aksina dik uzanan
demyelinizan plaklar izlenmistir. Spinal MRG’de C4 hizasinda MS plag1 saptanmis.
Hastanin 25-hidroksi vitamin D diizeyi degerlendirilememistir. EBV enfeksiyon

Oykiistine yonelik bir test yapilmamustir.

A5H2: ASHI1 kiz kardesi olan 23 yasinda kadin hastanin 15 yasindayken
diplopi, yorgunluk ve bas donmesi sikayetleriyle ADEM tanis1 alarak kortizol tedavisi
almistir. Birinci atagindan yaklasik bir y1l sonra gérme bulanikligi ve sol bacakta
aksama sikayetleriyle ikinci atak gegirmesi iizerine MS tanis ile avonex (Interferon B-
la) tedavisine baglanilmistir. Son olarak 5 yi1l dnce 18 yasinda diplopi sikayetiyle
liclincii atagindan sonra tecfidera (dimetil fumarat) tedavisine gecilmistir. Tespit
edilen sola bakista sol gézde nistagmus son ataktan sonra gelistigini ifade etmektedir.
Antenatal takiplerini bilmeyen hastanin, perinatal ve postnatal dykiisiinde bir 6zellik
tanimlanmamaktadir. Gelisim basamaklar1 zamaninda tamamlanmis olan olgunun
eslik eden kronik bir hastaligit bulunmamaktadir. Yapilan fizik muayenesinde
antropometrik Ol¢timleri normal saptanmamistir. Hastanin noérolojik muayenesinde

sola bakista sol gdzde nistagmus tespit edilmistir.

Kraniyal MRG’de, sol frontal lob presantral girus diizeyinde jukstakortikal
beyaz cevherde, sol sentrum semiovalede ve bilateral periventrikiiler beyaz cevherde

ventrikiil aksma dik uzanan demyelinizan plaklar izlenmistir. BOS’da OKB
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saptanmistir. Anti-MOG ve anti-NMO saptanmamustir. 25-hidroksi vitamin D diizeyi
30 png/L altinda saptanmistir. EBV enfeksiyon dykiisiine yonelik bir test yapilmamaistir.

Alman soyge¢cmis Oykiisiine gore cizilen pedigri Sekil 46°da gdsterilmistir.

BEe: 11006 ZOBaEI06 PO i) 5602 Ol 55| CWU@EERE (6
] ouy? oy Pbuly?  DrldyDulsy
20 S0
ASH1 ASH2
@ trak 15
% * Down Sendromu
. . Multiple Sklerozis
@ » Diabetes Mellitus

——— Kekeme
@& > aw

@ Hashimato Tiroiditi

Dispid
Sekil 46: A5 Ailesine ait pedigri

4.2.5.2 ASH1 ve ASH2 WES Bilgileri

ASHI1’de biyoinformatik analizlerde 20833 gende 197242 varyasyon elde
edildi. Yapilan filtrelemelerden sonra 1404 gende 2471 varyasyon tespit edildi (Sekil
47). Literatlir taramasi ile beraber 15 gende bulunan varyasyonlarin hastada MS
etiyolojisi ile iligkili olabilecegi diisiiniildii. Bu varyasyonlar ve ilgili literatiir Tablo

12’ de Ozetlenmektedir.

Yiiksek giivenirliklive

Toplam varyasyon sayisi: |—> GnomAD, 1000Genomes, l—> Filtreleme sonrasi:
! EXAC gore <%1: >
| 19724 125930  un

I
Tahmin programlarina gére
A5H1 ve A5H2 ortak olup protein yapisini bozdugu
GERP:4 CADD: 20 olan: diigiiniilen ve literatiirde MS
ile iligkili bulunan:

4‘95 _ 11

Sekil 47: ASH1’e ait WES datasinda filtreleme adimlarinda bulunan varyasyon

sayl1si
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AS5H2’de biyoinformatik analizlerde 21155 gende 201189 varyasyon saptandi.
Yapilan filtrelemelerden sonra 1376 gende 2332 varyasyon tespit edildi (Sekil 48).
Literatiir taramasi ile beraber 11 gende bulunan varyasyonlarin hastada MS etiyolojisi
ile iligkili olabilecegi diigiiniildii. Bu varyasyonlar ve ilgili literatiir Tablo 12” de

Ozetlenmektedir

Yiiksek giivenirliklive

Toplam varyasyon sayisi: |:;> GnomAD, 1000Genomes, [ Filtreleme sonrasi:
EXAC gore <%1: d

201189 26605 P!

Tahmin programlarina gére
AS5H1 ve A5H2 ortak olup protein yapisini bozdugu
GERP:4 CADD: 20 olan: diigiiniilen ve literatiirde MS
ile iligkili bulunan:

% |

Sekil 48: ASH2’e ait WES datasinda filtreleme adimlarinda bulunan varyasyon

sayi1sl

Tablo 12. ASH1 ve ASH2’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki

varyasyonlar
GEN* SINIFLA
) . . - . s . ..
(TRANSKRIPT) VARYASYON ZIGOSITE NDI*R*MA PROTEININ FONKSIYONU LITERATUR
ASHI1 ve ASH2’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki ortak varyasyonlar
C2CD3 c.1910G>A HET (P]{II;I C2 domain igeren protein 3; Primer
(NM_001286577.2) p.Trp637* PMZ)’ silyum olusumu igin gerekli
. Vus Kolajen alfa-2(V) zinciri; Tip V kollajen,
(NN? ?)%)31;53 5) 0'3:; 11*]3;‘ éil;v HET (PM2, Neredeyse her yerde bulunan kiigiik bir (244)
- : P-Asp PP2) bag dokusu bileseni
VCAN ©385CST VUS Verglcan ¢ekirdek prote1n1% Hu"cre]er arasi
(NM_004385.5) Ara129Cys HET (PM2, sinyallesme ve hiicrelerin hiicre dist (245)
- ) p-ATE Y PP3) matrise baglanmasinda gorevli
IGLONS c.178G>A Vvus A - - Lo
(NM_001101372.3) pVal60Met HET (PM2) Immiinoglobulin stiperfamilyast tiyesi 5 (246)
E3 ubikuitin-protein ligaz pellino
homologu 3; Ubikuitin kisimlariin
PELI3 ¢.1226G>T VvUs C
HET substrat proteinlerine kovalent (247,248)
(NM_145065.3) p-Gly409Val (PM2) baglanmasini katalize eden E3 ubikuitin
ligaz
Homeobox proteini Hox-B3; Hiicrelere
VUS on-arka eksende belirli konumsal
HOXB3 c.164A>C o N S - ..
(NM_001384749.1) p.GInS5Pro HET (PM2, klmllkle?r saglayan gelisimsel duz'elﬂeylcl (249)
PP3) sistemin bir pargasi olan transkripsiyon
faktorii
RGMA ¢307G>A HET vus Rﬁ:ﬂ;ﬁﬁﬁ: sr?lroelsll(r?(}ea;flsz);r}llz;;r? ; (250-252)
(NM_020211.3) p.Vall03Ile (PM2) P e
bir sinyal molekiilii
LGALSI c.334C>T HET Vus 0 “aﬁ::;li:i(rtliﬁ-ié ﬁi?:r]zt?jiri;lgurcnr:smm (253,254)
(NM_002305.4) p.Argl12Cys (PM2) ¢o8 v ras ’
diizenlenmesi
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ASH1’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki varyasyonlar

MEFV c.2282G>A HET P Pirin; Dogal bagisiklik ve IFN-gama (142)
(NM_000243.3) p.Arg761His inflamatuar yanitin diizenlenmesi
c.118_123delin
GJC? sAGGCCATC LpP Gap baglant1 gama-2 proteini; Santral ve
(NM_020435.4) GCCTAGAT HET (PVSI, periferik sinir sistemlerinde (255-257)
- : p.Ala40Argfs*3 PM2 miyelinasyonda gorevli
g
3
DARS €.564+2T>C LpP . . .
(NM_001349.4) ) HET (PM2) Aspartat-tRNA ligaz, sitoplazmik (258,259)
vus . . .
BMP7 ¢.524G>A HET (PM2 Kemik morfogenetik proteini 7; Kikirdak (250,260)
M_001719.3 p-Argl75GIn > ve kemik olusumu, Ca*? regiilasyonu ’
PMS5, PP3)
DPM2 el 6656;“1“‘ HET VUS Dolikol fosfat-mannoz biyosentezini
(NM_003863.4) p.AlaS6Phe (PM2) diizenleyici protein
Fosfatidilinositol 4-fosfat 5-kinaz tip-1
gama; sinyal iletimi, kesecik trafigi, aktin
PIP5KIC c.992G>A HET VUS hiicre iskeleti dinamigi, hiicre yapigmasi 261)
(NM_012398.3) p.Arg331His (PM2) ve hiicre hareketliligi gibi ¢esitli hiicresel
stiregleri diizenleyen ikinci habercinin
sentezleyen enzim
RNA polimeraz II transkripsiyon alt
birimi 12 benzeri proteinin aracis;
wpin | oo || vus | MmOl e
(OM_053002.5) p-Asn808Ser (EMED transkripsiyonunda rol oynayan bir ortak
aktiflestirici olan Mediator kompleksinin
bir bileseni
AS5H2’de MS etiyolojisi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen genlerdeki varyasyonlar
Tirozin-protein fosfataz reseptor olmayan
VUS tip 6; Reseptor tirozinkinaz sinyallerinin
(NMnggggl 6) cé&939 6(32% HET (PM2, iletilmesinde rol oynayan proteinlerin (262-264)
- ! p- PP2) defosforile ederek hiicre sinyali yollarini
diizenleme
Lizozomal olmayan glukozilseramidaz;
ticresel biiylimede, farklilagmada,
VUS yapismada, sinyallesmede, hiicre iskeleti
(NM G()%ég 443) 0(2;15 0873)%:: HET (PM2, dinamiginde ve membran &zelliklerinde (265)
3 ’ p-LY P PP3) rol oynayan daha karmasik
glikosfingolipitlerin ana 6nciileri olan
glukozilseramidlerin par¢alanmasi
VuUs Metalorediiktaz STEAP4; Hiicre igindeki
STEAP4 c.941G>A HET (PM2, demir ve bakir gibi 6nemli metallerin (265,266)
(NM_024636.4) p.Arg314Gln PP3) homeostazi

HET: Heterozigot, HOM: Homozigot, P: Patojenik, LP: ‘likely’ patojenik, VUS: ‘variant of uncertain significance’
* MANE Select etiketi alan transkript se¢ilmistir.

** Patojenisite degerlendirmesi ve kriterlerinde ACMG kilavuzu esas alinmigtir (101).

***Uniprot veri tabanindan yararlanilmustir.

Yapilan analizler sonucunda ailenin her iki liyesinde ortak bulunan ve MS
etiyolojisi ile iligki oldugu diisiiniilen /GLON5A geninde bulunan varyasyon
tartisismistir. Ayrica ASH1’de OMIM’de hipomiyelinizasyonla iliskilendirilmis
genlerdeki varyasyonlar tartismaya dahil edilmistir. Varyasyonlara ait IGV goriintiileri
Sekil 49, 51 ve 52’te gosterilmistir. IGLONSA ¢.178G>A varyasyonun ve sebep

oldugu aa degisikliginin tiirler arasinda korunmuslugu Sekil 50°de gosterilmistir.
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51.826.930 bp 51.826.94
I I I

Total count: 204
A 190 (44%, 47+,
43-)

Cc:0

G : 114 (56%,
68+, 46-)
T:0

s — O x

chrl19:51.826.935

Total count: 237

A 118 (50%, 66+, 52-)
Cc:0

G : 119 (50%. 64+, 55-)
T:0

A C 6 A G C A C G T G A C C

IGLONS

Sekil 49: ASH1 ve A5SH2’de bulunan /GLONS5A ¢.178G>A varyasyonuna ait IGV

goruntisu

.950]|

chr19: 826,930| 65,940 1.826
TCA TCGACGAGCAC 3 GACCGGCGTGGCC TG

INSAN

ADIDDDIDD
PPPDPPDPRDP
IIIIIIII

oozmmmmm

ZEBRABALIGI %° W/
. aT GA_oA. A [G|eAC C <8 GralC. TG

Sekil 50: /GLONS5A ¢.178G>A varyasyonun ve sebep oldugu aa degisikliginin tiirler

arasinda korunmuslugu
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228.345.580 bp
|

]
Il

i\
|

\‘N
I

|
|

0
0
» [
4
0
<[]
0
0
i 0

Glcz

Sekil 51: AS5H1’de bulunan GJC2 c.118 123delinsAGGCCATCGCCTAGAT

varyasyonuna ait IGV goriintiisii

136.690.350 bp
| |

= O >

chr2:136.690.351

Total count: 107
A 1 60 (56%, 35+
25-)

C:0

G 1 47 (44%0, 23+,
24-)

T:0

E

A G G c A

DARS1

Sekil 52: A5H1’de bulunan DARS ¢.564+2T>C varyasyonuna ait IGV goriintiisii

Yolak analiz i¢in tespit edilen 96 varyasyon Metascape’de ve String ¢evrimigi

programlarinda degerlendirilmistir (Sekil 53).

E G0:1904377: hiicre cevresine protein lokalizasyonunun pozitif diizenlenmesi
G0:0043254: protein iceren kompleks diizenegin diizenlenmesi

] G0:0006941: gizgili kas kasilmasi

] hsa04820: Kas hiicrelerindeki hiicre iskeleti

| R-HSA-3781865: Glikozilasyon hastaliklari

| G0:0044270: hiicresel nitrojen bilesigi katabolik stireci
J (G0:0033143: hiicre ii steroid hormon reseptérii sinyal yolunun diizenlenmesi
J G0:0010564: hiicre dongiisii strecinin diizenlenmesi

] R-HSA-9013404: RAC2 GTPaz dongiisii

J G0:0030162: proteolizin diizenlenmesi

| G0:0019362: piridin niikleotid metabolik sireci

] G0:0016310: fosforilasyon

| G0:2001233: apoptotik sinyal yolunun diizenlenmesi

] G0:0006470: protein fosforilasyonu

00 05 10 15 20 25 30 35 40
-log10(P)

Sekil 53: A5 Ailesine ait zenginlestirilmis yolak analiz bar grafi
79



5. TARTISMA

Bu calismada, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi,
Cocuk Noroloji bilim dalinda MS tanisi ile takip edilen hastalardan birinci, ikinci veya
iclincili derece akrabalarinda MS tanisi olan hastalar ve onlarin hasta yakinlarinda
yapilan WES c¢alismasindan elde edilen veriler, genotip-fenotip korelasyonu yapilarak
yorumlanmistir. Calismaya dahil edilen ailelerde 13 kiside MS tanis1 mevcuttu ve
bunlardan 8 tanesi kadin 5 tanesi erkekti. Genel popiilasyona baktigimizda kadin erkek
oranin 2:1 seklinde oldugu goriilmektedir (2). Tiirkiye’de yapilan anket ¢alismasinda
vakalarin %71,5 kadin oldugu belirtilmektedir (25). Ancak ¢cocukluk ¢agi baslangigh
MS hastalarinda 6zellikle ergenlik oncesi kadin erkek orani 1:1°dir (7). Bu da bizim
kohorttumuzdaki genel popiilasyonda goriilen orandan farkli olmasini agiklamaktadir.
Calismaya alinan hastalarin yedisinde ilk ataginin oftalmolojik problemler, geri kalan
liclinde st ekstremitede parestezi sikayetleri ile prezente oldugu tespit edildi.
Tiirkiye’de hastalarda ilk bagvuru sikayetinin en sik %37,6 oranla alt ve iist
ekstremitelerde parestezi-hipoestezi ve %30,6 ile ¢ift gorme-gorme sorunlari oldugu

bilinmektedir (25).

MS’in genetik etiyolojisi tam olarak aydinlatilmamigstir. Bugiine kadar yapilan
caligmalarda siklikla immiin sistem genleri suglansa da calismamizda miyelinizasyon
defektiyle ve/veya norolojik bulgularla iliskili ve oligodendrositlerin gelisimi ve
maturasyonu i¢in Onemli olan genlerde varyasyonlar saptanmistir. Bu sonug,
calismamizi diger ailesel MS caligmalarindan ayirmaktadir. Calismamizda ayrica
kazanilmis immiinite ile iliskili ARRB2, STAT5A4 ve dogal immiinite ile iliskili MPO,
NAAA genlerinde tespit edilen varyasyonlarin EAE ¢alismalarina dayanarak hastaligin
patogenezinde olas1 adaylar olabilecegi ongoriilmektedir. A2 ve A3 ailelerinde UBR4
geninde klinik 6nemi bilinmeyen nadir varyasyonlar tespit edilmistir. Bu gen daha
once ailesel MS olgularinda aday gen olarak belirlenen UBR?2 ile beraber ubiquitin
protein ligaz E3 olusturmaktadir (84,87). Al ailesinde tartisilan NSUNS5 geni ve A4
ailesinde nadir nonsense varyasyon saptanan 7RI/M74 geni daha dnce MS ile iliskili

oldugu bildirilen 7q11.23 bdlgesinde yer almaktadir (14). A2H1, A2H2, A4H1 ve
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AS5H1’de MEFV(NM_000243.3) geninde sirasiyla bulunan ¢.442G>C p.(Glu148Gln),
E148Q, c.2177T>C p.(Val726Ala), V726A, c.2080A>G p.(Met694Val), c.2282G>A
p.(Arg761His) varyasyonlar iilkemizde sik goriilen bir otoinflamatuar hastaligi olan
Ailesel Akdeniz Atesi ile iliskilendirilmistir. Bu gen dogal bagisiklik sisteminin
diizenlenmesinde gorev alan pirin proteinini kodlamaktadir. Tirkiye’de yapilan
calismalarda, MS hastalarinda MEFV genindeki M694V, E148Q V726A ve M680I
varyasyonlar, etkilenmemis etnik olarak eslestirilmis kontrollere kiyasla daha sik

goriilmiistir (142,267)

A1H1 ve A1H2’de NSUNS5 geninde heterozigot ¢.647G>A p.(Cys216Tyr)
varyasyonu saptanmistir. Bu degisiklik klinik 6nemi bilinmeyen varyasyon olarak
siiflandirilmaktadir. Patojenisitesi yiiksek olan varyasyon (CADD:29.3; MetaRNN:
orta derece patojenik) evrimsel olarak korunmus bir bolgede yer almaktadir
(GERP:4.5) ve popiilasyon veri tabanlarinda sadece 2 kiside heterozigot olarak
goriilmiistiir (gnomAD Exomes f = 0.00000137). NSUNS proteini Nop2/sun RNA
methyltransferaz ailesine aittir ve hiicrelerde 28S rRNA'nin 3782’inci sitozinin C5
metil modifikasyonundan sorumludur (268,269). Bu metilasyonun yoklugunun,
ribozomun yapisal konformasyonunu degistirdigi ve translasyon dogrulugunu azalttig
gosterilmistir (270). Nop2/sun RNA methyltransferaz ailesindeki proteinleri kodlayan
genlerden NSUN2, OR entelektiiel gelisim bozuklugu 5 ile, NSUN3 kombine oksidatif
fosforilasyon eksikligi 48 ile iligskilendirilmektedir. Kombine oksidatif fosforilasyon
eksikligi 48 olan hastalarin birinde T2 agirlikli kraniyal MRG’de serebral
hemisferlerde beyaz cevher hiperintensiteleri goriilmistir (271). 7ql11.23
delesyonundan kaynaklanan Williams-Beuren sendromu multisistemik belirtiler
gosteren karmasik bir ndro-gelisimsel bozukluktur ve bu kromozomal bolgede yer alan
NSUNS5 geni delesyonu hastalarin %95’inde goriilmekte olup siklikla sendromun
norolojik bulgularinin nedeni olarak gosterilmektedir. Nsun5 geni monoalelik
susturulmus farelerde, miyelinli akson sayisinda azalma ve gevsek miyelin kilif tespit
edilmistir (272). Nsun5 geni oligodendrosit 6ncii hiicrelerinde ve oligodendrositlerde
yuksek oranda ifade edilmektedir (102). Bu sebeple daha 6nce higbir hastalikla
iliskilendirilmeyen NSUN5 geninin MS etiyolojinde rol alabilecegini 6ngormekteyiz.
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ATH1 ve A1H2’de ARRB2 geninde heterozigot ¢.893A>G p.(Asp298Gly)
varyasyonu saptanmistir. Klinik énemi bilinmeyen varyasyon olarak siniflandirilan
varyasyon su ana kadar popiilasyon veri tabanlarinda goriilmemistir. Varyasyon
evrimsel olarak korunmus bir bolgede yer almakta olup (GERP:5.5) in silico tahmin
araglarina gore patojenik (CADD:29.7 MetaRNN: orta derece patojenik) olarak
degerlendirilmektedir. ARRB2 geni Arrestin/beta-arrestin protein ailesinden olan
arrestin beta 2 (Parr2) proteini kodlamaktadir. Bu protein ailesinin iiyelerinin, G-
protein-bagli reseptorlerin agonist aracili duyarsizlastirilmasina katildignt  ve
hormonlar, ndrotransmiterler veya duyusal sinyaller gibi uyaranlara karsi hiicresel
tepkilerin spesifik olarak azalmasina neden oldugu diisiiniilmektedir. Uniprot veri
tabanina gore hastalarda bulunan varyasyon TRAF6 proteini ile etkilesim kurulan
domaini etkilemektedir (Sekil 54). TRAF6 proteininin IL-17R reseptoriiniin
uyarilmasiyla Actl araciligiyla ubikitinasyonu sonrasinda otoubikitinasyona
ugrayarak kanonik yol iizerinden NF-kB yolagini aktive ettigi diisiiniilmektedir (273).
Barr2, TRAF6 ile birlesip TRAF6 oligomerizasyonunu ve otoubikitinasyonunu
engelleyerek NF-«xB sinyalini inhibe etmektedir (274). Ayrica yapilan ¢alismada Parr2
eksikligi olan EAE farelerinde alevlenmis ve siirekli semptomlarini sergiledigini
gosterilmektedir. Hiicresel diizeyde Parr2 eksikligi EAE farelerinin periferal lenfoid
organlarinda Foxp3+ CD4+ regulatéor T (Treg) hiicrelerinin sayisinda azaldigi
saptanmistir. Ayni c¢alismada, in vitro olarak Parr2 kaybinin Foxp3-CD4+ T
hiicrelerinin Foxp3+ CD4+ Treg hiicrelerine doniisiimiinii engelledigi gosterilmistir
(103) CD4+ T hiicre alt kiime hiicreleri olan Thl, Th17 ve Treg’ler arasindaki
dengenin bozulmasinin ve Treg hiicrelerinin fonksiyon kaybinin MS'teki inflamasyon
yanitin olusmasinda kritik bir 6neme sahip oldugu hem hayvan hem de etkilenmis
birey calismalar ile gosterilmistir (39). Tiim bu calismalar degerlendirildiginde
hastalarimizda buldugumuz varyasyonun hastalarin klinigine katki sagladigi

distiniilmektedir.

o

# ARRB2 Mutations

Sekil 54: ARRB?2 ¢.893 A>G varyasyonun proteindeki bulundugu bolge
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A2H1 ve A2H2’de SAMDY geninde heterozigot ¢.2298delG
p.(Thr767GInfs*11) varyasyonu saptanmistir. Bu degisiklik muhtemel patojenik
olarak simiflandirilmaktadir ve su ana kadar popiilasyon veri tabanlarinda
goriilmemistir. SAMDY (steril bir motif alan1 igeren protein 9), 1.589 amino asitlik bir
proteini kodlamaktadir. SAMD?9 proteinin molekiiler rolii tam olarak aydinlatilamamis
olmakla birlikte viral konak savunma mekanizmalarinda, hiicre g¢ogalmasinda,
endozomal flizyonda ve timdr baskilanmasinda gorev aldigi diisiiniilmektedir (275).
SAMDY'daki heterozigot fonksiyon kazanim varyasyonlari otozomal dominant (OD)
MIRAGE sendromu (miyelodisplazi, enfeksiyon, biiylime kisitliligi, adrenal
hipoplazi, genital (gonadal) fenotipler ve enteropati) (OMIM: 617053) olarak
adlandirilan, multisistemi etkileyen bir hastalikla iliskilendirilmektedir (276).
Fonksiyon kazanimi varyasyonlar, SAMD9'un hiicresel proliferasyonun negatif
diizenleyicisi olarak etkisini artirmaktadir. Bu gendeki heterozigot fonksiyon kaybi
varyasyonlar1 miyelodisplazi ve losemi sendromu 2 (OMIM: 619041) ile
iliskilendirilmektedir. MIRAGE sendromlu hastalarda mikrosefali, hidrosefali, beyaz
cevher anormallileri ve perivaskiiler kalsifikasyonlar gibi néropatolojik bulgular tespit
edilmistir (277). Ayn1 zamanda bu hastalarda kronik ishal basta olmak {izere, reflii,
hematemezis, hematokezya, melena gibi gastrointestinal sikayetler goriilmektedir.
MIRAGE sendromuna sahip kisilerde SAMD9 geninde ikincil somatik varyasyonlar
saptanmaktadir. Geni susturacak varyasyon kazanan hiicreler klonal ¢ogalma avantaji
kazanmakta bu da hastalar1 myelodisplaziye yatkin hale gelmesine sebep olmaktadir.
Yine de ikincil gelisen varyasyonlar hastaligin klinigini hafifleterek kazanim
saglamaktadir. Gerek ikincil varyasyonlar gerek de hastaligin degisken fenotipi (her
hastada adrenal bulgularin goriilmemesi gibi) hastaligin teshisini zorlastirmaktadir. Su
ana kadar MIRAGE sendromlu bireylerde SAMDY geninde missense varyasyonlar
bildirilmistir (275). Bu bulgular dogrultusunda bakildiginda o6zellikle A2H1’de
gordiiglimiiz klinigin bu hastalikla kismi uyumlu oldugu goriilmektedir. Hastalarda
sendromun diger bulgularinin olmamasi1 degisken fenotiple agiklanabilir.
Hastalarimizda ¢er¢eve kaymasi yapan bir varyasyon belirledik. Aslinda erken
sonlandirma kodonu (PTC) tasiyan transkriptler genellikle nonsense-mediated decay
(NMD) tarafindan yikilir ve bu da fonksiyon kaybina neden olur. Bununla birlikte,
tiim PTC'ler fonksiyon kaybiyla sonu¢lanmaz ve bu tiir baz1 transkriptler NMD'den
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kacar ve glidiik proteinler meydana getirerek fonksiyon kazanimina sebep olup fenotip

gosterebilirler (278).

A2H1’de bulunan OPAI geninde heterozigot ¢.826G>A p.(Glu276Lys)
varyasyonu saptanmistir. Klinik 6nemi bilinmeyen varyasyon olarak siniflandirilan
varyant su ana kadar poplilasyon veri tabanlarinda goriilmemistir. Degisim tahmin
araclarina gore patojenik (CADD:33, MetaRNN: patojenitesi desteklenen) olarak
degerlendirilmis olup evrimsel olarak korunmus bir bolgede yer almaktadir
(GERP:5.5). OPA1, mitokondriyal fiizyon ve fisyon arasindaki denge, mitokondriyal
solunum zinciri komplekslerinin stabilitesi ve mitokondriyal krista iginde tutulan
proapoptotik sitokrom molekiillerinin kontrollii salinim1 dahil olmak tizere bir dizi
onemli islevi diizenleyen bir i¢ mitokondriyal membran proteinini kodlar. OPA1
genindeki mutasyonlar Leber kalitsal optik ndropatisine benzer sekilde, i¢ retinadaki
retinal ganglion hiicrelerinin kayb1 ile karakterize OD optik atrofi (OMIM: 165500)
sebebidir (279). Bazi1 hastalarda Optik atrofi plus sendromu diye adlandirilan miyopati,
serebellar ataksi, aksonal sensOrindral polindropatinin ve progresif eksternal
oftalmopleji gibi nérolojik bulgularin eslik ettigi klinik tablo goriiliir (OMIM: 125250)
(280). Yapilan bir ¢alismada OPAI geninde varyasyon tasiyicilarinda kraniyal
MRG’de beyaz cehver degisiklikleri saptanmistir (281,282). Diger ¢aligmalarda da
MS benzeri semptom gosteren hastalarda OPAl geninde patolojik varyasyon
saptanmistir (283,284). Hastamizda atak esnasinda gelisen goz kiiresi hareket
kisitliligl, sag goz kapagi kirpma kusuru gibi bulgular bu varyasyonun klinigin

gelismesinde onemli olabilecegini diisiindlirtmiistiir.

A3H1 ve A3H2’de MPO geninde c¢.1214G>A p.(Arg405His) varyasyonu
saptanmistir. Bu  degisiklik klinik 6nemi bilinmeyen varyasyon olarak
simiflandirilmaktadir ve daha Once popiilasyon veri tabanlarinda nadir olarak
goriilmiistiir (gnomAD Exomes f = 0.0000318). Patojenik etkisi oldugu diisiiniilen
varyasyon (CADD:32, MetaRNN: giiclii patojenik) evrimsel olarak korunmus bir
bolgede yer almaktadir (GERP:4.5). Myeloperoksidaz notrofillerde, monositlerde,
makrofajlarda ve mikroglialarda bulunan lizozomal bir enzim olup dogal immiin
sistemde rol oynar (167). MPO genindeki varyasyonlar OR myeloperoksidaz eksikligi
ve OD Alzheimer hastaligi ile iliskilendirilmistir. Su ana kadar yapilan bir¢ok

calismada MS hastalarin beyin dokusunda artmis myeloperoksidaz aktivitesi
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gosterilmistir (168,170). Tespit ettigimiz varyasyon enzimin katalitik bolgesinde
bulunmaktadir (285). Bu ylizden hastalarimizda bulunan MPO varyasyonun enzim

kinetigini bozarak MS patogenezine katki yapabilecegi ongoriilmektedir.

A3H1 ve A3H2’de NAAA geninde heterozigot c¢.999-3C>T (kirpilma
bolgesinde) varyasyonu saptanmistir. Klinik 6nemi bilinmeyen varyasyon olarak
simiflandirilan varyasyon su ana kadar popiilasyon veri tabanlarinda ¢ok az kiside
goriilmiistiir (gnomAD Exomes f = 0.00112) goriilmemistir. NA4A4 geni varyasyonlari
herhangi hastalik ile iliskilendirilmemistir. N-Acylethanolaminler, arachidonyl
ethanolamide, oleoylethanolamide (OEA) ve N-palmitoylethanolamide (PEA) dahil
oldugu uzun zincirli yag asidi olup NAE'ler inflamasyon, agr1, ndroproteksiyon, istah
ve lipid metabolizmas1 gibi ¢esitli fizyolojik tepkilerin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. N-asetiletanolamin-hidrolize edici asit amidaz (NAAA), NAE’lerin
parcalanarak inaktive edilmesinde gorev alir. NAAA geni fonksiyon artis1 PEA ve OEA
anti-inflamatuar ozelliklige sahip molekiillerin azalisina sebep olmaktadir (174).
MS'in EAE modelinde Naaa ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada
Naaa geninin delesyonun EAE farelerinde hastaligin baslangicini geciktirdigi ve
semptom yogunlugunu azalttigi saptanmistir. Naaa'yr asir1  eksprese eden
makrofajlarin verildigi farelerde EAE indiiksiyonuna karsi vahsi tip yavrularina
kiyasla daha agresif bir klinik yanit vermistir (172). Ayrica NAAA inhibe eden
molekiiller siklikla potent MS tedavisi ajani olarak arastirilmaktadir (173). Tiim bu
calismalar degerlendirildiginde hastalarimizda NAAA genindeki varyasyon genin
fonksiyon kazanimimi saglayip hastaligin  patogenezinde rol alabilecegi
diistintilmistiir. WES analizinin, sadece tan1 koymada degil, ayn1 zamanda uygun ilag
tedavisini belirlemede ve uygun ilag klinik arastirmalarina katilimda da 6nemli bir rol

oynayabilecegini gostermektedir.

A3H2’de SLITRK?2 geninde ¢.943 G>C p.(Val315Leu) hemizigot varyasyonu
saptanmistir. Ayrica bu varyasyona cis pozisyonda gnomAD Exome f = 0.902
frekansta bulunan ¢.939 T>C p.(Pro313=) hemizigot varyasyonu saptanmistir. Bu
degisiklik 6nemi bilinmeyen varyasyon olarak smiflandirilmaktadir, su ana kadar
popiilasyon veri tabanlarinda goriilmemistir ve iki degisikligin ortak etkisini in silico
veritabanlar1 gdstermemektedir. SLITRK?2 geni yakin zamanda XL Entelektiiel gelisim
bozuklugu (OMIM: 301107) ile iliskilendirilmistir. Bu hastalarin bir kisminda
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kraniyal MRG’de beyaz cevher degisiklikleri saptanmistir. Ayrica bildirilen vakalarda
norogelisimsel basamaklar1 normalken regresyon gosterenler mevcuttur. Vakalarin
hicbirinde olgumuzdaki bulgulara benzer g6z bulgusu yoktur. Bu gende hastaliga
neden olan varyasyonlar belli bir domainde kiimelenmemis olup daha 6nce bir hastada
bizim tespit ettigimiz varyasyona yakin yerde konumlanan ve p.(Thr312Ala)
degisikligi yapan bir varyasyon tespit edilmistir (194). Ancak hastaligin heniiz yeni
tanimlanmis olmasi ve vaka sayisinin azligi sebebi ile tiim fenotipik 6zelliklerinin

ortaya ¢ikmamis olmasi1 muhtemeldir.

A3H2’de PSMC1I geninde c.1183A>G p.(Ile395Val) homozigot varyasyonu
saptanmistir. Bu degisiklik 6nemi bilinmeyen varyasyon olarak siniflandirilmaktadir
ve su ana kadar popiilasyon veri tabanlarinda nadir olarak heterozigot durumda
goriilmiistiir (gnomAD Exomes f = 0.000004) ancak homozigot bildirimi yoktur.
Degisimin in silico araglara gore patojenik etkisi oldugu diisiiniilmiis (CADD:23.8,
MetaRNN: 6nemi bilinmeyen) olup evrimsel olarak korunmus bir bolgede yer
almaktadir (GERP:5.17). PSMC1 geni ¢coklu protein kompleksi olan proteazom 26S’in
alt bilesenlerinden birini kodlamaktadir. Bu kompleks, hiicresel fonksiyonlar
bozabilecek yanlis katlanmis veya hasar gormiis proteinleri ve islevleri artik gerekli
olmayan proteinleri uzaklastirarak protein homeostazisinin korunmasinda énemli bir
rol oynar (286). PSMC]I varyasyonlar1 OR kalitilan gelisimsel gecikme, bozulmus
entelektiiel gelisim, konugma kaybi, merkezi hipotoni ile birlikte spastik tetrapleji,
kore, yliriiyememe, isitme kaybi ile karakterize ciddi norogelisimsel bozukluk olan
Birk-Aharoni sendromu (OMIM: 620071) ile iliskilendirilmistir (287). Ayn1 zamanda
bazi c¢alismalarda norodejeneratif hastaliklarla ve noroinflamasyonla iligkili

bulunmustur (201,202).

A3H2’de GRIK?2 geninde ¢.1073G>A p.(Arg358His) heterozigot varyasyonu
saptanmistir. Bu degisiklik 6nemi bilinmeyen varyasyon olarak siniflandirilmaktadir
ve su ana kadar popiilasyon veri tabanlarinda az sayida bireyde heterozigot olarak
goriilmiistiir (gnomAD Exomes f =0.0000398). Varyasyon evrimsel olarak korunmus
bir bolgede yer almakta (GERP:5.3) olup in silico analizler patojenik olabilecegini
(CADD:32 ve MetaRNN: 6nemi bilinmeyen) ongérmektedir. GRIK2 geni Glutamat
kapili katyon kanali olan Kainat reseptorlerinin (KAR'lar) alt birimini kodlamaktadir

GRIK? geninde fonksiyon kaybi OR Entelektiiel gelisim bozuklugu ile (OMIM:
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611092) ve yakin zamanda fonksiyon kazanim varyasyonlart OD Dil bozuklugu ve
ataksi ile nobetlerin eslik ettigi veya etmedigi ndrogelisimsel bozuklugu ile
iliskilendirilmistir (OMIM: 619580). OD formunda bildirilen vakalarin bir kisminda
kraniyal MRG’de beyaz cevherde T2 hiperintens lezyonlar saptanmistir. GRIK?2
genindeki fonksiyon kazanimi yapan varyasyonlarin proteinin M3 transmembran
domaini etkiledigi belirtilmektedir (288). Bazi c¢alismalarda MS hastalarinin
beyinlerinde glutamat miktarinin arttigit  ve glutamat reseptdr genlerinin
varyasyonlariin beyin hacminin kiigiilmesi ile iliskili oldugu gosterilmistir (197).
Ayn1 zamanda bu gendeki varyasyonlar IFN-3 tedavisinin etkinligini belirlemekte ve
yanit verenlerin makrofaj hiicrelerinde genin ekspresyonu azalmaktadir (198).
Hastamizin klinigi her ne kadar GRIK?2 iliskili fenotiplere kiyasla daha hafif olsa da
bu fenotiplerle ilgili az vaka bildirilmis olmas1 dolayisiyla olasi fenotip heterojenitesi
g6z Onilinde bulunduruldugunda ayirict tanida bu agidan degerlendirmek uygun
olacaktir. IFN-B tedavisinden yanit alamamis olmast GRIK2’deki olas1 fonksiyon
kazanimina bagli olabilir ve bu da genetik incelemenin tedavi stratejisini belirlemede

Onemini gostermektedir.

A4H1 ve A4H2’de SPR geninde c.1A>T p.(MetlLeu) varyasyonu
saptanmistir. Patojenik olarak siniflandirilan bu degisiklik, su ana kadar popiilasyon
veri tabanlarinda goriilmemistir. SPR geni sepiapterin rediiktaz enzimini kodlar ve bu
enzim tetra-hidrobiopterin biyosentezini saglayarak dopa yolaginda gorev almaktadir.
Bu gendeki fonksiyon kaybi sepiapterin rediiktaz eksikligine bagli dopaya duyarh
distoni ile iligkilendirilmektedir (OMIM: 612716). Bu hastalarin fenotipik 6zellikleri
arasinda hastalarimizdakilere benzer sekilde okiilomotor apraksi ve okulojirik kriz gibi
gbz bulgular1 goriilmektedir (289). izole servikal distoni hastalarinda yapilan genetik
analizde bir hastada SPR geninde c.1A>C p.(MetlLeu) heterozigot saptanmistir (290).
Bu gendeki hareket bozukluklarimin dopaya duyarli olmasi hastalara yapilan genetik

analizin tedaviye katki saglayacagin1 gostermektedir.

A4H1 ve A4H2’de STAT5A geninde heterozigot ¢.1270A>T p.(I1le424Phe)
varyasyonu saptanmistir. Bu degisiklik Onemi bilinmeyen varyasyon olarak
siiflandirilmaktadir ve su ana kadar popiilasyon veri tabanlarinda goriilmemistir.
Varyasyon evrimsel olarak korunmus bir bolgede yer almakta (GERP:5) olup in silico

analizler patojenik olabilecegini (CADD:27.6 ve MetaRNN: orta patojen)
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ongormektedir. Sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) protein ailesinin
tiyesi olan STATSA bir transkripsiyon faktoriidiir. Cesitli sitokinlerin spesifik hiicre
ylizeyi reseptorlerine baglanmast JAK aktivasyonuna ve kinaz aktivitelerinin
artmasina yol agar. Aktive edilmis JAK'lar, reseptdr kompleksinin hiicre i¢i tirozin
kalintilarin1 fosforile ederek STAT'larin toplanmasint ve fosforillenmesini saglar.
Aktive edilmis STAT'lar homo ve heterodimerler olusturur ve hedef genlerin
transkripsiyonunu indiiklemek icin spesifik gen promoterlerine baglandiklar
cekirdege hizla yer degistirirler. Burada genlerin ifadesini degistirerek immiin
hiicrelerin farklilagsmasini saglarlar (207). Bugiine kadar STAT54 geni herhangi bir
fenotiple iliskilendirilmemis olmakla birlikte ayn1 gen ailesinden STAT3 geni OD
kalittmli multisistemik otoimmiinite ile iliskilendirilmistir (OMIM: 615952).
Stat5a/b'nin susturulmus farelerde Foxp3 eksprese eden CD4 (+) T hiicrelerinde yogun
azalmaya yol ac¢tig1 ve Treg hiicre farklilagsmasinin azaldig1 gosterilmistir (291). MS'in
Thl ve Thl17 hiicrelerinin aracilik ettigi bir otoimmiin hastalik oldugu ve Treg
hiicrelerinin miktarinin azaldig1 bilinmektedir. Stat5a/5b susturulmus farelerde ¢oklu
organi etkileyen tolerans kaybi1 ve otoimmiinite gozlenmistir (206). Ayrica yapilan bir
calismada MS hastalarinda kontrollere kiyasla daha diisiik STAT754 ekspresyonu
gdzlenmistir (207). Tiim bu ¢aligmalar buldugumuz varyasyonun MS etiyolojisi i¢in

onemli olabilecegini diisiindlirtmektedir.

A4H1’in klinigin hafif seyirli oldugu ve son bir yildir ilag kullanmadigi
Ogrenilmistir. Bu hastamizda buldugumuz SARM1 geninde
¢.799 801delinsCGGCTGCACGCCTGCCTCGCAGTAGC (p.Val276Cysfs*7)
heterozigot varyasyon saptanmistir. Bu degisiklik 6nemi bilinmeyen varyasyon olarak
siiflandirilmaktadir ve su ana kadar popiilasyon veri tabanlarinda goriilmemistir.
SARMI proteininin aksonal dejenerasyon ve inflamasyonda 6nemli bir rol oynadigi
ve bu proteinin yol agtig1 aksonal hasar1 engellemenin nérodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde etkili olabilecegi lizerine birgok bilimsel makale mevcuttur (292,293).
Sarm1 genin ekspresyonun EAE modellerinde upregiile oldugu bulunmustur. Ayrica,
astrositik Sarml genin susturulmasi EAE farelerinde hastaligin baslamasin
geciktirmis, demyelinizasyonu ve ndron Oliimiinii engellemistir (223). Bu ¢erceve
kaymas1 mutasyonu proteini fonksiyon kaybina yol acip hastanin kismen de olsa daha

hafif klinik gostermesine sebep olmus olabilir.
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A4H2’de CYP2RI geninde heterozigot c.1241G>A p.(Trp414*) ve DAB2
geninde heterozigot ¢.377G>T p.(Argl26Leu) varyasyonlar1i saptanmistir. Bu
varyasyonlar sirastyla olast patojen, Onemi bilinmeyen varyasyon olarak
siiflandirilmaktadir ve her ikisi de korunmus bolgede yer alip, popiilasyon
veritabanlarinda daha oOnce bildirilmemislerdir. CYP2RI geni vitamin D Oncii
molekiillerinin C-25'e bir hidroksil grubu ekleyerek 25-hidroksivitamin D olusmasin
saglar. DAB2 proteini bobreklerden vitamin D emiliminde rol oynamaktadir (294).
Vitamin D diizey diisiikliigiiniin MS dahil olmak {izere diger otoimmiin hastaliklarina
yatkinlik olusturdugu bilinmektedir (230). Ayrica her iki gendeki polimorfik
varyasyonlarin MS hastalarinda ve normal bireylerdeki dagilimini inceleyen bir¢cok
calisma mevcuttur (232,294).  Vitamin D immiin hiicre fonksiyonlarin1 ve
farklilasmalarini diizenledigi bilinmektedir. Hastamizda da bugiine kadar yapilan
Ol¢iimlerde vitamin D sevyelerinin diisiik oldugu gozlenmistir. Bu iki gendeki
varyasyonun diisiikk vitamin D diizeylerine yol acarak hastada immiin regiilasyonun

bozulmasina sebep oldugu disiiniilmektedir.

AS5H1 ve ASH2’ de IGLONS geninde c.178G>A p.(Val60Met) varyasyonu
saptanmistir. Bu degisiklik 6nemi bilinmeyen varyasyon olarak siniflandirilmaktadir
ve su ana kadar popiilasyon veri tabanlarinda az sayida kiside heterozigot olarak
(gnomAD Exomes f = 0.00000404) goriilmiistiir. Degisimin in silico araglara gore
proteine etkisi oldugu (CADD: 32, MetaRNN: 6nemi belirsiz) goriilmiis olup evrimsel
olarak korunmus bir bolgede yer almaktadir (GERP:5). IgLONS, IgLON ailesine ait
bir hiicre yapisma molekiiliidiir. Bu ailenin tiyeleri bir N-terminal sinyal peptidi, li¢ Ig
benzeri alan ve bir glikozilfosfatidilinositol ¢apasi ile karakterize edilir. Hastalarda
tespit ettigimiz varyasyon Ig benzeri alanda yer almaktadir. IgLON ailesi opioid
baglayic1 protein/hiicre yapisma molekiilii (OPCML), norotrimin (NTM), limbik
sistem iliskili membran proteini (LSAMP), noral biiyiime diizenleyicisi 1 (NEGR1) ve
IgLON ailesi tiyesi 5 (IgLONS) olmak {izere bes liyeden olusmaktadir. Bu genlerin
germline varyasyonlar1 herhangi bir fenotiple iliskilendirilmemistir. insanlarda,
IgLONS proteinleri esas olarak beyin ve testiste ifade edilir (Sekil 55). Beyinde, en
yuksek IglLONS protein seviyeleri serebellumda bulunur. IgLONS proteinin noéral
bliyiime ve akson rehberliginde gorev aldigi diisliniilmekle birlikte tam olarak
fonksiyonu bilinmemektedir. IgLONS proteinine kars1 otoantikorlarla iliskili nadir bir
otoimmiin norolojik bozukluk olan anti-IgLONS hastalifi noérodejeneratif bir

89



hastaliktir. Hastalar uyku bozukluklari, bulbar sendromu, ytiriime dengesizligi, biligsel
bozukluk ve hareket bozukluklari ile bagvurabilir ancak hastaligin klinigi heterojendir.
Hastalik sinsi baslangicli olup progresyon gostermektedir (246). Giiniimiizde hastalik
ile IgLONS varyasyonu ile iligkisini gosteren bir ¢aligma bulunmamakla birlikte bu
gendeki varyasyonlarin protein yapisint bozarak tipki proteine karsi gelisen
antikorlarin zarar vermesi gibi islev kaybma yol acip klinik olusturabilecegi

ongortlebilir.
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Sekil 55: IGLONS dokulara gore transkripsiyonu

AS5H1’de DARS genin kirpilma bdlgesinde heterozigot c¢.564+2T>C
varyasyonu saptanmistir. Bu degisiklik olas1 patojenik varyasyon olarak
siiflandirilmaktadir ve su ana kadar popiilasyon veri tabanlarinda goriilmemistir.
Varyasyonun in silico analizi kirpilmayr bozabilecegini ongdrmektedir. Sitozolik
aspartil tRNA sentetazi (AspRS) kodlayan DARS, kalitsal bir beyaz cevher bozuklugu
olan OR kalitimli Beyin sap1 ve omurilik anormallikleri ve bacak spastisitesi ile
birlikte hipomiyelinizasyondan sorumlu olan gendir (OMIM: 615281). Bir ¢alismada
DARS kaynakli hipomyelinizasyonun adolesans donemde baslayabilecegi ve MS ile
karisabilecegi  belirtilmistir  (259). Yine aym hastada GJC2 geninde
c.118 123delinsAGGCCATCGCCTAGAT p-(Ala40Argfs*33) heterozigot
varyasyon saptanmistir. GJC2 geni konneksin 47 ve gap junction-a12 olarak bilinen
gap junction proteinini kodlar ve oligodendrositlerde yiiksek oranda ifade edilir. GJC2
gendeki homozigot fonksiyon kayiplar1 ayn1 zamanda I6kodistrofi hipomiyelinizan tip

2 (HLD2) olarak da adlandirilan Pelizaeus-Merzbacher benzeri hastalikla
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iligkilendirilmistir (OMIM:608804) (295). HLD2 hastalarinin baslangi¢ belirtisi
nistagmus olup orta derecede gelisimsel gecikme, spastisite ve trunkal instabilte ile
karakterizedir. Bu hastalarin MRG’de hipomyelinizasyona bagli T2 hiperintens
lezyonlar goriilmektedir. HLD2’den daha hafif klinigi olan beynin beyaz
maddesindeki MRI degisiklikleriyle iliskili, ge¢ baslangicly, ilerleyici spastik ylirtiytis
bozuklugu goriilen bir ailede homozigot missese varyasyon tanimlanmistir. Ayrica
subklinik 16kodistrofisi olan bir yetiskinde de homozigot bir GJC2 mutasyonunu rapor
edilmistir. Bu sonuglar, Cx47'nin kismi fonksiyon kaybina neden olan mutasyonlarin
daha hafif SSS fenotiplerine neden olabilecegini diislindiirtmektedir (296). MS
hastalarin postmortem beyin dokusunda yapilan incelemede gap junction proteinlerin

azaldig1 gosterilmistir (256).
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6. SONUCLAR

1. Bu calismada en az biri ¢ocukluk ¢ag1 baslangi¢li olmak tizere ailesel MS
olgularinin genetik etiyolojisi tiim ekzom dizileme yontemi ile arastirilmistir. Literatiir
taramasinda ailesel MS olgularina yonelik arastirilmalar olsa da 6zellikle ¢ocukluk
cag1 baglangich ailesel MS olgularini irdeleyen c¢alisma sayisi oldukg¢a azdir.
Hastalarda varyasyon tespit edilen genlerin agirlikli olarak oligodendrositlerde ve

noronlarda 6nemli fonksiyonu olan genler oldugu belirlenmistir.

2. Calismada yer alan 5 ailenin 2’sinde SAMDY ve SPR genlerinde muhtemel
patojenik varyasyonlar saptanmistir. Ayrica daha once herhangi bir fenotip ile
iligkilendirilmemis olan NSUN5 geninin bu calismanin sonucunda MS ile iligkili
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu gen daha once bir bagka ailesel MS c¢alismasinda aday

bolge olarak belirlenen 7q11.23 bolgesinde yer almaktadir.

3. Ailelerde daha erken baslayan ve klinik seyri daha agir olan bireylerde MS
ile iligkili olabilecegi diisiinlilen varyasyon sayisi daha fazla bulunmustur. Ayrica
klinik seyri hafif olan ve ilacsiz takip edilen bir olguda bu klinikten sorumlu
olabilecegi diisiiniilen SARM geni ¢er¢eve kaymasi varyasyonu tespit edilmistir. Yine
bazi ailelerde tedavi yonetimi ile iliskili varyasyonlar belirlenmistir. Ailesel MS
hastalarinda tiim ekzom dizileme ile tiim kodlayan bolgelerin dizilenmesi, hastaligin
patogenezini anlama, seyrini belirleme ve hasta takibini planlamada kullanilabilen

onemli bir yaklasim olmaktadir.

6. Sonug olarak, tim ekzom dizilemenin multifaktoriyel ve poligenik bir
hastalik olan MS i¢in tek basina yeterli bir degerlendirme yontemi olmasa da MS
ayirict tanisina giren nadir kalitsal hastaliklar1 diglamak ve MS ile iligkili genleri
belirlemek i¢in 6nemli oldugu ortaya koyulmustur. Ancak bulunan aday
varyasyonlarin, ailedeki etkilenmemis bireylerde de degerlendirilmesi gerekmektedir.
Ayrica tespit edilen aday genlerin MS etiyolojisindeki roliinlin kesinlestirilmesi igin

daha genis kohortlu ¢alismalar ve fonksiyonel arastirmalar yapmak gerekmektedir.
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7. WES tiim ekzom bolgelerin dizilendigi bir testtir. Bu sebeple genomdaki
epigenetik modifikasyonlari, intronik ve gen dis1 DNA dizileri, yontemin kisithiliklar
dolayisiyla tespit edilemeyen biiyiik delesyon/duplikasyonlari, genomik yapisal
yeniden diizenlemeleri tespit edememektedir. Ayrica niikleer genomdan ayri olan
mitokondriyal genomdaki varyasyonlar ve delesyon/duplikayonlar
saptanamamaktadir. Atipik kalitim modellerin (di-poligenik) yorumlanma giigliigii
diger bir kisithiliktir. Tiim bunlar g6z oniine alindiginda MS’nin genetik etiyolojisinin

aydinlatilmasi i¢in daha fazla ¢alismanin yapilmasi gerekmektedir.
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