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1. GIRIS

Cocukluk c¢aginda o6nemli bir morbidite ve mortalite sebebi olan
noromuskiiler hastaliklar, periferik sinir ve/veya kaslarin hasar1 veya islev
bozuklugunun goriildiigii genis bir hastalik grubudur (1). Cocuk yas grubundaki
siklig1 21-63/10° olarak belirtilmektedir (2-5). Noromuskiiler hastaliklar igerisinde
onemli bir grubu olusturan motor néron hastaliklari, etkilenen bireylerde yiiriime,

hareket etme, nefes alma ve yutma giicliikleri ile progresif seyir gostermektedir (6).

Genomik diizeyde yapilan ileri molekiiler tetkiklerin yayginlagsmasi
sebebiyle birbiriyle ortiisen veya birbirinden farkli fenotiplere sahip ¢ocukluk ¢agi
motor ndron hastaligr etiyolojisinde tanimlanan farkli genetik etkenlerin sayisi
oldukg¢a artmigtir (7). Cocuklarda en sik kalitsal motor néron hastaligi sebebi,
“Survival of Motor Neuron 1 (SMNI, OMIM *600354” genindeki biallelik
patojenik varyantlardan kaynaklanan ve ©on boynuz hiicrelerinin (alt motor
noronlari) ilerleyen dejenerasyonu ile karakterize olan spinal muskiiler atrofi
(SMA) olup, SMNI iligkili SMA olarak da ifade edilebilmektedir (8). Klinik
degerlendirmeler sonucu SMA siiphesi bulunan hastalarda, oncelikle hastalarin
%96’sinda saptanan SMNI ekzon 7-8 homozigot delesyonunun arastirilmasi
onerilmektedir. SMN1 geninde delesyon saptanmayan hastalarda alt motor néron
veya On boynuz hiicrelerinin etkilenimine isaret eden ek laboratuvar bulgularinin
varliginda, mevcut fenotipin molekiiler etiyolojilerine yonelik yeni nesil dizileme
yontemini kullanan néromuskiiler hastalik gen panelleri, tim ekzom dizileme
(Whole-Exome Sequencing, WES) veya tim genom dizileme (Whole-Genome

Sequencing, WGS) analizlerinin yapilmasi onerilmektedir (9).



Tiim genomun %?2’sinin kodlayan diziler olan ekzonlardan olustugu ve
monogenik hastalik sebebi olan mutasyonlarin %85’inin bu ekzonlarda yerlestigi
bilinmektedir (10). Dolayisiyla tiim ekzonlar1 ayn1 anda degerlendirmeyi saglayan
WES analizi, geleneksel yaklasimlara kiyasla daha etkili ve maliyet etkin bir
yontem olmaktadir (11). Noromuskiiler hastalik degerlendirmesinde sadece
probanda yapilan WES analizleri ile %29-40 oraninda tanisal verim elde

edilebilmektedir (12).

Bu calisma ile, SMNI gen delesyonu dislanmig SMA/alt motor noéron
hastalig1 6n tanis1 olan ¢ocukluk yas grubundaki dokuz hastada, etiyolojinin WES
analizi verilerine dayanarak retrospektif olarak arastirilmasi ve elde edilen verilerin

genotip-fenotip korelasyonu yapilarak yorumlanmasi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Motor noron hastahklari

Noromuskiiler hastaliklar, periferik sinir veya kas hasarinin veya islev
bozuklugunun goriildiigii genis bir hastalik grubudur. Etkilenen bdlge néron hiicre
govdeleri, aksonlar, Schwann hiicreleri, ndromuskiiler kavsak veya kas olabilecegi
gibi, bu bolgelerin ¢esitli kombinasyonlari seklinde olabilir (1). Boylece, heterojen
ozellik gosteren ve siklikla kalitsal bozukluklardan olusan bu karmasik hastalik
grubu, sinir sisteminin 6n boynuz hiicresini, periferik siniri, noromuskiiler kavsagi
ve kas liflerini etkileyebilmektedir. Cocuklukta énemli bir morbidite ve mortalite
sebebi olan néromuskiiler hastaliklarin ¢ocuk popiilasyonundaki sikligi farkli

toplumlarda yapilan ¢alismalarda 21-63/10° olarak saptanmigtir (2-5).

Noromuskiiler hastaliklar tutulum yerine gore noroanatomik olarak
smiflandirilmaktadir; i. 6n boynuz hastaliklari, ii. ndronal hastaliklar, iii.
noromuskiiler kavsak hastaliklar, iv. kas hastaliklar1 (13). Noéromuskiiler
hastaliklar i¢erisinde 6nemli bir grubu motor néron hastaliklar olusturmaktadir (6).
Motor noron hastaliklarinin baslangi¢ yasi, dogumdan yetiskinlige kadar degisen
genis bir yelpaze gostermektedir. Etkilenen bireylerde yiirime, hareket etme, nefes
alma ve yutma giicliikleri progresif seyretmektedir. Alt motor néron fonksiyon
bozukluklarinda belirgin olarak kas giigsiizliigii, kas atrofisi, fasikiilasyonlar ve
refleks kaybi1 saptanirken, iist motor néron fonksiyon bozukluklarinda hiperrefleksi,
spastisite ve anormal reflekslerin pozitiflesmesi tespit edilmektedir (14). Motor

noronlarin spesifik olarak veya daha yaygim bir norodejeneratif siirecin pargasi



olarak dahil oldugu cok ¢esitli etiyolojili hastaliklar mevcuttur (15). Giiniimiizde
diinya genelinde cocuklarn etkileyen en yaygin motor ndéron hastaligi etkeni
enfeksiydz nedenlerdir (16). Motor néron hastaligi klinigi ile bagvuran ¢ocuklarda
kalitsal, immiinolojik, enfeksiydz, paraneoplastik, sporadik veya toksik nedenler
cesitli etiyolojik faktorler goz 6niinde bulundurulmakla birlikte, sinsi baglangigl ve

yavas ilerleyen fenotiplerde genetik temel 6n planda diistinilmelidir (7).

Genomik diizeyde yapilan testlerin yayginlagmasi sebebiyle birbiriyle
ortiisen veya birbirinden farkli fenotiplere sahip ¢ocukluk ¢agi motor ndron
hastalig1 etiyolojisinde tanimlanan farkli genetik etkenlerin sayis1 olduk¢a artmistir
(7). Cocuklarda en sik kalitsal motor ndron hastaligi sebebi, SMNI genindeki
biallelik patojenik varyantlardan kaynaklanan ve 6n boynuz hiicrelerinin (alt motor
noronlarn) ilerleyen dejenerasyonu ile karakterize olan spinal muskiiler atrofidir

(SMA, SMNT iliskili SMA) (8).

Cocuklarda ve genglerde alt motor néron hastalig1 klinigine yol acan farkh

gruplar altinda siniflandirilabilecek cesitli genetik hastaliklar tanimlanmistir:

1. Distal herediter motor noropati (DHMN) veya distal SMA: Belirgin
olarak ekstremite distalini etkileyen motor ndron hastaliklar1 (17)

2. SMA plus veya atipik SMA: Cocukluk ¢agi motor néron hastaligi olarak
ifade edilen ve 6n boynuz (alt motor noéron) hiicrelerinin tutulumu
bulgularina ilave olarak yaygin norolojik (epilepsi, ensefalopati,

spastisite, beyin sapi-serebellum tutulumu, isitme-gérme kaybi) veya



coklu sistem (gastrointestinal, romatolojik) tutulumuna ait bulgular
gosteren hastaliklar (17, 18)

3. Norodejeneratif veya multisistemik genetik hastaliklar: Alt motor néron
etkilenmesine bagli olarak amiyotrofinin (kas atrofisi) izlendigi fakat
bunun ana bulgu olmadigr bazi ndrodejeneratif veya multisistemik
genetik hastaliklar (7)

4. Juvenil ALS: Ust ve alt motor ndron tutulumu birlikte olan juvenil

amiyotrofik lateral skleroz (ALS) klinigi (7)

Klasik SMA’ya ek olarak yukarida sayilan farkli klinik alt motor néron

tutulumu goriilen hastaliklar ilerleyen kisimda ayrintilandirilacaktir.
2.1.1. SM NI iliskili klasik SMA

Spinal muskiiler atrofinin tarihi, 19. yiizyilin sonlarinda Werdnig ve
Hoffman’in birbirinden bagimsiz olarak ilerleyici kas gili¢siizliigii bulunan
cocuklarda yaptiklar1 tanimlamalara dayanmaktadir (19, 20). Werdnig ve Hoffman
tarafindan tarif edilen hastalik klinik olarak daha c¢ok tip 2 SMA’ya uymakla
birlikte, isimleri klinik tablonun daha agir izlendigi tip I SMA nin diger ad1 olarak
yasamaktadir. SMA’nin genetikle iligkisi ise 1990 yilinda ¢ocukluk ¢agi SMA
hastalarimin  biiyilk kismmin 5. kromozomun ql3 lokusu ile baglantisi
kesfedildiginde hizlanmigtir (21). Bu kesfi, 1995 yilinda SMA hastalarinin

%96’sindan sorumlu oldugu belirlenen SMNI geninin bulunmasi izlemistir (22).

Spinal muskiiler atrofi, ilk tanimlandig1 donemden beri kortikospinal veya

duyusal etkilenme olmadan omuriligin 6n boynuz hiicrelerindeki kaybi ve progresif



kas gii¢siizliiglinii iceren hastaliklar1 ifade etmek icin kullamlmakta ve cogunlukla
SMA’nin en sik sebebi olarak bilinen 5q13.2 bandina lokalize SMNIgenindeki
biallelik mutasyonlardan kaynaklanan tipi (SMNI iliskili SMA veya 5q iliskili
SMA) anlasilmaktadir (23). SMNI iliskili SMA baslangic zamani dogumdan
ergenlik ve geng eriskinlige kadar uzanan, spinal korddaki (alt motor ndronlar) ve
beyin sap1 ¢ekirdegindeki ilerleyici dejenerasyon ve 6n boynuz hiicrelerinin
kaybindan kaynaklanan, simetrik tutulum gosteren ve proksimal kas gruplarinda
daha belirgin olmak iizere kas gii¢siizliigii ve atrofisi ile karakterize bir hastalik
grubudur. Dolayisiyla SMA, baslangic yast ve kazanilan maksimum motor
fonksiyonlar temelinde dort farkli klinik grupta siniflandirilir (Tablo 1). Ayrica,
antenatal baslangicli agir SMA formlarii tanimlamak i¢in ek bir fenotipik alt tip

daha (tip 0) belirlenmistir (24).



Tablo 1. Spinal muskiiler atrofinin siniflandirilmasi (24).

OMIM Baslangic Yasam Motor

Fenoti P
P numarasi zamani beklentisi kazamimlar

Diger bulgular

- Agir neonatal hipotoni
- Agir kas giligstizligii
- Arefleksi
Prenatal Birkag -Dogumda solunum
- belirtiler ile hafta, 6 Kazanilamaz yetmezligi
neonatal aydan kisa - Fasiyal dipleji
- Azalmus fetal aktivite
- Atriyal septal defekt
- Artrogripozis

SMA tip 0
Prenatal form

- Bas kontroliiniin kayb1
- Hafif eklem kontraktiirleri
- Normal veya minimal
fasiyal hipotoni
- Cesitli emme ve yutma
problemleri
- Dil fasikiilasyonlart

SMA tip 1 Bas tutma
Akut infantil form .. gelisebilir,
Werdnig-Hoffman 253300 6aydandnce 8102y g oturma

hastalig1 kazanilamaz

- Gelisme geriligi ve
kazanilmig motor
yeteneklerin kaybi

Desteksiz - Azalmig veya alinamayan
oturabilir derin tendon refleksleri
- Proksimal kas giigstizligii
- Parmaklarda postiiral
tremor

25 yasina
253550 6-18 ay kadar
(%70)

SMA tip 2
Kronik infantil form

- Proksimal kas giigstizligii
- Kazanilmig motor
yeteneklerin kaybi

- Halsizlik
- Parmaklarda postiiral
tremor
- Patellar refleksin kayb1

SMA tip 3
Juvenil form 18 aydan Bagimsiz
Kugelberg- e sonra e hareket

Welander hastalig

SMA tip 4 . - Halsizlik
Eriskin form 271150 Eriskin yasta Normal Normal - Proksimal kas giigstizligii

2.1.1.1. Klinik 6zellikler

Spinal muskiiler atrofi tip 1 ya da diger adiyla Werdnig-Hoffman hastaligi,
motor noron hastaliklar1 arasinda en sik goriilendir ve bu hastalik grubunun ilk
tanimlanan modelidir. Dogumdaki sikliginin, farkli cografyalarda degismekle
birlikte, 4-10/100.000 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (25). Yasamin ilk alti

ayinda belirgin hale gelen klinik bulgular nedeniyle etkilenmis bebekler simetrik,



generalize ve proksimal baskin bir kas giigsiizliigii ile birlikte hipotoniktir. Alt
ekstremite iist ekstremiteye gore genelde daha fazla etkilenmektedir. Cogu motor
noron hastaliginda oldugu gibi hafif olmakla beraber fasiyal gli¢siizliik mevcuttur,
ancak eckstraokiiler kaslar korunmustur. Dilde ve nadiren ekstremitelerde
fasikiilasyonlar goriilebilir. SMA tip 1°de, tip 2 ve 3 i¢in daha karakteristik olmakla
beraber nadiren ellerde tremor goriilebilir. Tipik olarak derin tendon refleksleri
alimamaz. Zayif aglama, zayif emme, zayif beslenme, abominal solunum ve
bozulmus sekresyonlar yaygin olarak goriilmektedir. Azalmig gégiis 6n-arka gapi
ile birlikte pektus ekskavatum, can seklinde gogiis ve belirgin karin etkilenmis
bebeklerin karakteristik goriiniimiidiir. Hastaligin erken dénemlerinde interkostal
kaslar etkilenirken, diyafram kaslar1 daha iyi korunmustur. Ekstremitelerde hafif
kontraktiirler goriilebilmektedir, fakat artrogripozis SMA tip 0 ile uyumlu olup,
klasik SMA fenotipinin bir parcasi degildir. Bagimsiz oturma gibi motor
fonksiyonlarin  kazanilamadigi tip 1 SMA’da entelektiiel etkilenme
beklenmemektedir. Mekanik ventilatdr destegi almayan hastalarin biiyliik kismi
yasamin ilk iki yilinda bulbar ve/veya solunum kaslarinin zayifligi sebebiyle

kaybedilmektedir (6).

Spinal muskiiler atrofi tip 2, kronik infantil form olarak yasamin 6-18 aylari
arasinda baglamaktadir (26). Bu hastalar klinik olarak hi¢ yiiriiyemeyen ¢ocuklar
olarak tanimlanmaktadir. Postiirel el tremoru SMA tip 1°den 6nemli farki olmakla
birlikte, dilde fasikiilasyonlar, ellerde tremor, simetrik ve proksimal baskin
giigsiizlik de SMA tip 2 fenotipini karakterize etmektedir. Bozulmus bulbar

fonksiyon ile ilgili problemler daha az goriilmektedir. Tedavi edilmeyen SMA tip



2 hastalarinin %98’1 5 yasina kadar, tigte ikisi ise 25 yasina kadar yasayabildiginden

bu hastalarda kifoskolyoz ve kontraktiirler gelisebilmektedir (6).

Spinal muskiiler atrofi tip 3 ya da diger adiyla Kugelberg-Welander hastaligi
ile cocuklukta baslayan SMA klinigi tanimlanmaktadir (27). Bulgularin ortaya ¢ikis
yas1 goz Oniine alinarak tip 3 SMA, 3a ve 3b olarak iki ayr1 gruba ayrilmaktadir.
Tip 3a’da semptomlar 18 ay ile 3 yas arasinda, 3b’de ise 3 yas ile 21 yaslari arasinda
ortaya ¢cikmaktadir. Etkilenen bireyler daha sonra kaybedecek olsalar da ayakta
durma ve yliriime motor becerilerini kazanabilmektedir. Baglangi¢ semptomlar her
iki tipte de genellikle proksimal bacak kaslarinin gii¢siizliigiidiir. SMA tip 3a
hastalarmin %70’i semptomlarimin baglangicindan itibaren 10 yila kadar, %20’si
ise 40 yila kadar yiiriiyebilmektedir. SMA tip 3b’de ise hastalarin neredeyse tamami
semptomlarmin baslangicindan itibaren 10 yila kadar, %601 40 yila kadar
yiirliyebilmektedir (27). SMA tip 2’de oldugu gibi tip 3’te de ellerde tremor,
arefleksi ve dilde fasikiilasyonlar yaygin goriilen bulgulardir. Tip 3 SMA
hastalarinin daha ileri yaslarda olmasi ve cilt alt1 yag dokularinin korunmus olmasi
sebebiyle ekstremite fasikiilasyonlari tip 1 ve 2’ye gore daha belirgin olmaktadir

(6, 26).

Spinal muskiiler atrofi tip 4’te etkilenen bireyler tipik olarak 21 yasina kadar
hastaliklarinin farkinda olmazlar (28). Baglangi¢ semptomlari, diger tiplerde oldugu
gibi alt ekstremite proksimal kaslarini etkileyen giicsiizliiktiir. Alt ekstremitede
kalga fleksorleri, ekstansorleri ve diz ekstansorleri, iist ekstremitede ise omuz

abduktdrleri ve dirsek ekstansorleri en ¢ok etkilenen kas gruplaridir. Dil ve eklem



fasikiilasyonlar ile ellerde tremor goriilebilir. Baz1 vakalarda baldir bolgesinde

hipertrofi goriilebilmektedir. Yasam beklentisi normaldir (6, 28).

2.1.1.2. Molekiiler patogenez

Spinal muskiiler atrofilerin en yaygin goriilen nedeni motor ndronlarda
yetersiz “Survival Motor Neuron (SMN)” protein diizeyi olmasidir (8, 18).
Cogunlukla 5. kromozomun q13.2 bolgesinde yer alan SMNI geninin her iki
kopyasini etkileyen patojen varyantlardan kaynaklanan bu durum, SMASq ya da
SMN iligkili SMA olarak ifade edilmektedir (8). SMA hastalarinin %96’sinda

SMNI1 geninin 7. ve 8. ekzonlarinin homozigot delesyonlar1 saptanmaktadir (29).

Survival motor néron protein iireten SMNI ve SMN2 genleri, sirasiyla
telomerik ve sentromerik olmak iizere birbirine ters kopyalardan olusan neredeyse
homolog diziler igermektedir. Boylece SMN!'in yoklugu, motor néronlar disindaki
hiicre tiplerinin nispeten normal gelisimine izin verecek SMN proteini iireten SMN2
geni tarafindan kismen telafi edilebilmektedir. Bu genler %99 niikleotit
benzerligine sahip olmakla beraber, SMN2 geninin SMN1 geninden farkli olan beg
niikleotidinden biri olan 7. ekzondaki c¢.840C>T transisyonu, transkriptlerinin
kirpilma noktalarini degistirerek biiyiik kisminda trunkasyona ugramis (7. ekzonu
olmayan) daha az stabil bir SMN proteininin iiretilmesine neden olmaktadir (22,

30, 31).

Spinal muskiiler atrofili hastalarda SMN2 kopya sayis1 degisken (0-8 kopya)
olabilmektedir (8). Her bir SMN2 kopyast1 yaklagik %10 fonksiyonel SMN proteini

tiretebildigi icin SMN1’in fonksiyon kayb1 durumunda, SMN2 geni protein kaybini
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yerine koymakta yetersiz kalmaktadir. Boylece SMA hastalarindaki fenotipik
agirhigin genis araligi, SMN2 geninin kopya sayist ile de iliskilidir. Daha fazla
SMN2 kopya sayist daha hafif fenotip saglarken, mutlak bir korelasyon
bulunmamaktadir. Hastanin fenotipi, diger genetik ve/veya ¢evresel faktorler ile de

etkilenebilmektedir (32).

Survival motor ndron proteini, spliceosomal kii¢lik niikleer (small nuclear,
sn) riboniikleoproteinlerin (RNP) de dahil oldugu ¢ok sayida RNP kompleksinin
biyogenezinde gerekli bir molekiiler saperondur. SMN ekspresyonunda azalmalar,
snRNP’lerin azalmasina ve akis yoniinde RNA kirpilma (splicing) islemlerinde
degisikliklere neden olmaktadir. SMN ayrica aksonlarda ve dendritlerde
bulunmakta, néron gelisimi ve onarimi siire¢lerinde néronal mRNA-protein
komplekslerinin olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Bu sebeple SMA, temel
RNA igleme olaylarindaki kusurlarin neden oldugu, diger motor ndron

hastaliklarinin anlagilmasini da saglayan bir prototip olarak diisiiniilmektedir (33).

2.1.2. Distal SMA’lar

Distal herediter motor noronopati (DHMN) olarak da ifade edilen distal
SMA (DSMA), simetrik tutulum gosteren ve genellikle yavas ilerleyen uzunluga
bagli motor baskin bir noropatidir. Charcot-Marie-Tooth (CMT) hastalig1 ve
herediter duysal noropatinin aksine duysal tutulum belirgin degildir (17). Ancak
bazi DHMN formlarinda az da olsa duyusal etkilenme gozlenmektedir. Buna
paralel olarak bazit DHMN hastalarinda ve bazi aksonal CMT tip 2 hastalarinda ayni

gende ayni patojen varyantlar bildirilmekle birlikte (34-36), motor etkilenmenin

11



baskin oldugu DHMN ile aksonal CMT tip 2 hastaliklari farkli hastaliklardir. ALS,
Kennedy hastaligi ve klasik SMA gibi diger motor sendromlarda da minimal

duyusal etkilenme goriilebilmektedir (17).

“Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)” (37) veri tabaninda
DHMN’nin resesif kalitimli grubu DSMA, dominant kalitimh grubu ise DHMN
olarak ifade edilmektedir. Hem DSMA hem de DHMN genotipik olarak oldukca
heterojen olup, simdiye kadar en az 18 farkli gen/lokus ile iliskilendirilmistir (17,
37, 38). Distal SMA’larin genotipik ve fenotipik Ozellikleri Tablo 2’de
Ozetlenmektedir. Burada sorumlu olarak belirlenen bazi genler ayrica aksonal CMT
tip 2 {GHMBP2, HSPBS, HSPB1, GARS1 ve TRPV4), ALS (DCTN) ve herediter
spastik parapleji (BSCL2, REEPI) gibi motor noronlart etkileyen diger
hastaliklarda da saptanmaktadir. Protein yanlis katlanmasi, aksonal tagima, RNA
metabolizmas1 ve katyon kanal fonksiyonunun bozuklugu gibi mekanizmalar

DHMN’lerin sorumlu nedenleri arasinda bulunmaktadir (Tablo 2).
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Tablo 2. Distal spinal muskiiler atrofinin OMIM veri tabani bilgileri ve fenotipik 6zellikleri.

ECEELL(@0 ] Baslanglg: ve Fenotip 202 Fonksiyon Kahtim modeli  Allelik hastahklar (OMIM numaras1 #) Referanslar
numarasi #) seyir Lokuslar
. . Intrauterin gelisme geriligi, azalmus fetal q .
Distal SMA 1 Bebeklik <. 8 . ; Ribozomal biyogenez, RNA .
(DHMNG6, 604320) Erken letal hareketler, agir infantil aksq?gl noropati, [GHMBP2 isleme OR Aksonal CMT tip 2S (616155) 39)
solunum yetmezligi.
B Cocukluk Ust ve alt ekstremiteleri etkileyen distal Endoplazmik retikulum stresi ve
(Jerash tipi H . R SIGMARI . . . . OR ALSI16 (614373) (40)
DHMN, 605726) Tlerleyici kas gligstizligi mitokondriyal disfonksiyon
Distal SMA 3 Bebeklikten
(DHMN4, erigkinlige Diyafragmatik paraparezi 11q13 - OR (41)
%607088) Yavas seyirli
Distal SMA 4 Zic Hizl ilerleyici, azalmis solunum
(611101) ¢ocukluk fg, nk;i onlar1$ PLEKHG5 Guanin niikleotidi degisim faktorii OR Resesif ara form CMT tip C (615376) (42)
Hizl ilerleyici Y
Dl(s;l‘élgdl? 3 g:f,f;;iliﬁ Alt ekstremite baskin DNAJB?2 Saperon aktivitesini diizenleyici OR (43)
DHMNI1 Juvenil Ust ekstremite tutulumu sonradan
o flerleyici elisebilir ) )

%182960 flerley gelisebil HEEGED —— @4
DHMN2A Geng erigkin . Isi-sok proteini, sicaklik bagimli .

(158590) Hizh ilerleyici Alt ekstremite baskin HSPBS saperon aktivitesi OD Aksonal CMT tip 2L (608673) (45, 46)
1?2)1\&1\5? YaxE/;fl:;irn Alt ekstremite baskin HSPBI Molekiiler saperon oD Aksonal CMT tip 2F (606595) (34)
[()?11\3431\%52 g:g:;:;lﬁﬁ Ayak ve el i¢ kaslarnin atrofisi HSPB3 Aktin polimerizasyon inhibitorii OD (47)
DHMN2D Erigkin . Ubiquitin-protein ligaz

(615575) s S(‘:yiyli El i¢ kaslarinda zayiflik FBX038 T OD (48)
]?gfggi? g;i‘g;;ﬁ;ﬁ Ust ekstremite baskin GARSI Glisil-tRNA sentetaz oD Aksonal CMT tip 2D (601472) (49, 50)

Lipodistrofinin eslik edebildigi progresif
DHMNS5A Geng erigkin - . Adiposit diferansiyasyonu, ensefalopati (615924)
(600794) Yavas seyirli Ultholslitglics budan HERCIA endoplazmik rekulum stresi o Konjenital lipodistrofi tip 2 (269700) Gl 52
OD spastik parapleji 17 (270685)
?;Tg?? g::;;;iﬁﬁ El i¢ kaslarinda amiyotrofi REEP] Aksonal onarim OD OD spastik parapleji 31 (270685) (53)
DHMN7A Geng eriskin o 5 ] Presinaptik konjenital miyastenik sendrom

(158580) Terag setit Vokal kord paralizisi, kaba ses SLC547 Kolin geri alim1 OD 20 (617143) (54, 55)

DHMN7B Geng eriskin Vokal kord paralizisi, solunum zorlugu, DCTNI Vezikiillerin dinein aracili oD ALS yatkinligt (105400) (56)

607641 Yavas seyirli el i¢ kaslarinda zayiflik ve atrofi retrograd taginmast Perry sendromu (168605
y y g try
Konienital CMT tip 2C (606071), Skapuloperoneal
DHMNS (60017) Non Jr ooresif Azalms fetal aktivite, artrogripozis TRPV4 Kalsiyum kanali OD SMA (181405), Iskelet displazisi (113500, (36, 57)
Progr 606835, 156530, 168400, 184095, 184252)
DHMNO (617721) Yai‘gi‘;‘ylirh El i¢ kaslarinda amiyotrofi WARS1 Triptofanil-tRNA sentetaz oD (58)
X'e bagl distal Tlk dekat o . o Menkes hastalig1 (309400)

SMA 3 (300489) Yavas seyirli Alt ekstremite iistten daha once etkilenir ~ ATP74 Bakur transportu XR Oksipital homn sendromu (304150) (59, 60)

OR: Otozomal resesif, OD: Otozomal dominant, XR: X’e bagli resesif
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2.1.3. SMA plus sendromlari

Spinal muskiiler atrofi plus sendromlar1 veya atipik SMA’lar, alt motor
ndron disfonksiyonunun ana 6zellik oldugu fakat tek 6zellik olmadigi, ayirt edici
kas zaafiyeti 0zellikleri sayesinde bir arada siniflandirilabilen bir grup hastaliktir
(7). SMA ile birlikte goriilen pontoserebellar hipoplazi, konjenital SMA ile birlikte
goriilen atrogripozis ve kiriklar, SMA ile birlikte goriilen progresif miyoklonik
epilepsi vb. hastaliklarda baskin olarak proksimal kas zaafiyeti goriilmektedir. Alt
ekstremite bulgular1 baskin olan SMA’lar ve skapuloperoneal SMA’lar ayirt edici
kas giigsiizliigii 6zellikleri bulunan hastaliklardir. Cocukluk cagindan eriskinlige
kadar bulgu verebilen Brown-Vialetto-Van Laere sendromu ve daha c¢ok
erigkinlikte bulgu veren Kennedy hastaliginda (spinobulbar muskiiler atrofi) bulbar
zaafiyet daha belirgin olmaktadir (7, 61). SMA plus sendromlarinin genotipik ve

fenotipik 6zellikleri Tablo 3’te 6zetlenmistir.

Spinal muskiiler atrofi plus sendromlarinda, DHMN’ye benzer olarak bazi
néromuskiiler hastaliklarla ortak sorumlu genler etiyolojide rol almaktadir; aksonal
CMT tip 2 (DYNCIHI, TRPV4), muskiiler distrofi (TRIP4), letal konjenital
kontraktiir sendromu (GLEI) gibi. Cocuklarda ve genglerde motor ndron
bozukluklarinin altinda yatan patojenik mekanizmalardan olan otofaji, protein
kalite kontrolii, hiicre iskeleti dinamigi ve RNA metabolizmasinin diizensiz
regiilasyonu, genel olarak klasik SMA ve ALS'nin mekanizmalari ile ortiigmektedir

(33, 62) (Tablo 3).
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Tablo 3. Spinal muskiiler atrofi plus sendromlarinin OMIM veri tabani bilgileri ve fenotipik 6zellikleri.

Hastahk (OMIM Baslangic

Kalitim

Allelik hastaliklar (OMIM

sensoOrinoral isitme kaybi, optik atrofi, gorme kayb1

) Seyir Fenotip Genler Fonksiyon modeli numaras #) Referanslar
E—: - - - - 63. 64
Pontoserebellar hipoplazi 1A- Erken bebeklik Agur hipotoni, areﬂeks'l, 'k'a}s zagfigll 'sant'ral gorme VRK1 (63,64
; 0.4 kaybi, solunum yetersizligi ve progresif mikrosefali. ~ EXOSC3 . (65)
D (607596, 614678, 616081, Ilerleyici, erken ; . f - RNA isleme OR
618065) B coriilebilil Kranyal MR'da serebral h1p9p1321 ve degisen EXOSCS8 (66)
derecelerde pons etkilenmesi. EXOSCY (67)
Proksimal kas zaafiyeti, hipotoni, arefleksi ve kas Hiicre iskeletinin
Progresif miyoklonik epilepsi Cocukluk yikimi. Dil fasikiilasyonlari, sensorindral isitme kaybi, ASAHI  mimarisi. aksonal OR Farber lipograniilomatozisi (68)
ile birlikte SMA (159950) Tlerleyici poliartikiiler artrit ve yiizde kas zaafiyeti gozlenebilir. ? . (228000)
. ; ] dallanma, otofaji
Sonradan miyoklonik epilepsi.
Kas-iskelet sistemi anomalileri ile birlikte SMA
Konjenital artrogripozis ve Atrtogripozis, kiriklar, kardiyak defektler, agir . . .
kiriklar ile birlikte SMA 1 Antenatal hipotoni, kas zaafiyeti, arefleksi, dilde fasikiilasyon ve TRIP4 RNA isleme OR Dav1gnon-'Chauveau ! m (69)
Erken letal AP distrofi (617066)
(616866) solunum yetersizligi
Konjenital artrogripozis ve Atrtogripozis, kiriklar, kardiyak defektler, agir M .
kiriklar ile birlikte SMA 2 Antenatal hipotoni, kas zaafiyeti, arefleksi, dilde fasikilasyon ve ~ ASCCI RNA isleme OR Barrett 5zofagusu/6zofagus (69, 70)
Erken letal AT adenokarsinomu (614266)
(616867) solunum yetersizligi
, 9 Antenatal .. ] : . Proteasomlarla , -
X'e bagli SMA 2 (301830) Erken letal Konjenital kiriklar, artrogripozis ve dilde fasikiilasyon UBAI T X'e baglt (71)
Konjenital artrogripozisle Antenatal Fetal akinezi deformasyon sekansi, intrauterin veya RNA isleme, Letal konienital kontraktiir
birlikte 6n boynuz hiicre Bebeklik veya erken  dogumdan sonraki giinlerde 6liim. Spinal kord normal, GLE] mRNA eksport OR sen droin ul(253310) (72)
hastalig1 (611890) ¢ocuklukta 6lim 6n boynuz hiicreleri etkilenmistir. mediyatori
Ayirt edici kas tutulumlari olan SMA plus sendromlari
Kojenitalden . . o Aksonal transport .
Alt ekstremite baskin SMA 1 crigkinlige Alt' ek_stremlte pr0k51.ma1 ka's zaafiyeti distalden daha DYNCIH icin dinein Aksonal CMT tlp 20 (614228)
(158600) Nonprogresif ya da belirgin. Alt ekstxjemltic MR'da uyluk adductorlarinda I kompleksinin OD Otozomal dominant mental (73,74)
LT ve semitendindz kasinda zayiflik retardasyon 13 (614563)
yavas seyirli yapisi
Koienitald Hiicre iskeleti
Alt ekstremite baskin SMA ojemta’den Kas zaafiyeti alt ekstremitenin proksimalinde distalden dinamikleri,
erigkinlige . . . . BICD2 Lo 8 OD (75-77)
2A-B (615290, 618291) 1 daha belirgin ve alt ekstremitede tistten daha belirgin. dinein-dinaktin
Yavas seyirli X .
ompleksi
Dogumda, Yiizde ve pektoral kasta progresif giigsiizliik, laringeal Aksonal CMT tip 2C (606071)
Skapuloperoneal SMA bebeklikte palsi. Sensorindral isitme kayb1 ve iskelet anomalileri .~ DHMNS (600175)
. o o . \ R . TRPV4 Kalsiyum kanali OD Iskelet displazileri (113500, (78,79)
(181405) Nonprogresif yada  eslik edebilir. Alt ekstremite MR'da biseps femoris ve
Lo . . 606835, 156530, 168400, 184095,
yavas seyirli medial gastroknemius kaslarinda zayiflik 184252)
. Erken gocukluktan  Tlerleyici pontobulbar palsi, kol, el ve yiizde zayiflik, . .
SR S VT erigkinlige ataksi, disfaji, dilde kas yikimu ve fasikiilasyonlar, SLC5243 LDl OR Fazio-Londe hastaligi (211500) (80)
sendromu 1 (211530) + .o e T transportu
Ilerleyici sensorindral isitme kayb1
. Ilerleyici pontobulbar palsi, kol, el ve yiizde zayiflik, . .
Brown-Vialetto-Van Laere Erken ¢ocukluk A o Riboflavin
sendromu 2 (614707) flerleyici ataksi, disfaji, dilde kas yikim1 ve fasikiilasyonlar, SLC5242 transportu OR (81, 82)

OR: Otozomal resesif, OD: Otozomal dominant.
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2.1.4. Alt motor néron tutulumu olabilen nérodejeneratif veya

multisistemik hastahklar

Motor noron dejenerasyonu, norodejeneratif veya multisistemik hastaliklara
eslik eden 6nemli bir bulgu olabilmektedir. Bu nedenle motor néron tutulumunun
belirlenmesi, hastaligin dogru karakterize edilmesi ve hastanin klinik izleminin
dogru yonetilmesinde 6nemlidir. Hastalarda klinik, elektrofizyolojik ve patolojik
incelemelerle ilerleyici kas zayifligi, amiyotrofi ve denervasyon bulgular ortaya

konabilir.

Alt motor ndron tutulumu olabilen ndrodejeneratif veya multisistemik
hastaliklarin genotipik ve fenotipik 6zellikleri Tablo 4’te 6zetlenmistir. Tablo 4’te
belirtilen hastaliklar, 6zellikle erken donemde hipotoni, kas zaafiyeti ve amiyotrofi
gibi alt motor néron bulgular1 nedeniyle SMA’nin ayirici tanisinda dikkate alinmasi

gereken hastaliklardir (7, 83).
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Tablo 4. Alt motor néron tutulumu olabilen nérodejeneratif veya multisistemik hastaliklarin OMIM veri tabani bilgileri ve fenotipik 6zellikleri.

sendromu (612079) bozulma

hipoplazik hipofiz bezi.

e Baslal‘lglc Fenotip Genler Fonksiyon Kalltm} Allelik hastahklar (OMIM numaras1 #)  Referanslar
numarasi #) Seyir modeli
. Progresif norodejenerasyon. Global gelisme
bi_?ﬂi?gjifggf ;Legl Erken geriligi, bozulmus entelektiiel gelisim, kisith
baglangigls co R konusrpa veya konusma yoklugu, motor AGTPBPI Hedef prqtemlerm OR (83)
Srodei P i anormallikler ve kas atrofisi. Bazi hastalarda deglutamilasyonu
noro( 6?2367?)8}’011 rogrest ataksi, distoni, periferik noropati. Kraniyal
MR'da serebellar atrofi.
. Erken Baglangigta strabismus, hipotoni, kas zaafiyeti ve Beyinde demir birikimi ve
Infantil néraksonal ¢ocukluk gelisme geriligi. Takibinde psikomotor gerileme, PLA2G6 Mitokondri yap1 ve OR norodejenersyon 2 (610217) (84, 85)
distrofi 1 (256600) Genelde spastik tetrapleji, distoni, nistagmus ve optik fonksiyonu Otozomal resesif Parkinson hastaligi 14 >
progresif atrofi (612953)
Amiyotrofi optik atrofi . . . . . S Golgi aparatinda Hipoparatiroidizm-retardasyon-
ile birlikte progresif l‘fi’erils‘f‘f Distal rg‘e’lt(‘;rn’;";gpf‘;;:ggf;‘: gfﬁnvle ikinci TBCE mikrotiibiil OR dismorfizm sendromu (241410) (86)
ensefalopati (617207) s 4 polimerizasyonu Kenny-Caftey sendromu 1 (244460)
0 e o o Alopesi, agir entelektiiel yetersizlik, progresif
Aloé):fsel l’(:llgrr(‘)}eoj il H(l;?;lr(iesli(fa 4 motor bozulma, alt ve {ist motor néron tutulumu, RNA isleme, ribozom
endokrinonati m%) tor santral hipogonadizm, santral adrenal yetmezlik, RBM28 biyogenezinin OR 87)
P kisa boy, mikrosefali ve hipodonti. MR'da diizenlenmesi

OR: Otozomal resesif.
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2.1.5. Juvenil amiyotrofik lateral skleroz

Kortikospinal sistemin, beyin sapmin ve spinal motor ndronlarin
dejenerasyonuyla olusan ALS, yas ve cinsiyete gore degiskenlik gosteren gesitli
klinik 6zellikleri ve baskin motor semptomlari nedeniyle multisistemik bir hastalik
olarak kabul edilmektedir. Toplumlara gore degisken olmakla birlikte, diinya
capinda insidans1 0,4-2,6/100.000 olarak bilinmektedir (88). Vakalarin yaklagik
%90'inda hastalifin baslangi¢ yas1 ortalama altinct dekat ve semptomlarin
baslangicindan itibaren sagkalim siiresi ortalama 2-4 yil olan ALS, poligenik ve
cevresel faktorlerle iliskili karmasik etiyolojisi ile birlikte sporadik bir hastalik
olarak kabul edilmektedir (89). Buna karsilik, geng¢ insanlarin etkilendigi kalitsal
ALS, erkek ve kadinlarda esit oranda goriilmekte ve bimodal hastalik siiresi
gostermektedir. Ozellikle, 25 yasindan 6nce baslayan juvenil ALS, yetiskin
baslangigh tiplere gore daha fazla ailesel kalitilma ihtimaline sahiptir ve hem
otozomal dominant hem de resesif kaliim modelleri gostermektedir (Tablo 5).
Juvenil baglangicli ailesel ALS’ler (juvenil ALS 2, 4, 5, 16), normal yasam
beklentisi ve daha yavas ilerleme ile uzun siireli sag kalim ile iliskilendirilmistir
(90, 91). Buna karsin, sporadik ALS ile uyumlu olarak degerlendirilen ALS 6 (FUS)
veya ALS 1 (SODI) gibi klinik spesifik varyantlarda ergenlik doneminde agresif
seyir gosteren vakalar tanmimlanmistir (92). Bozulmus otofaji, protein kalite
kontrolii, hiicre iskeleti dinamigi ve RNA metabolizmasinin regiilasyonu ALS'min

altinda yatan patojenik mekanizmalar olarak bilinmektedir (62).

18



Tablo 5. Juvenil amiyotrofik lateral skleroz tiplerinin OMIM veri tabani bilgileri ve fenotipik 6zellikleri.

e Baslal.lglg: Fenotip Genler Fonksiyon Kahtm.l Allelik hastaliklar (OMIM numarasi #) Referanslar
numarasi #) Seyir modeli
. Yiiz ve ekstremite kaslarinda spastisite ve zayiflik, - o
Juvenil ALS 2 COC.UkIUk b bulbar ve psddobulbar semptomlar. ALS2 Gua~n'1x'1 nukle(}tlfh OR Juvenil primer lateral skleroz (606353) (93,94)
(205100) Yavas ilerleyici . . . degisim faktori
Kognitif etkilenme goriilebilir.
Juvenil ALS 4 Geng erigkin Agir distal kas zaafiyeti ve piramidal bulgular. SETX DNA tamiri ve oD OR spinoserebellar atrofi ve aksonal néropati 2 95)
(602433) Yavas ilerleyici Korunmus bulbar fonksiyon ve entelektiielite RNA isleme (606002)
. e Distal kas zaafiyeti ve amiyotrofi. Daha sonra .
Juvenil ALS 5 B1r—1k1p01 delfaF spastisite ve bulbar semptomlar. 20-40 yaslarinda SPGI11 Aksonal onarim OR Aksonal- CMT tip 2 X (616668) (96)
(602099) Yavas ilerleyici . - OR spastik parapleji 11 (604360)
tekerlekli sandalyeye bagimli.
Ortalama 40 . .. o e
Frontotemporal X . Hizli ilerleyici spastik yiiriiyis, stizlik, ..
demansla bli)rlikte SR ] ariliyotrof}ll1 dizgrtri vey;ﬁzyl?:s fuut?llllirzntll Transknp styon, . .
. baslangigh > . FUS RNA isleme ve OD, OR Herediter esansiyel tremor 4 (614782) (97, 98)
olabilen ALS 6 = Frontotemporal demans veya entelektiiel .
olabilir . . o DNA tamiri
(608030) ¥ e etkilenme eslik edebilir
Bebeklik Endoplazmik
Juvenil ALS 16 gocukluk Alt ekstremite de _ba;laylp sonradan iist SIGMARI retlkulum str.em ve OR OR distal SMA 2 (605726) (99)
(614373) Yavas ilerlevici ekstremiteyi de tutar mitokondriyal
$ n disfonksiyon

OR: Otozomal resesif, OD: Otozomal dominant
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2.2. SMA ve diger alt motor noéron hastaliklarinin tanisi

Uluslararasi “The SMA Care Group” tarafindan SMA’nin tanis1 ve yonetimi
amactyla hazirlanan kilavuza (9) gore klinik degerlendirmelerle SMA stiphesi olan
hastalarda kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (quantitative polimerase chain
reaction, qPCR) veya multiplex ligation probe amplification (MLPA) yontemleri
kullanilarak SMNI genindeki olasi delesyonlarin arastirilmasi taniya yonelik
uygulanacak ilk agamadir. Bu kilavuzda, SMNI geninin tespit edilen kopya sayisina
gore uygulanacak sonraki analizler bir is akisi semasinda belirlenmektedir (Sekil
1). Delesyon saptanmayan hastalarda diger SMA tipleri veya néromuskiiler hastalik
varlig1 acisindan elektromiyografi (EMG), sinir ileti ¢caligmalar1 ve serum kreatin
kinaz (creatine kinase, CK) seviyeleri belirlenerek hastada norojenik bulgularin
varlig arastirilmaktadir. Tiim bu sonuglar dogrultusunda nérojenik bulgu gdsteren
hastalara ndromuskiiler hastalik gen paneli veya WES/WGS analizlerinin yapilmasi

onerilmektedir (9).
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WES/WGS

Sekil 1. SMA tanisi i¢in Onerilen is akist semasi. Bu sema, “The SMA Care Group” tarafindan
SMA’nin tanis1 ve yonetimi amaciyla hazirlanan kilavuzdan (9) uyarlanmustir.

2.2.1. Biyokimyasal degerlendirmeler

Periferik sinir etkilenmesinin gozlendigi hastalarda vitamin seviyeleri,
monoklonal antikorlar, diyabetik ndropatide hemoglobin A1C seviyesi, otoimmiin
parametreler, bakteriyel-viral seroloji testleri ve agir metallerin seviyelerinin

ol¢iimii Ozellikle genetik dis1 etiyolojilerin belirlenmesinde fayda saglamaktadir
(6).

Serum CK seviyelerinin Olgtimii néromuskiiler hastalik
degerlendirmelerinde 6nemli bir yardimci parametredir. Bazi miyopatiler,
muskiiler distrofiler ve hizli kas yikimina sebep olan hastaliklarda serum CK

seviyeleri normalin 50 katindan yiiksek seviyelere ulasabilmektedir (100). Aksine
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bazi miyopati tiirlerinde de normal seviyelerde saptanabilmektedir (6). Kas
hastaliginin primer gostergesi olarak degerlendirilen serum CK seviyelerinin
yiiksekligi norojenik hastaliklarda da saptanabilmektedir. Norojenik hastaliklardan
genellikle SMA tip 1°de normalin 5 katina kadar, ALS’de 3-4 katina kadar ve

Kennedy hastaliginda 8 katina kadar yiikselebilmektedir (6, 101).

Yiiksek serum CK seviyeleri her zaman patolojilerle iligkili olmayabilir.
Serum CK seviyeleri cinsiyetten, irktan, yastan ve kas kitle miktarindan
etkilenebilmektedir. Ayrica, elektrodiagnostik testlerden sonra serum CK seviyeleri
normalin 5 katina kadar, baska invazif tibbi girisimlerden sonra normalin 50 katina
kadar yiikselebilmektedir. Bu gibi durumlarda serum CK seviyelerinin bir hafta

igerisinde normale seviyelere donmesi beklenmektedir (6).

2.2.2. Elektrodiagnostik degerlendirmeler

Pediyatrik noroloji hekimleri tarafindan yapilan bu degerlendirmeler EMG
ve sinir ileti ¢aligmalarimi igermektedir. Elektriksel sinir stimiilasyonuna veya
istemli bir kasilmaya kas tepkisi test edilmekte ve sinirler icindeki iletim hizlar
Olciilmektedir. Sonuclar, anormal bir kas tepkisi (miyopatik model) ile motor sinir
liflerinin tutulumu (néropati veya denervasyon, norojenik model), yani sadece kas
ve motor ndron etkilenimlerini igeren hastaliklar arasinda ayrim yapmay1
saglamaktadir. EMG ve sinir iletim hiz1 6l¢iimlerinin birlikte kullanimi saf motor
ndropatileri, demiyelinizan sensorimotor ndropatileri (hem motor hem de duyusal

sinir latensisinde belirgin uzama ve c¢ok diisliik iletim hizlar1) ve aksonal
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sensorimotor ndropatileri (normal latensi ve iletim hizlan ile azalmig yanit)

ayirmaya yardimei olmaktadir (102).

2.2.3. Sinir ve kas goriintilleme yontemleri

Noromuskiiler hastaliklarin  degerlendirilmesinde manyetik rezonans
goriintiileme (MRI), bilgisayarli tomografi (BT) ve ultrasonografi yontemleri
kullanilabilir. Bunlar arasinda daha sik kullanilan ve klinikte hasarlarin
belirlenmesi ve hastaliklarin birbirinden ayirt edilmesinde daha ¢ok fayda saglayan
yontem MRID’dir (103). MRI yontemi ile kas incelemesinde, kas dokusunun yag
dokusu ile yer degistirmesi tespit edilerek dogrudan kasi veya denervasyon yoluyla
siniri etkileyen kronik hastaliklarin tespiti saglanabilir. MRI’1n, farkli lokasyon ve
modalitelerde uygulanmasi ile akut sinir hasarlari, fokal sinir tuzaklanmasi veya
kompresyonu, periferik sinir tiimorleri, inflamatuvar demiyelinizan néropatiler ve
intramedullar hastaliklar degerlendirilebilmektedir. Ek olarak CMT’de hipertrofik

sinirlerin saptanmasinda kullanilabilmektedir (102).

2.2.4. Sinir ve kas histopatolojisi

SMNI-iligkili SMA’da 6n boynuz hiicrelerinin dejenerasyonu Werdnig ve
Hofmann’1n ilk makalelerini yayimladiklar1 yillardan itibaren bilinmektedir (104).
On boynuz hiicrelerinin mikroskobik degerlendirilmesinde artmis ndrofilamentler
igeren motor ndronlarm hidropik dejenerasyonu ve medulla spinalis ventral kokleri

icinde artmis glial demetler goriilebilmektedir (6).
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SMA’da iskelet kasinin mikroskobik goriintiilemesinde ise genellikle
denervasyona bagl grup atrofisi ve tipl fiber hipertrofisi gibi klasik motor néron
hastalig1 bulgularina rastlanir. Bununla birlikte, SMA tipleri arasinda az da olsa
histopatolojik farkliliklar gozlenebilmektedir. SMA tip 1’de kas biyopsisinde
kiictik yuvarlak sekilli atrofik tip 1 ve tip 2 fiberler arasinda normal veya hipertrofik
tip 1 fiberler goriiliir. Tip 1 SMA ile karsilastirildiginda tip 3 SMA’da daha fazla

denervasyona bagli grup atrofisi ve tip1 fiber hipertrofisi goriilmektedir (105).

SMA’da kas ve sinir biyopsileri i¢in mikroskobik bulgular yukarida
Ozetlenmis olmakla birlikte, molekiiler genetik caginin baglamasiyla kas veya sinir
biyopsisinin tanida kisitli yarar1 ve islemin invazif olmasi nedeniyle giiniimiizde
oncelikli tan1 yaklagimlari arasinda yer almamaktadir. Ancak yapilan genetik
testlerle homozigot delesyon veya mutasyon bulunamamasi durumunda klinik
aragtirmaya devam edilip kas veya sinir biyopsisi gibi invazif islemler ayiric

tanilarin desteklenmesi veya diglanmasi i¢in uygulanabilir (9, 106).

2.2.5. Molekiiler yontemler

2.2.5.1. SMN1 iliskili SMA’nin molekiiler tanisi

Spinal muskiiler atrofi klinik olarak taninabilir 6zelikleri olan bir hastalik
olmakla birlikte, klinik taninin molekiiler olarak dogrulanmasi gerekmektedir.
Tipik SMA hastalarinin %96’sinda etiyolojide SMN1 geni ekzon 7 veya ekzon 7-8
homozigot delesyonu olmasi nedeniyle hastalarda ilk olarak bu delesyonun

belirlenmesi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu — restriksiyon fragman uzunluk
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polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi kullanilmaktadir. Bunun disinda SMN/ geni
ekzon 7 veya ekzon 7-8 delesyonunu degerlendirmek i¢in hem hastalarda hem de
tasiyicilik aragtirmasinda kullanilabilecek yontemler; qgPCR, MLPA ve yeni nesil
dizileme (Next-generation sequencing, NGS) analizidir. Bu {i¢ yontem, SMN1 geni
ekzon 7 veya ekzon 7-8 delesyonunu degerlendirmek i¢in altin standart olarak kabul

edilmektedir (9).

Survival motor neuron 2 geninin kopya sayis1 her allelde 0-4 arasinda
olabilmektedir (8). Genin her bir kopyasi yaklasik %10 fonksiyonel SMN proteini
iiretebildigi icin, SMA fenotipinin agirligim etkileyen 6nemli bir faktdr olan SMN2
geninin kopya sayisinin rutin olarak arastirilmasi onerilmektedir (107). Bunun
yaninda yakin zamanda kullanima girmis bir antisens oligoniikletid ajan olan
nusinersen tedavisine aday hastalar1 belirlemek icin SMN2 kopya sayisinin

degerlendirilmesi gerekmektedir (108).

Survival motor neuron 1 geninde nadiren patojen tek niikleotid varyantlari
delesyonlarla birlikte trans olarak saptanabilmektedir. Bu varyantlarin tespiti
genomik DNA’dan “long-ranged PCR” sonrasi1 kodlayan bolgelerin dizilenmesi
veya SMNI transkriptlerinin “revers transkriptaz PCR” islemi sonras1 dizilenmesi
ile tespit edilebilmektedir (109, 110). “The SMA Care Group” tarafindan SMA nin
tanis1 ve yonetimi amaciyla hazirlanan kilavuzda SMA siiphesi bulunan ve SMNI
geni tek kopya olarak tespit edilen hastalarda tek niikleotid varyantlarinin
arastirtlmasi 6nerilmektedir. SMN1 kopya sayist iki veya daha fazla olan hastalarda
ise 5q-dis1 SMA’larin molekiiler tanisina yonelik olarak néromuskiiler hastalik gen
panelleri veya WES/WGS gibi kapsamli analizlerin yapilmasi dnerilmektedir (9)
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2.2.5.2. 5g-dis1 SMA’larin molekiiler tanist

5g-dis1 SMA’larin molekiiler tanisinda kullanilan néromuskiiler hastalik
gen panelleri, WES ve WGS testleri, yontem olarak ayni anda birgok DNA dizisini
analiz edebilmek i¢in gelistirilmis yeni nesil dizileme (Next Generation
Sequencing, NGS) sistemlerini kullanarak yapilmaktadir. NGS ile milyonlardan
milyarlara varan sayilarda ortiisen kisa okumalar elde edilmektedir. Elde edilen
okumalar referans genomda haritalanip karsilagtirilmaktadir (mapping, alingment).
Haritalanan okumalardan bir veya daha fazla baz pozisyonunda yeterli sayida
okuma referans sekansla eslesmediginde varyant tespit edilmektedir (variant
calling). Bu asamada elde edilen varyantlara (panellerde diizinelerce, WES’te on
binlerce, WGS’te milyonlarca) ¢esitli araglarla anotasyon islemi uygulanmaktadir.
Anote edilen varyantlar gendeki yerlesim yerlerine gore, saglikli popiilasyon
verilerindeki siklik bilgilerine gore ve varyant veri tabanlarindaki mevcut
simiflamalara gore filtrelenmektedir. Bu agsamalardan sonra elde edilen varyantlar
hastalarin klinikleri ile birlikte yorumlanarak patojenite siniflamasiyla birlikte

raporlar olugturulmaktadir (111, 112).

Yeni nesil dizileme uygulamalarindan klinik ile uyumlu 6nceden
tanimlanmis hastalik genlerini iceren paneller, sonu¢larinin yorumlanmasi en kolay
ve en az maliyetli grubu olusturmaktadir. Hedeflenen bolgelerde varyant yakalama
etkinligi ve derinlik degerleri WES ve WGS’e gore daha iyi olmaktadir (12, 111).
Gen panellerinin, klinik taninin tek bir gene isaret etmedigi durumlarda birinci
sirada tercih edilecek genetik testler olarak faydalar1 kanitlanmistir (113). SMA/alt
motor noron hastaligi ve aksonal CMT 2 6n tanilar1 olan hastalarin farkli gen
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panelleri ile degerlendirildigi bir calismada, alt motor ndéron hastaligi genlerini
iceren panellerle %13 tanisal verim elde edilirken, ndromuskiiler hastaliklarla
iliskilendirilmis 479 geni igeren gen panel dizileme analizinde verim %33’e
ulagsmugtir (114). Tasarimlari ve inceleme kapsami belirli genlerle sinirlt oldugu igin
paneller klinik kullanimda daha uygun olmakla birlikte, bilinmeyen bir sorumlu
genin arastirildigr durumlarda diger secenekler daha 6n planda olamktadir. Bunun
yaninda, siirekli kesfedilen yeni hastalik genleri nedeniyle panel tasarimlarinin hizl
bir sekilde giincellenmesi gerekliligi bulunmaktadir (12). Giiniimiizde
néromuskiiler hastaliklarla iligkili oldugu bilinen 587 gen mevcut olup bu say1 yeni

kesfedilen genlerin eklenmesiyle artig gostermektedir (115).

Tim ekzom dizileme, genomda tim protein kodlayan bolgelerin
(ekzonlarmn) zenginlestirme ve yiiksek verimli sekanslama yoluyla potansiyel
varyantlarin analiz edilmesini saglayan bir yeni nesil dizileme teknigidir.
Mendeliyan hastaliklara neden olan varyantlari %851, genomda yalnizca %2’lik
yer kaplayan ekzonlarda yer almaktadir (10). Insan genomunda bilinen 20.000
gendeki ortalama 180.000 ekzonun taranmasi yoluyla Mendeliyan kaliim 6zelligi
gosteren hastaliklar ve kompleks hastaliklara yol acabilecek genetik varyantlarin
saptanmasina olanak saglayan bu teknik, taniya yardimci olan basit ve uygun
maliyetli bir yaklasim avantaji saglamaktadir. Panel tasarimlarindan farkli olarak
sorumlu  genetik etiyolojinin  bilinmedigi hastaliklarda yeni genlerin
tanimlanmasina olanak saglamaktadir. WES testinde panellere gore hedeflenen ve
zenginlestirilen bolgenin daha genis olmasi derinlik degerlerinin panellere kiyasla

daha diisiik olmasi ve ozellikle dizilenmesi zor olan bolgelerde bazen okuma
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derinliginin sifira kadar diigmesine sebep olmaktadir. Psddogenler, tekrar dizileri
ve duplikasyon-delesyon bolgeleri de elde edilen kisa okumalarin referans genomla
eslesmenin basarisim diislirerek yanlis pozitiflik ve yanhs negatifliklerle hatali

sonuglarin olugsmasina sebep olabilmektedir (111).

Noromuskiiler hastalik tanisinda yalmzca probanda WES analizinin
uygulandig: ¢caligmalarda %29-40 oraninda tanisal verim elde edilirken (116-119),
akraba evliliginin sik oldugu topluluklarda oran bu oran %73’e kadar ¢ikmaktadir
(120). WES analizinde tanisal verimi artirmanin bir diger yolu da anne-baba ve
probandi igeren trio ¢alismalaridir. Bu analiz yontemi, hizla de novo varyantlarin
tespitine ve cis veya trans durumlarinin belirlenmesine olanak tanidigindan hem
otozomal dominant hem de otozomal resesif hastaliklarin tanisi i¢in fayda
saglamaktadir (12). WES analizi ile limb-girdle muskiiler distrofi hastalariin
degerlendirildigi bir ¢aligmada yalnizca probanda WES ¢aligildiginda hastalarin
%40’1nda molekiiler tan1 elde edilebilirken, trio ¢aligmalarinda %60 tanisal verim

saglandigi bildirilmistir (118).

Tiim genom dizileme, genomun tamamina yakin bir dizileme sagladigindan,
kapsama 6zelliginin her yerde benzer olmasi beklenmektedir. Buna karsin WGS,
panel ve WES analizlerine gore daha pahali, sekans isinin daha ¢ok ve saklanacak
veri miktarinin ¢ok daha biiyiik oldugu bir analizdir. Verilerin %981 kodlamayan
bolgeye iligkin oldugu i¢in varyantlarin karakterize edilmis ve siniflandirilmig
kism1 daha azdir ve bu sebeple varyantlari yorumlamak daha zordur (111).
WGS’nin avantaj sagladigi durumlar ise gen panelleri ve WES ile saptanamayacak
kodlamayan bolgelere ait varyantlarin ve kromozomal yeniden diizenlenimlerin
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yakalanabilmesidir. Mikroarray ve WES analizleri ile tan1 alamayan 50 entellektiiel
yetersizlik hastasinda, WGS ile hastalarin %42’sinde genetik sebebin ortaya
kondugu bildirilmistir (121). Ek bir avantaj olarak, uzun okumali sekans
teknolojilerini kullanan WGS platformlari, WES ve gen panel analizlerinin yetersiz
kaldig1 tri-, tetra-, hekzaniikleotid tekrar artiglari1 ve kisitlanmalarini saptamada

basarili olmaktadir (122).
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3. GEREC ve YONTEM

Calismaya 2018-2019 yillarinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali poliklinigine spinal muskiiler atrofi/alt motor ndron
hastaligi kliniginin varligi nedeniyle Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Pediyatrik
Noroloji Bilim Dali’ndan refere edilmis hastalar retrospektif olarak taranarak SMN1
geninde delesyon varligi dislanmis olan 6’s1 erkek 3’1 kiz toplam 9 hasta dahil

edilmistir.

Calismaya alinan hastalarin spinal muskiiler atrofi/alt motor ndron hastalig
On tanis1 almasi ve SMN1 geninde 7-8. Ekzon delesyonunun diglanmig olmasi esas

alinmugtr.

Calisma igin Etik Kurul onayi, 27.01.2020 tarihli Gazi Universitesi Tip

Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan 115 karar numarasiyla alinmistir.

3.1. Hastalar
3.1.1. Hasta 1

On iki yas 9 aylik kiz hastanin, iki buguk yaginda iken kisa adimlar atma,
parmak ucunda yiiriime, aksama ve sik diisme gibi yiiriime ile ilgili sorunlar1 ve
konusmasinda gecikme nedeniyle Pediyatrik Noroloji boliimiine bagvurulmus ve o
donemden beri takip ediliyor. Antenatal takipleri normal olan hastanin, dogum
sirasinda ve dogum sonrasi erken donemde herhangi bir saglik problemi olmamus.

Alt1 aylikken desteksiz oturabiliyormus ve bir yasinda iken tutunarak ayaga
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kalkabiliyormus. Bir yasindan sonra 3-4 kez gecirdigi febril ndbetler nedeniyle
motor gelisimi yavaslayan hasta, iki yasindan sonra yiirlimeye baglamis. Takip eden
donemde o6zellikle alt ekstremitede spastisite baslamis ve bes yasindan beri Fiziksel
Tip ve Rehabilitasyon boliimiince takip ediliyormus. Alt ekstremitelerini etkileyen
spastisite i¢in iki kez botulinum toksini enjeksiyonu uygulanmis. Halen desteksiz
oturabilen fakat desteksiz yiirliyemeyen ve yiiriiyilis destegi igin ayak-bilek ortezi

kullanan hastanin mobilizasyonu tekerlekli sandalye ile saglaniyor.

Iki yasinda iken ilk kelimelerini sdyleyebilen hastanin, uzun ciimleler
kurmaya baslayabildigi zaman ailesince hatirlanmiyor. Bir bucuk yasinda iken
sfinkter kontrolii baslamis. Yedi yasinda iken gozlerde kayma, kisa siireli biling
kaybr ile giden bir ndbeti ve on iki yasinda iken uykuda generalize nobeti olmus
ancak antiepileptik ila¢ kullandiriimamis. On iki yasinda menars goriilmiis. Okul

basarisi diisiik olan hasta, halen fizyoterapiye ek olarak 6zel egitim aliyor.

Aralarinda doérdiincii derece akrabalik bulunan saglikli 32 yaginda anne ve
40 yasinda babanin, hasta disinda 11 ve 9 yaslarinda saglikl iki kiz ¢ocuklari
mevcut. Hasta 1’e ait pedigri Sekil 2°’de bulunmaktadir. Hastanin dordiincii derece
akrabalar1 arasindaki gérme engeli olan bir bireyin (V-3) ve entelektiiel-motor
gelisme geriligi olan iki bireyin (V-1 ve V-2), hastaliklarinin etiyolojisine yonelik
aileden herhangi bir bilgi alinamamuis, bu hasta bireylerin anne-babalarinin akraba

olmadig1 6grenilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Hasta 1’e ait pedigri.

Hastanin 12 yas 9 aylikken yapilan fizik muayenesinde; viicut agirligi 46 kg
(-0,4 SD), boyu 150 cm (-1,13 SD) ve bas gevresi 53,5 cm (-0,79 SD) olarak
oOl¢iildii. Muayene sirasinda dizartrik konustugu ve desteksiz ayakta duramadigi
gozlemlendi. Dismorfik degerlendirmede; hafif hipertelorizm, diastema, sag
lomber bélgede 2x2 cm boyutunda hiperpigmente alan bulunan hastanin sol
bacaginda iki adet kas biyopsisi skar1 ve bilateral pes planovalgus vardi. Norolojik
muayenede; alt ekstremitede azalmis kas giicii, canli derin tendon refleksleri ve

degisen agirliklarda spastisite oldugu tespit edildi.

Laboratuvar degerlendirmelerinde; periferik kanda CK seviyesi hafif
artmisti. Beyin MRI, beyin difiizyon MRI, beyin MRI spektroskopi, lomber MRI

ve kalca MRI degerlendirmeleri normaldi. Uykuda gecirdigi generalize nobet
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sonrast yapilan uyku elektroensefalogram (EEG) degerlendirmesi normaldi.
Hastanin igne EMG ve sinir ileti ¢calismalari motor tutulumun belirgin oldugu
aksonal noropati ile uyumlu olarak degerlendirildi. Hastaya yapilan kas biyopsisi,
artefaktli 6rnek olarak degerlendirilerek kas dokusundaki patolojiye dair bilgi elde
edilememisti. MLPA yontemi ile yapilan SMNI ekzon 7-8 kopya sayisi
degerlendirmesinde degisiklik saptanmadi. Gelisme geriligi, entelektiiel yetersizlik,
epilepsi ve alt ekstremitede kas gii¢siizliigli bulunan hastanin elektrofizyolojik ve
laboratuvar incelemelerinde norojenik bulgularin belirlenmesi {izerine, hastada
SMA/alt motor néron tutulumunun eslik ettigi bir hastalik tablosu diisiiniilerek ileri

molekiiler analizler yapildi.

3.1.2. Hasta 2

On yedi yas 8 aylik erkek hastanin iki yildir tutunarak merdiven ¢ikma ve
cabuk yorulma sikdyetleri mevcutmus. Antenatal takipleri normal olan hastanin
maternal anatomik uygunsuzluk nedeniyle sezaryen/seksiyo ile miyadinda dogumu
gerceklesmis. Postnatal donemde unilateral kriptorsidizm nedeniyle orsiopeksi
operasyonu gecirmis. On yasinda iken iki kez uykuda afebril ndbet gegiren hastanin
iki buguk yil sodyum valproat tedavisi ile baska nobeti olmamis ve sonrasinda
tedavisi sonlandirilmis. Hastanin benign seyirli ndbet dykiisiinden sonra, yakin
zamanda kas gli¢siizliigii sikayetlerini takiben yeniden afebril nobetleri baslamas.
Yapilan Pediyatrik Noroloji degerlendirmelerinde bu nobetlerin aksiyel miyotonik
karakterde oldugu belirlenmistir. Alt1 aylikken desteksiz oturabilen hasta, iki

yasinda desteksiz ylirlimeye ve climle kurmaya baslamis. Sfinkter kontroliinii 2
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yasinda iken saglamis. Okul basarisi ortalama imis. Puberte bulgular1 zamaninda

baslamais.

Aralarinda altinci derece akrabalik bulunan 38 yasinda Hashimoto tiroiditi
olan anne ve 42 yasinda saglikli babanin hasta disinda ambliyopi problemi bulunan
on yaginda bir kiz ¢ocugu ve saglikli yedi yasinda bir kiz cocugu mevcut. Hastanin
soygecmiginde benzer problemi olan birey bulunmamaktaydi. Hasta 2’ye ait pedigri

Sekil 3’te bulunmaktadir.

v [ 0253:5‘ O O O ﬁ 9
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pilepsi ve proksimal
kas gligstizliigii

Sekil 3. Hasta 2’ye ait pedigri.

Hastanin 17 yas 8 aylikken yapilan fizik muayenesinde; viicut agirligi 60 kg
(-1,3 SD), boyu 169 cm (-1,09 SD) ve bas gevresi 57,5 cm (-0,09 SD) olarak
ol¢iildii. Dismorfik degerlendirmede; frontalde yukart yonlii saglar ve diastema
mevcuttu. Norolojik muayenede; alt ekstremite proksimalinde azalmis kas giict,
normal kas tonusu, canli derin tendon refleksleri, dizartri, trunkal ataksi, Gowers
arazi, ellerde intansiyonel tremor, topuk iizerinde yiirlime zayif ve tandem yiiriime

sarsak olarak saptandi. Patolojik refleks alinmazken, 5-6 atimlik klonus aliniyordu.
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Laboratuvar degerlendirmelerinde periferik kanda CK seviyesi 5-6 kat
artmist1. Beyin MRI’da solda lateral ventrikiil gévde diizleminde subkortikal beyaz
cevherde birkag adet milimetrik boyutlu nonspesifik nodiiler sinyal degisiklikleri
raporlandi. Beyin difiizyon MRI’1 normal olan hastanin, lomber MRI’inda hafif
spondiloz raporlandi. 18 yasinda uyanik ve uykuda iken ¢ekilen EEG’de serebral
disfonksiyon ve paroksismal bozukluk varligina isaret eden bulgular raporlandi.
Igne EMG ve sinir ileti calismalarinda, motor ndron veya aksonlarin yaygin kronik
norojenik tutulumunu destekleyen bulgular saptandi. Hasta 2°ye MLPA yontemi ile
yapilan SMNI ve SMN2 ekzon 7-8 kopya sayis1 degerlendirmesinde 2 kopya SMN1
ve 1 kopya SMN2 varlig1 saptandi. Epilepsi ve proksimal kas gii¢csiizliigli bulunan
hastanin elektrofizyolojik ve laboratuvar incelemelerinde norojenik bulgularin
belirlenmesi iizerine, epilepsinin eslik ettigi SMA/alt motor néron tutulumu tablosu

diisiiniilerek hastaya ileri molekiiler analizler yapildi.

3.1.3. Hasta 3

Iki yas 2 aylik erkek hastada, yiiriimede dengesizlik olmasi ve kas giicii
zay1flig1 nedeniyle Pediyatrik Noroloji boliimiine bagvurulmus. Antenatal takipleri
normal olan hastanin, dogum sirasinda ve dogum sonrasi erken donemde herhangi
bir saglik problemi olmamis ve yenidogan taramalari normalmis. Yedi-sekiz
aylikken gelisimsel kalca displazisi nedeniyle 4 ay ortez kullanmilmis. Bir yasia
kadar motor gelisim basamaklar1 zamaninda gerceklesirken, on bes aylikken
desteksiz ylirlimeye baglamis fakat iki-lic adim sonra diisiiyormus. Denge

kuramama sorunu aksamlari daha belirgin oldugu igin ¢abuk yoruldugunu
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diisiiniiliityormus. Ug aydir motor sistem sikayetleri i¢in fizyoterapi yapiliyormus.
[k kelimelerini 20 aylikken soyleyebilen hasta, halen 4 kelime konusabiliyormus
ve climle kuramiyormus. Sfinkter kontroliinii saglayamamis. Hastanin 2 yas 3
aylikken ve 2 yas 5 aylikken yapilan isitsel beyinsapi cevabi (ABR/BERA)
testlerinde bilateral ileri derecede sensorindral isitme kaybi saptanmasi iizerine

hastaya isitme cihazi kullandirilmaya baglanmas.

Aralarinda 5. derece akrabalik bulunan talasemi tasiyicis1 30 yasinda anne
ve 31 yasinda saglikli babanin hasta disinda alt1 yasinda saglikl bir kiz ¢ocuklari
mevcut ve ilk trimesterde bir spontan abortus dykiileri bulunmaktaydi.
Soygeemiste, norolojik problemi olan birey bulunmadigi 6grenilen hasta 3’iin
pedigrisi Sekil 4’te bulunmaktadir. Hastanin {igiincii derece akrabalar1 arasinda
gelisimsel kalca displazisi olan iki birey (V-7 ve V-9) bulundugu &grenilmistir

(Sekil 4).
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Sekil 4. Hasta 3’e ait pedigri.

Hastanin 2 yas 2 aylikken yapilan fizik muayenesinde; viicut agirhigr 12 kg
(-0,77 SD), boyu 88 cm (-0,53 SD) ve bas ¢evresi 47 cm (-1,66 SD) olarak 6l¢iildii.
Dismorfik degerlendirmede dikkati g¢eken bir bulgu saptanmadi. Norolojik
muayene sirasinda desteksiz ayaga kalkamadigi yardim ile caprazlayarak kisa
mesafe yiiriiyebildigi, dort ekstremitesini aktif kullanabildigi ve ince motor
becerilerinin  gelistigi gbzlenen hastanin, kalca adduktorlerinde ve dirsek

fleksorlerinde spastisite oldugu tespit edildi. Patolojik refleks veya klonus alimmadi.

Laboratuvar degerlendirmelerinde; farkli zamanlarda yapilan CK seviyesi
degerlendirmeleri normal veya siirda yiiksek iken metabolik taramalar normaldi.
Beyin MRI’1nda, serebellar atrofi raporlandi. Hastanin sinir ileti caligsmasi normal

sonuclanirken, igne EMG ile degerlendirmesinde motor néron veya aksonlarda
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tutulumu destekleyen bulgular saptandi. MLPA yontemi ile yapilan SMNI ekzon
7-8 kopya sayis1 degerlendirmesinde degisiklik saptanmadi. Gelisme geriligi ve
yaygin kas gligsiizliigli bulunan hastanin elektrofizyolojik ve laboratuvar
incelemelerinde norojenik bulgularin belirlenmesi {izerine, hastada SMA/alt motor
ndron tutulumunun eslik ettigi bir hastalik tablosunun varligi disiiniilerek ileri

molekiiler analizler yapildi.

3.1.4. Hasta4 ve 5
On dort yasinda kiz (Hasta 4) ve 8 yasinda erkek (Hasta 5) kardeslerden,

Hasta 4’{in yedi yasinda iken desteksiz merdiven ¢ikamama, oturdugu yerden
desteksiz kalkamama ve sik diisme gibi sikayetleri nedeniyle Pediyatrik Noroloji
boliimiine bagvurulmus. Iki yasindan beri proksimal kas grubunun daha ¢ok
etkilendigini gosteren sikayetleri olan hastanin antenatal takipleri normalmis, ve
dogum sirasinda ve dogum sonrasi erken donemde herhangi bir saglik problemi

olmamis. Gelisim basamaklar1 zamaninda tamamlanmig ve okul basarisi iyiymis.

Erken bebeklik doneminden beri Pediyatrik Noroloji boliimiince takip
edilen hasta 5’in de iki yasindan beri hasta 4’e benzer proksimal kas grubunun
etkilendigine isaret eden bulgular1 mevcutmus. Ek olarak hasta 5’te yutma
bozuklugu ve tekrarlayan alt solunum yolu enfeksiyonlar1 bulunmaktaymis.
Antenatal, perinatal ve postnatal donemde herhangi bir sorunu olmayan hastanin
gelisim basamaklar1 zamaninda tamamlanmig ve okul basarisi iyiymis. Hasta 4 ve
5, bulgularinin baglangi¢ yasi ve proksimal kas grubunun tutulumu nedeniyle SMA

tip 3 on tanis1 ile medikal izleme alinmus.
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Aralarinda akrabalik bulunmayan 34 yasindaki saglikli anne ve 38 yasindaki
saglikli babanin hasta 4 ve 5 disinda ¢ocuklar1 bulunmamaktaydi. Soygecmiste,
norolojik problemi olan aile {iyesi bulunmadigi 6grenildi. Hasta 4 ve 5’e ait pedigri

Sekil 5°te bulunmaktadir.
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Sekil 5. Hasta 4 (proband) ve hasta 5’¢ (III-5) ait pedigri.

Hasta 4 ve 5’in sirasiyla, 14 ve 8 yaslarinda iken yapilan fizik muayenesinde
antropometrik Ol¢limleri normal saptandi. Dismorfik degerlendirmede dikkati
ceken bir bulgu saptanmayan her iki hastanin ndrolojik muayenelerinde miyopatik
yiiz goriiniimii, Gower’s arazi ve yiiriirken diistiikleri gézlemlendi. El ve sirtlarinda
esya tastyamadiklart gozlemlenen hastalarin kas giicii degerlendirmelerinde
proksimalde kas giicii kaybi, hipotonisite ve derin tendon reflekslerinin hipoaktif

oldugu saptand1 ve patolojik refleks alinmadi.

39




Hasta 4’lin sinir ileti ve igne EMG c¢alismalarinda miyopatiyi
destekleyebilecek, fakat SMA agisindan kesin ayrimin yapilamadigi bulgular
saptandi. Hasta 5’e yutma giigliigii ve aspirasyon sikayetleri sebebi ile yapilan
modifiye baryum/fiberoptik endoskopik yutma degerlendirmesinde sivi ve kati
gidalarda aspirasyon, oksiirme yoklugu ve yutma refleksinde gecikme saptandi.
Hasta 5’in kas biyopsisi, denervasyona ikincil bulgular gosteren kas biyopsisi
bulgular1 gostermekteydi. Hasta 4 ve 5’e¢ MLPA yontemi ile yapilan SMNI ve
SMN?2 ekzon 7-8 kopya sayisi degerlendirmesinde SMNI ve SMN2 firiinlerinin
ikiser kopya oldugu saptandi. Proksimal kas gii¢siizliigii bulunan hastalarin kas
biyopsisinde ndrojenik tutulum belirlenmesi {izerine, hastalarda SMA/alt motor

noron hastalig diigiiniilerek ileri molekiiler analizler yapilda.

3.1.5. Hasta 6 ve 7

On bir yas 9 aylik (Hasta 6) ve 6 yas 8 aylik (Hasta 7) erkek kardeslerden,
hasta 6’nin desteksiz merdiven ¢ikamama, oturdugu yerden desteksiz kalkamama,
cabuk yorulma ve ani diismeleri nedeniyle bes yasinda iken Pediyatrik Noroloji
boliimiine bagvurulmus. Antenatal takipleri normal olan ve dogum sirasinda ve
sonrasi erken donemde herhangi bir saglik problemi olmadigi belirtilen hasta 6’nin
proksimal kas grubunu daha ¢ok ilgilendirdigi belirlenen sikayetleri iki bucuk
yasindan beri mevcutmus. Gelisim basamaklar1 zamaninda tamamlanan hastanin

okul basarisi diigitkmiis. Unilateral inguinal herni operasyonu gegirmis.
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Hasta 7’nin de iki-li¢ yaslarindan beri hasta 6 ile benzer olarak proksimal
kas grubunun etkilendigine isaret eden bulgulart mevcutmus. Antenatal, perinatal
ve postnatal donemi normal olan hastanin gelisim basamaklar1 zamaninda

tamamlanmis ve okul basarisi iyiymis. Ek saglik problemi bulunmuyormus.

Aralarinda akrabalik bulunmayan 30 yasinda saglikli anne ile 34 yasinda ve
nefrolitiyazis oykiisii bulunan babanin hasta 6 ve 7 disinda 10 yasinda astimi olan
bir kiz ¢ocuklar1 bulunmaktaydi. Soygecmiste, ndrolojik problemi olan aile iiyesi

bulunmadigi 6grenildi. Hasta 6 ve 7’ye ait pedigri Sekil 6’da bulunmaktadir.
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Sekil 6. Hasta 6 (proband) ve hasta 7’ye (I11-4) ait pedigri.

Hasta 6 ve 7’nin sirasiyla 11 yas 9 aylik ve 6 yas 8 aylik iken yapilan fizik
muayenesinde antropometrik Ol¢limleri normal saptandi. Hasta 6’nin dismorfik
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degerlendirmesinde; yuvarlak yiiz, asag yonli agiz komisiirleri, fuziform
parmaklar, sag el 5. parmakta klinodaktili, s1§ ayak arklari ile kisa 4.-5. metatarslar
saptandi. Hasta 7’nin dismorfik degerlendirmesinde ise yuvarlak yiiz, epikantal
katlantilar, prominent kulaklar, hafif pektus ekskavatum, sag elde tek transvers
¢izgi, 4.-5. metatarsal kisalik ve sag lomber bdlgede mavi pigmentli yama saptandi.
Norolojik muayenelerinde hasta 7°de normale yakin norolojik muayene bulgulari
belirlenirken, hasta 6’da asil tendonunda ve el parmaklarinda kontraktiir, ekstremite
proksimallerinde ve distallerinde kas giicii kaybi, normale yakin tonus ve derin

tendon reflekslerinin hipoaktif oldugu saptandi. Patolojik refleks alinmadi.

Laboratuvar degerlendirmelerinde; kalsiyum, fosfor ve parathormon
seviyeleri normal iken, CK seviyeleri normalin 2-3 kat1 artmigti. Hasta 6’nin sinir
ileti ¢calismasi ve igne EMG’de, motor noron veya aksonlarda nérojenik tutulumu
destekleyen bulgular saptandi. Hasta 7 ’ye MLPA yontemi ile yapilan SMN1 ekzon
7-8 kopya sayist degerlendirmesinde degisiklik saptanmadi.Proksimal kas
giicsiizliigli bulunan hastalarin elektrofizyolojik ve laboratuvar incelemelerinde
norojenik bulgulari belirlenmesi iizerine, hastalarda SMA/alt motor ndron

hastalig1 diistiniilerek ileri molekiiler analizler yapildi.

3.1.6. Hasta 8 ve 9

Uc yas 9 aylik erkek (Hasta 8) ve 2 yas 4 aylik kiz (Hasta 9) kardeslerden,
hasta 8’in desteksiz merdiven ¢ikamama ve ¢abuk yorulma gikayetleri nedeniyle ii¢

yas 7 aylikken Pediyatrik Noroloji boliimiine bagvurulmus. Proksimal kas grubunun
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daha cok etkilendigini gdsteren bulgular1 3 yasindan beri mevcut olan hasta 8’in
antenatal takipleri normalmis, dogum sirasinda ve sonrasi erken donemde herhangi
bir saglik problemi olmamis. Gelisim basamaklari zamaninda tamamlanmig ve ek

saglik problemi bulunmuyormus.

Hasta 8’de noéromotor hastalik klinigi olmasi nedeniyle takibe alinan hasta
9’da da iki yasindan itibaren proksimal kas grubunun etkilendigine isaret eden
bulgular1 ortaya ¢ikmis. Antenatal, perinatal ve postnatal donemde normal gelisim

basamaklar gosteren hasta 9’un da ek saglik problemi bulunmuyormus.

Aralarinda akrabalik bulunmayan 32 yasindaki saglikli anne ve 34 yasindaki
saglikli babanin hasta 8 ve 9 disinda, 9 yasinda bilateral pes ekinovarusu olan bir
erkek cocugu daha bulunmaktaydi. Soygegmiste, ndrolojik problemi olan aile liyesi

bulunmadigi 6grenildi. Hasta 8 ve 9’a ait pedigri Sekil 7°de bulunmaktadir.
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9 10

" S S S S

Ny Alt motor néron
tutulumu

Sekil 7. Hasta 8 (proband) ve hasta 9’a (III-7) ait pedigri.
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Hasta 8 ve 9’un sirasiyla 3 yas 9 aylik ve 2 yas 4 aylikken yapilan fizik
muayenesinde  antropometrik  Olglimleri normal  saptandi.  Dismorfik
degerlendirmelerinde her iki hastada da dikkati ¢geken bir bulgu saptanmadi. Hasta
8’in norolojik muayenesinde Gower’s arazi, alt ekstremite proksimalinde kas giicii
kaybi, normal kas tonusu ve derin tendon reflekslerinin olduk¢a hipoaktif oldugu

saptandi. Patolojik refleks veya klonus alinmadi.

Laboratuvar degerlendirmelerinde; her iki hastanin da CK seviyeleri normal
fakat iist sinira yakin olarak bulundu. Hasta 8’in beyin MRI goriintiilemesi normal
olarak degerlendirildi. Hasta 8’in sinir ileti calismasi ve igne EMG bulgular1 motor
ndron veya aksonlarda kronik nérojenik tutulumla uyumlu olarak saptandi. Hasta
8’e MLPA yontemi ile yapilan SMN1 ekzon 7-8 kopya sayis1 degerlendirmesinde
degisiklik saptanmadi. Proksimal kas gii¢siizliigii bulunan hastalarin
elektrofizyolojik ve laboratuvar incelemelerinde norojenik bulgularin belirlenmesi
izerine, hastalarda SMA/alt motor noron hastaligi diisiiniilerek ileri molekiiler

analizler yapildi.
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3.2. Tiim ekzom dizileme (WES)

WES teknigi, genomik DNA izolasyonu sonrasinda kiitiiphane hazirlanmasi
ve dizi analizinden olusan 1slak laboratuvar ¢aligmalarmi (wet-lab) takiben ileri

biyoinformatik analizler ve WES analizinden olugmaktadir.
3.2.1. Islak laboratuvar agamasi
3.2.1.1. Genomik DNA izolasyonu
Spin kolon yontemi:

1. 1,5 ml’lik mikrofiij tiipiine 500 ul buffer AP1 konulmustur.

2. Buffer iizerine yaklasitk 250 pul EDTA’Ih kan Ornegi eklenmistir.
Mikrofiij tiipiiniin kapagi kapatildiktan sonra maksimum hizda
vortekslenmistir.

3. Karigimin iizerine 100 pl buffer AP2 ilave edildikten sonra 10 saniye
daha vortekslenmistir. Karisim spin kolonlara (Axygen Scientific,
ABD) aktariligtir.

4. 12000 rpm’de 10 dakika ortam sicakliginda santrifiij edilerek hiicresel
atiklari ¢okelmesi saglanmistir.

5. 2 pl mikrofij tiipii icerisine miniprep kolon yerlestirilmistir. Bir 6nceki
adimdaki islemden sonra belirginlesen siipernatant miniprep kolonlara
aktarilmigtir. 12000 rpm’de bir dakika stire ile santrifiij edilmistir.

6. 2 ul mikrofiyj tiipliniin altindaki siiziilmiis siv1 bosaltildiktan sonra
miniprep kolon 2 pl mikrofiij tiipiine tekrar yerlestirilmistir. Onceden

etanol eklenmis 700 ul W1A miniprep kolonlarin iizerine eklenerek 2
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dakika kadar oda 1s1sinda bekletilmistir. Sonrasinda yine 12000 rpm’de
1 dakika kadar santrifiij uygulanmaistir.

7. Mikrofiyj tiipiiniin altindan siiziilen s1vi bosaltilmig ve miniprep kolon 2
ml mikrofiij tiipiine tekrar yerlestirilmistir. 800 ul buffer W2 miniprep
kolonun iizerine eklenerek 12000 rpm’de tekrar santrifiij islemi
tekrarlanmistir.

8. Mikrofiij tiipiiniin altina siiziilen siv1 bogaltildiktan sonra miniprep kolon
2 ul mikroflyj tiipiine yerlestirilmigtir. 500 pl buffer W2 miniprep
kolonun {iizerine eklenerek 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Boylece buffer W2 ile iki kez yikanip tuzlarin arindirilmasi saglanarak
enzimatik reaksiyonlar sirasinda bu nedenle olusabilecek problemler
elimine edilmistir.

9. Mikrofiyj tiipiiniin altina siiziilen s1v1 bosaltilmistir. Miniprep kolon 2 ml
santriflyj tiipiine yerlestirildikten sonra 12000 rpm’de santrifiij islemi
tekrarlanmistir.

10. Miniprep kolon 1,5 ml’lik mikrofiij tiipiine yerlestirilmistir. Onceden
65°C dereceye 1sitilmig 80-200 pl buffer TE eklenmistir. Bir dakika oda
1is1sinda bekletildikten sonra 12000 rpm’de bir dakika siire ile santrifiij

edilerek genomik DNA elde edilmistir.
Tuzda ¢oktiirme yontemi ile DNA eldesi:

1. EDTA’l tiipe alinan 5 ml kan 6rnegi iizerine 10 ml soguk steril bidistile
su eklenerek calkalandiktan sonra 2200 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir.

46



. Yikama islemi ii¢ kez tekrarlandiktan sonra pelletin iizerine 1500 pl
lysis buffer (10 mM TrisCl, 400 mM NaCl, 2 mM Na;EDTA Ph: 8,2),
35 pl proteinaz K, 1000 ul SDS (%10) eklenerek bir gece 37 °C derecede
bekletilmistir.

. Ertesi giin 1000 pl 10 mM amonyum asetat karigima eklenerek
vortekslenmis ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. 3500 rpm’de
15 dakika santrifiij edilmistir.

. Baska bir tiipe aktarilan siipernatantin {izerine iki kati hacimde soguk
absolii etanol eklenmistir.

. Belirginlesen DNA 250 pl TE (10 Nm Tris-HCI, 1 mM Na;EDTA Ph:
7,5) igeren ependorfa alinmis, bir giin oda sicakliginda ¢oziindiikten

sonra -20 °C derecede saklanmustir.

3.2.1.2. Genomik DNA’da kalite-miktar tayinleri

Dizi analizine baslamak i¢in genomik DNA’nin kalite parametreleri

degerlendirilmistir. Bu asamada DNA oOrnekleri seyreltilmis/seyreltilmemis sivi

(diisiik iyon konsantrasyonlu sivi tampon) soliisyonlar i¢inde ultraviyole 15181

altinda sahip olduklar1 absorbsiyon (A) optik yogunluk iizerinden ol¢iilmustiir.

Niikleik asit konsantrasyonu bos bir 6rnek (kor) ile kiyaslanarak 260 nm’de A

oOlgiilerek belirlenmistir. Niikleik asitlerin safligin1 hesaplamak igin A2e60/A280 ve

Aoe0/A230 oranlart kullanilmistir.
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3.2.1.3. Kiitiiphane hazirlanmasi

Genomik DNA 06rnegi sonikasyon teknigi (ses dalgalarinin enerjisinden
yararlanarak biyolojik maddenin pargalanmasi) veya enzimatik yoOntemler
kullanilarak rastgele fragmanlara ayrilmistir. Boyutlar1 250-450 baz ¢ifti arasinda
olan fragmanlar segilerek her zincirin 3’ ucuna “A” bazi eklenmistir. Elde edilen
DNA fragmanlarmin her iki ucuna adaptor ve barkodlar baglanarak ligasyon aracili
PCR (Ligation-mediated polymerase chain reaction, LM-PCR) ile amplifiye
edilmis, ardindan baglanmayanlarin uzaklastirilmasi icin saflastirma yapilmistir.
Hasta 3 disindaki tiim hastalarda MGIEasy Exome Capture V4 Probe Set (MGI
Tech Co. Ltd., Cin Halk Cumbhuriyeti) capture kiti ile, hasta 3’te ise Twist
Comprehensive Exome Panel (Twist Bioscience, Amerika Birlesik Devletleri) kiti
ile hibridizasyon yapilarak zenginlestirme islemi uygulanmistir. Sonrasinda
hibridize olmayan fragmanlar yikanarak temizlenmistir. Yakalanan iriinler
sirkularizasyon denilen bir asama ile yuvarlak bir zincir haline getirilerek ayni
zincir iizerinde DNA nanotoplar1 (nanoball, DNB) olusturmak iizere amplifiye

edilmistir.

3.2.1.4. Sekans Asamasi

Her bir DNB, MGISEQ-2000 (MGI Tech Co. Ltd., Cin Halk Cumhuriyeti)
dizileme platformundaki “flow cell” {izerinde bulunan spotlara yerlestirilerek
sekanslama islemi “flow cell” {izerinde ger¢eklestirilmistir. Birbirinden farkli
boyalarla isaretli modifiye deoksiniikleotidleri (ANTP) i¢ceren reaksiyon soliisyonu

“flow cell” igerisine yiiklenmistir. MGISEQ-2000 cihazi ile “combinatorial probe-
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anchor synthesis (cPAS)” teknolojisi kullanarak her bir nanotop iizerindeki bazlarin

okumasi saglanmistir.

3.2.2. Biyoinformatik Analizler

Ekzom dizileme sonucunda elde edilen ham veride varyasyonlarin
listelenmesi i¢in bir dizi dosya cevirimi ve biyoinformatik analizin yapilmasi
gerekmektedir. Bu amagla, standart ya da ileri diizey biyoinformatik veri analizleri
kullanilarak cihazdan elde edilen veriden, WES analizinin yapilabildigi “Variant
Calling Format (VCF)” dosyasimnin olusumuna kadar asagidaki basamaklar

uygulanmstir:

1. MGISEQ-2000 cihazindan “clean data” niteligindeki Fastq dosyalar1 elde

edilmigtir.

2. “Clean data”, “Burrows-Wheeler Aligner (BWA) v0.7.15” (123)
kullanilarak referans genom “Human Genome 19 (hgl9)” (124) ile

karsilagtirilmistir (alignment).

3. Referans genom verisine gore karsilastirmali dizi analiz sonuglarmi
barmdiran “Sequence Alignment Map (SAM)” dosyast “PICARD TOOLS” (125)

yontemiyle koordinatlarina gore siralanmig duplike okumalar isaretlenmistir.

4. Analiz edilen genomik DNA’daki olas1 insersiyon/delesyonlar (indel),
“Genome Analysis Toolkit (GATK)” (126) ile lokalize edilerek “Binary Alignment

Map (BAM)” dosyasi olusturulmustur.
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5. Kiitiiphane hazirhiginda kullanilan capture kiti ile uyumlu olan hedef
“Browser Extensible Data (BED)” dosyasi kullanilarak “Haplotype Caller of
GATK v3.77 (126) ile tek niikleotid degisiklikleri (single nucleotide

polymorphism, SNP) ve indel VCF dosyalar1 olusturulmustur.

6. Elde edilen genomik veride var olan SNP ve indel’ler birlestirilerek WES

analizinin yapilabilecegi tek bir VCF dosyasi haline getirilmistir.

3.2.3. Tiim ekzom dizileme analizi

3.2.3.1. Anotasyon ve filtreleme

Veriler VCF dosyasi olarak alinmig ve bu verilerin anotasyon ve filtreleme
basamaklar1 i¢in “Variant Annotation and Filter Tool (VarAft) v2.17.1” (127)
programi kullanilmigtir. Elde edilen anote edilmis veride varyantlara yonelik

asagidaki filtreler uygulanmistir:

1. RefSeq veri tabaninda (128) var olan transkriptler temel alinarak
ekzonlarda ve kirpilma bdlgelerinde (ekzon-intron siniri, +10, -10 bp) yerlesen

varyantlar

2. GnomAD veri tabaninda (129) var olan saglikli toplum verilerine gore

allel frekansi heterozigotlarda <%0,5; homozigotlarda <%1 olan varyantlar

3. Kendi hasta popiilasyonumuzdaki suikligi <%3 olan varyantlar

4. “ClinVar”, “Leiden Open Variant Database (LOVD)” ve “Human Gene
Mutation Database (HGMD) Public version” varyant veri tabanlarinda (130-132)
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benign ve olast benign olarak bildirilmemis (smiflamasi kanita dayali yapilmis

olanlar) varyantlar

5. OMIM ve “Human Phenotype Ontology (HPO)” veri tabanlarindaki (37,

133) morbid genlerde saptanan varyantlar

6. Birden fazla hasta bireyin bulundugu ailelerin (Hasta 4 ve 5, Hasta 6 ve

7, Hasta 8 ve 9) analizlerinde ortak heterozigot ve ortak homozigot varyantlar

analize dahil edilmistir.

3.2.3.2. Varyant yorumlama ve siiflandirma

Filtrelerden geride kalan varyantlar “Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik
Koleji (American College of Medical Genetics and Genomics, ACMG)” ve
“Molekiiler Patoloji Dernegi (Association for Molecular Pathology, AMP)’nin
2015 yilinda yaymladigt NGS varyantlarini simiflandirma kilavuzuna (112) ve
“Klinik Genomik Bilim Dernegi (Association for Clinical Genomic Science,
ACGS)”nin 2019 yilinda yayinladigi varyant yorumlama kilavuzlarma (134) gore

siniflandiriimistir.

Varyant yorumlama i¢in kullanilacak verilerin veri tabanlarindan ¢ekilmesi
icin “VarSome” ve “Franklin Genoox” varyant yorumlama araglar1 (135, 136)
kullanilmistir. Yanlis anlamli varyantlarin patojenite tahmini i¢in, “VarSome” ve
“Franklin Genoox” varyant yorumlama araglarmin (135, 136) c¢esitli in silico
araclardan elde edilen skorlarla iirettigi toplu tahmin skorlar1 kullanilmistir. Yanlis
anlamli varyantlarin protein oOzellikleri iizerindeki etkilerini ve olusabilecek

patojenik etkilerin molekiiler mekanizmalarimi degerlendirmek igin “MutPred2”
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tahmin arac1 (137) kullanilmistir. Varyantlarim mRNA kirpilma islemi {izerine
etkilerini degerlendirmek i¢in “Human Splicing Finder v3.0” (138) ve “Netgene2”
(139) tahmin araglar1 kullanilmistir. Genlerin alternatif transkriptlerine “RefSeq”
“Ensembl” veri tabanlarindan (128, 140), alternatif protein izoformlarina “UniProt”
veri tabanindan (141) ulasilmistir. Proteinlerin domain bilgilerine “UniProt” ve
“Human Protein Reference Database (HPRD)” veri tabanlarindan (141, 142)
ulasilmistir. Protein dizilerinin tiirler arasinda korunmusluk diizeyinin belirlenmesi
icin “UnProt/Align” araci (143) kullanilmistir. Doku spesifik gen ekspresyon
bilgileri “Genotype-Tissue Expression (GTExX)” veri tabanindan (144) saglanmistir.
Varyantlarin okuma degerlendirmeleri BAM dosyasindan “Integrative Genomics
Viewer (IGV) v2.8.0” yazilimi (145) ile yapilmistir. Varyantlar “Human Genome
Variation Society” tarafindan hazirlanan sekans varyantlarmi tanmimlama
kilavuzuna (146) gore yazilmistir. Saptanan varyantlarin dogrulanmasi ve aile
caligmalar i¢in Sanger dizi analizi teknigi kullanilmigtir. Sanger dizi analizinde
kullanilan primerlerin tasarimi  “Primer-BLAST” aract (147) kullanilarak
yapilmistir. Analizler ve aile segregasyon c¢alismalart sonunda yapilan
yorumlamalar ile patojen, olast patojen ve klinik Onemi belirsiz olarak
smiflandirilan varyantlar hastalarin mevcut klinik durumu ve aile hikayesine gore

degerlendirilmis ve genotip-fenotip korelasyonu belirlenmistir.
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3.3. Protein-protein etkilesim analizleri

Bilinen ve tahmini protein-protein etkilesimlerini degerlendirebilmek igin
“Genome-scale Integrated Analysis of gene Networks in Tissues (GIANT) v2”
(148) ve “STRING v11.0” (149) araglar1 kullanilmigtir. Hastalarda WES analizinde
potansiyel olarak etiyolojiden sorumlu olabilecek varyantlarin belirlendigi gen
listesine SMN1 geni de eklenerek etkilesim analizi yapilmistir. GIANT aracindaki
degerlendirme spinal kord dokusunda yapilmistir. STRING aracinda yapilan
analizlerde “GeneOntology (GO)” veri tabamindaki (150) “Biologic Process”

terimlerinden anlaml olarak zenginlestirilenler belirlenmeye calisilmistir.

4. BULGULAR
4.1. Demografik ve klinik 6zellikler

Calismaya dahil edilen 9 hastanin medyan hastalik baslangi¢ yas1 2 (2-15
yas), degerlendirme sirasindaki medyan yas 8 (2 yas 2 ay-17 yas 8 ay) ve medyan
hastalikli siire 4 yil 8 ay (2 ay-12 yil) olarak belirlenmistir. Hastalarin yedisi kas
giicsiizligli bulgulariyla geri kalan ikisi psikomotor gelisme geriligiyle prezente
olmustur. Yedi hastada proksimal, bir hastada yaygin ve bir hastada distal kas
giicsiizliigii goriilmiistiir. Iki hastada eklem laksisitesi ve bir hastada eklem
kontraktiirii belirlenmistir. Yalnizca bir hastada aspirasyon iligkili solunum
sikayetleri ve disfaji mevcuttur. Hastalarin ikisinde ndbetler, birinde sensorindral
isitme kaybi ve serebellar atrofi ve kardes olan iki hastada 4.-5. metatars kisalig

belirlenmistir. Etkilenmis kardeslerden sadece birinde elektrodiyagnostik islemler
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uygulanmistir. Bdylece toplamda alt1 hastaya yapilan elektrodiyagnostik
uygulamalar sonucunda bes hastada nérojenik bulgular saptanirken bir hastada bu
tanisal islem ile SMA-miyopati ayrimi icin yeterli bilgi saglanamamstir. ki
hastaya yapilan kas biyopsi degerlendirmesi sonucunda bir hastada noérojenik
tutulum belirlenirken, diger hastada yetersiz kas biyopsi materyali nedeniyle
inceleme informatif olmamustir. Hastalarda serum CK seviyeleri normalden 5-6 kat
yiiksek seviyelere kadar degistigi izlenmistir. Calismamiz dahil edilen hastalarin

demografik bulgular ve klinik 6zellikleri Tablo 6’da dzetlenmistir.
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Tablo 6. Hastalarin demografik bugular ve klinik 6zellikleri

Yas,

Etkilenmis

Kas

Kas-iskelet

Psikomotor

Sinir ileti

Kas

LS cinsiyet, ELTEL S aile bireyi LRy UL ol giigsiizligii ozellikleri gelisim peluiuny S calismast  biyopsisi Ch L STy
Hasta 1 12yas 9 4. derece Yok 2.5 yas Geh's'rr'l'e Al p Pes Gecikmis - Norojenik Aksonal Artefakth Haﬁf Nobet

ay, K geriligi ekstremite planovalgus motor yiiksek
Hasta 2 sEsts 6. derece Yok 15 yas . l?as" ... Proksimal Spondiloz Normal - Norojenik Aol Yok 5:6 L Nobet

ay, E glicstizligi motor yiiksek

. Sensorindral isitme

Hasta 3 2yas2 5. derece Yok 2 yas Geh.;r{l? Yaygin - Gecikmis - Norojenik Aksonal Yok Normal  kaybi, serebellar

ay, E geriligi motor

atrofi
. Miyopati-SMA
Hasta 4 14 yas, Yok Hasta 5 2 yas . Kﬂas" ... Proksimal ].)lr,s.ek ve e.l Normal - ayriminin yapilamadigt Yok Yok Miyopi
K (kardes) glicstizligi bilegi laksisite
bulgular
Hasta 4 Kas . Dirsek ve el Tekrarlayan L P
Hasta5 8yas, E Yok (kardes) 2 yas giigsiizligi Proksimal bilegi laksisite Normal ASYE Yok Yok Norojenik Yok Disfaji
Ayak
bileginde ve el

Hasta 6 1t Yok Hasta 7 2 yas . Kﬂas" ...  Proksimal parmaklarinda Normal - Norojenik Aksonal Yok 2:3 kat 4.5. met?. tars

ay, E (kardes) glicstizligi . motor yiiksek kisalig1

fleksiyon
kontraktiirii

6 yas 8 Hasta 6 Kas . Pektus 2-3 kat 4.-5. metatars
Hasta 7 ay, E Yok (kardes) 2 yas giigsiizligi Proksimal deformitesi Normal - Yok Yok Yok yitksek faisaligt

3yas 9 Hasta 9 Kas . L Aksonal Sinirda
Hasta 8 oo 19 Yok i) 3 yas gl Proksimal - Normal - Norojenik rin Yok - -

2 yas 4 Hasta 8 Kas . Sinirda
Hasta 9 ay, K Yok (kardes) 2 yas gligstligi Proksimal - Normal - Yok Yok Yok yiiksek -

K: kiz, E: erkek, EMG: elektromiyografi, CK: Kreatin kinaz, ASYE: alt solunum yolu enfeksiyonu.
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4.2. Tim ekzom dizileme analizi

Yapilan WES analizi sonrasinda elde edilen verilerin medyan okuma
derinligi 292,72 (182,71-352,99) ve 20x kapsam oraninin medyan degeri %98,3
(%97,69-98,89) olarak belirlenmistir. WES analiz verilerinin kapsam ve derinlik

degerleri Tablo 7’ de verilmistir.

Tablo 7: WES analiz verilerinin kapsam ve derinlik degerleri.

Hasta Okuma 1x kapsam 20x kapsam  S50x kapsam  100x kapsam
derinligi (%) (%) (%) (%)
Hasta 1 352,99 99,53 98,11 94,51 84,69
Hasta 2 292,72 99,7 98,27 94,38 82,49
Hasta 3 182,71 99,71 98,89 97,02 82,34
Hasta 4 312,82 99,7 98,52 95,41 85,19
Hasta 5 298,02 99,56 98,3 94,97 84,22
Hasta 6 305,66 99,7 98,47 95,18 84,55
Hasta 7 211,89 99,8 97,69 91,33 71,85
Hasta 8 280,39 99,76 98,37 94,5 82,11
Hasta 9 250,49 99,67 97,91 92,75 71,7

4.2.1. Hasta 1

Biyoinformatik analizler neticesinde anote edilmis veride toplam 14.176
gende 52.017 varyant elde edilmistir. Yapilan filtrelemelerden sonra belirlenen 130
heterozigot varyant ve 4 homozigot varyant kriterlendirilerek hastanin klinik
bulgular ile birlikte degerlendirilmistir. 7TBCE geninde saptanan (NM_003193.5)
c.809T>C (p.Leu270Pro) homozigot varyanti (Sekil 8) olasi patojen olarak
siiflandirilmistir. Bu varyanta ait bilgiler Tablo 8’de bulunmaktadir. Sanger dizi

analizi ile TBCE geninde saptanan varyant i¢in her iki ebeveynin heterozigot oldugu
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belirlenmistir. Hastanin dordiincii derece akrabalar1 arasindaki gérme engeli olan
bireyin (Sekil 2, birey V-3) ve entelektiiel-motor gelisme geriligi bulunan bireylerin
(Sekil 2, birey V-1 ve V-2) hastada TBCE geninde saptanan olasi patojen varyant

icin Sanger dizi analizi ile degerlendirilmesi planlanmuistir.

Hastada TBCE geninde saptanan c¢.809T>C (p.Leu270Pro) homozigot
varyant literatiirde ve varyant veri tabanlarinda (130-132) daha 6nce bildirilmemis
olup, popiilasyon verilerinde (129) de bulunmamaktadir. /n silico araglarda (135)
bu varyantin hastalik yapici nitelikte oldugu tahmin edilmektedir. Hastamizda
saptanan ¢.809T>C (p.Leu270Pro) varyanti, genin “l6sinden zengin tekrarlar
(Leucine-rich repeats, LRR) 5 domaininde bulunmakta (141) ve bu domaine adim
veren 16sin (Leucine, Leu) rezidiilerinden birini etkilemektedir. “MutPred2”
aracinda Leu270Pro doniisiimiiniin proteinin helikal yapisinda bozulmaya neden
olacagi tahmin edilmektedir (137). Tiim bu bilgiler géz oniine alindiginda hastanin
TBCE geninde saptanan (NM_003193.5) ¢.809T>C (p.Leu270Pro) homozigot
varyant, ACMG 2015 ve ACGS 2019 kilavuzlarina (112, 134) gore
kriterlendirilerek olasi patojen olarak yorumlanmistir. Béylece hastadaki ilerleyici
amiyotrofi kliniginin, TBCE geni ile iliskili “Amiyotrofi ve optik atrofi ile birlikte

progresif ensefalopati (OMIM #617207)” ile uyumlu oldugu diisliniilmiistiir.

57



Sekil 8. TBCE geninde saptanan ¢.809T>C (p.Leu270Pro) homozigot varyantinin BAM verisindeki

goruntisi.
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Tablo 8. Hasta 1’in WES analizinde saptanan varyantlar ve iliskili hastaliklar.

Gen . . - . Hastahk .
Transkript Varyant Zigosite Ailesel koken Siiflama (OMIM numaras: #) Kahtim modeli

-Amiyotrofi ve optik atrofi ile OR
birlikte progresif ensefalopati
(617207)
Olasi patojen

NM Tob;gll?% 5 ( (isog;gpcr ) Homozigot Mztte?rllzll/ (PM1, PM2, -Hipoparatiroidizm-retardasyon- OR
- ’ p-Led ° pate PM3_P, PP3) dismorfizm sendromu (241410)
-Kenny-Caffey sendromu 1 OR
(244460)

*Belirlenen varyantlarin siiflamast ACMG-AMP 2015 (112) ve ACGS 2019 (134) kilavuzlaria gore yapilmustir.
OR: Otozomal resesif, PM1: Pathogenic moderate 1, PM2: Pathogenic moderate 2, PM3 P: Pathogenic moderate 3_supporting, PP3: Pathogenic supporting 3.
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4.2.2. Hasta 2

Biyoinformatik analizler neticesinde anote edilmis veride toplam 14.020
gende 51.435 varyant elde edilmistir. Yapilan filtrelemelerden sonra belirlenen 114
heterozigot varyant ve 11 homozigot/hemizigot varyant kriterlendirilerek hastanin
klinik bulgular1 ile birlikte degerlendirilmistir. ASAHI geninde saptanan
(NM_177924.5) c.119G>T (p.Gly40Val) homozigot varyant1 (Sekil 9) olast
patojen olarak simiflandirilmistir. Bu varyanta ait bilgiler Tablo 9°’da
bulunmaktadir. Sanger dizi analizi ile ASAH 1 geninde saptanan varyant i¢in her iki

ebeveynin heterozigot oldugu belirlenmistir.

Varyant veri tabanlar1 (130-132) ve literatiir degerlendirmelerinde, hastada
ASAHI geninde saptanan c¢.119G>T (p.Gly40Val) homozigot varyantinin daha
once bildirilmemis oldugu ve popiilasyon verilerinde (129) bulunmadig
saptanmistir. In silico araglarda (135) bu varyantin hastalik yapici 6zellikte oldugu
tahmin edilmektedir. “MutPred2” aracinda Gly40Val doniisiimiiniin protein-
protein interaksiyonu saglayan bolgelerde bozulmaya yol acacagi tahmin
edilmektedir (137). Hastamizda saptanan c.119G>T (p.Gly40Val) varyantt ile ayni
kodonda bulunan homozigot ¢.118G>C (p.Gly40Arg) varyanti veri tabanlarinda
(130) SMAPME Kklinigi ile iliskilendirilmistir (ClinVar ID: 873542). Tiim bu
bilgiler goz Oniinde bulundurularak, hastamizda ASAHI geninde saptanan
(NM_003193.5) homozigot c.119G>T (p.Gly40Val) varyanti ACMG 2015 ve
ACGS 2019 kilavuzlarina (112, 134) gore kriterlendirilerek olasi patojen olarak

yorumlanmigtir. Hastada var olan ilerleyici SMA ve epilepsi kliniginin de ASAH
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geni ile iliskili “Progresif miyoklonik epilepsi ile birlikte SMA (SMAPME)

(159950)” ile uyumlu oldugu diisiiniilmiistiir.

Sekil 9. ASAH geninde saptanan c¢.119G>T (p.Gly40Val) homozigot varyantinin BAM verisindeki
goruntisti.
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Tablo 9. Hasta 2’nin WES analizinde saptanan varyantlar ve iliskili hastaliklar.

Gen A . .. " Hastahk .
Transkript Varyant Zigosite Ailesel koken Smiflama (OMIM numaras: #) Kalittm modeli

-Progresif miyoklonik epilepsi ile OR
ASAH] c.119G>T ‘ | 1 Olasi patojen birlikte SMA (159950)
NM 1779245 (p.Gly40Val) Homozigot Maternal / paterna (PM1, PM2, PM3 P, . .
- ) ’ PM5_P, PP2, PP3) -Farber lipograniilomatozisi OR
(228000)

*Belirlenen varyantlarin siniflamasit ACMG-AMP 2015 (112) ve ACGS 2019 (134) kilavuzlarina gére yapilmustir.
OR: Otozomal resesif, PM1: Pathogenic moderate 1, PM2: Pathogenic moderate 2, PM3_P: Pathogenic moderate 3_supporting, PM5_P: Pathogenic moderate 5_supporting,
PP2: Pathogenic supporting 2, PP3: Pathogenic supporting 3.
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4.2.3. Hasta 3

Biyoinformatik analizler neticesinde anote edilmis veride toplam 16.029
gende 81.336 varyant elde edilmistir. Yapilan filtrelemelerden sonra belirlenen 135
heterozigot varyant ve 6 homozigot/hemizigot varyant kriterlendirilerek hastanin
klinik bulgulan1 ile birlikte degerlendirilmistir. PLA2G6 geninde saptanan
(NM_003560.4) c.1094T>G (p.Met365Arg) homozigot varyanti (Sekil 10) olasi
patojen olarak smiflandirilmistir. Bulunan olasi patojen varyanta ait bilgiler Tablo
10’da  bulunmaktadir. Tagiyicilik degerlendirmesi igin ebeveyn ¢alismasi

planlanmastir.

Hastada PLA2G6 geninde saptanan ¢.1094T>G (p.Met365Arg) homozigot
varyant literatiirde ve varyant veri tabanlarinda (130-132) bildirilmemis olup,
popiilasyon verilerinde (129) de bulunmamaktadir. ClinVar veri tabaninda (130)
PLA2G6 genindeki yanlis anlamli varyantlardan klinik 6nemi belirsizler
disindakilerin yaklagik %91°’1 (51+56) ve LOVD veri tabanindakilerin (131)
yaklasik %82°si (61+74) patojen veya olasi patojen olarak siniflandirilmaktadir. /n
silico araclarda (135, 136) bu varyantin hem hastalik yapici oldugu hem de benign
oldugu yoniinde tahminler yapilmaktadir. “MutPred2” aracinda ise Met365Arg
doniigiimiiniin proteinin loop yapisinda kayba neden oldugu tahmin edilmektedir
(137). Hastamizda saptanan c¢.1094T>G (p.Met365Arg) varyanti, PLA2G6 geni
tarafindan kodlanan “kalsiyum bagimsiz fosfolipaz A2” proteininin tiirler arasinda
iyi korundugu bilinen ankyrin 7 tekrar domaininde yerlesmektedir (141). Ankyrin
domainlerinin, yapisindaki hidrofobik amionoasitlerinin diger grup polar ve yiiklii
aminoasitlere kiyasla ¢ok iyi korundugu ve protein katlanmasinda énemli rol aldig:
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g0z Oniine alindiginda (151), nonpolar metiyonin (Methionine, Met) aminoasitinin
pozitif yiiklii ve polar arjinin (Arginine, Arg) aminoasitine doniislimiiniin protein
katlanmasimi etkileyebilecegi Ongoriilmektedir. Tim bu bilgiler géz Oniine
alindiginda PLA2G6 geninde saptanan (NM_003560.4) ¢.1094T>G (p.Met365Arg)
homozigot varyanti, ACMG 2015 ve ACGS 2019 kilavuzlarina (112, 134) gére
kriterlendirilerek olasi patojen olarak yorumlanmistir. Hastadaki erken baslangich
norogelisimsel gerilik, spastisite ve motor néron tutulumu ile seyreden fenotipin
PLA2G6 geni ile iligkili infantil néraksonal distrofi 1 (INAD1) ile uyumlu oldugu

diistiniilmistiir.

PLA2GE

Sekil 10. PLA2G6 geninde saptanan c.1094T>G (p.Met365Arg) homozigot varyantinin BAM
verisindeki goriintiisii.
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Tablo 10. Hasta 3’iin WES analizinde saptanan varyantlar ve iligkili hastaliklar.

Gen 5 OSE * Hastahk .
Transkript Varyant Zigosite Siniflama (OMIM numaras: #) Kalittm modeli

-Infantil néraksonal distrofi 1 (256600) OR

PLA2G6 c.1094T>G Homozieot Olasi patojen -Beyinde demir birikimi ve OR
NM 003560.3 (p-Met365Arg) & (PM2, PM3 P, PP2, PP3, PP4) norodejenersyon 2 (610217)

-OR Parkinson hastalig1 14 (612953) OR

*Belirlenen varyantlarin smiflamast ACMG-AMP 2015 (112) ve ACGS 2019 (134) kilavuzlarma gore yapilmustir.
OR: Otozomal resesif. PM2: Pathogenic moderate 2, PM3 P: Pathogenic moderate 3 supporting, PP2: Pathogenic supporting 2, PP3: Pathogenic supporting 3, PP4 Pathogenic
supporting 4.
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4.2.4. Hasta 4 ve 5

Biyoinformatik analizler neticesinde anote edilmis veride Hasta 4’te 14.257
gende 52.148 varyant, Hasta 5’de 14.124 gende 51.950 varyant elde edilmistir.
Yapilan filtrelemeler sonrasinda Hasta 4’iin analizinde 123 heterozigot ve 1
homozigot varyant belirlenirken, Hasta 5’in analizinde 124 heterozigot ve 2
homozigot/hemizigot varyant saptanmistir. Hasta 4 ve 5°te belirlenen varyantlardan
ortak olanlar1 degerlendirmek icin yapilan filtrelerde ise 60 heterozigot varyantin
her iki hastada da bulundugu saptanmistir. Bunlar icinde sadece iki farkli gende,
birden fazla heterozigot nadir varyant edilirken, ortak homozigot nadir varyant
bulunmamigtir. BAM verisi analiz edilerek her iki hastada da trans konumda
olduklart (Sekil 11) belirlenen PYROXD! genindeki (NM_024854.5) c.464A>G
(p-Asnl155Ser) ve c.486delA (p.Vall63CysfsTer9) heterozigot varyantlari patojen
olarak siniflandirilmistir. Bulunan patojen varyantlara ait bilgiler Tablo 11’de
bulunmaktadir. Varyantlarin farkli ebeveynlerden kalitildiklar1 Sanger dizi analizi
ile de gosterilmistir.

Hastalarda PYROXD1 genindeki birlesik heterozigot varyantlardan biri olan
c.464A>G (p.Asnl55Ser) heterozigot varyanti, literatiirde (152-155) ve varyant
veri tabanlarinda (130) (ClinVar ID: 372280) biallelik oldugunda patojen etki
gostererek “Miyofibriler miyopati 8 (OMIM #617258)” hastalarinda etiyolojiden
sorumlu olarak bildirilmistir. /n vitro c¢aligmalar ile bu varyantin protein
fonksiyonunu etkileyebilecegine dair bulgular elde edilmistir (152, 153, 155).
Popiilasyon verilerine (129) gore sadece 12 kiside (f=0,000045) heterozigot olarak

belirlenen bu varyantin homozigot oldugu birey saptanmamustir. /n silico araglarda
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(135, 136) bu varyantin hastalik yapici 6zellikte oldugu tahmin edilmektedir. Bu
bilgiler 1s18inda, PYROXDI geninde saptanan (NM 024854.5) c.464A>G
(p-Asnl55Ser) heterozigot varyanti, ACMG 2015 ve ACGS 2019 kilavuzlarina
(112, 134) gore kriterlendirilerek patojen olarak yorumlanmistir. Hasta 4 ve 5’te
PYROXD1 geninde trans allelde saptanan (NM _024854.5) c¢.486delA
(p.Vall163CysfsTer9) heterozigot varyantt ise literatiirde ve varyant veri
tabanlarida (130-132) daha 6nce bildirilmemis olup, popiilasyon verilerinde (129)
saptanmamigtir. Erken sonlanma kodonu olusturmasi beklenen bu varyant, 12
ekzonu olan PYROXDI geninin 5. ekzonunda yerlesmekte ve 1557. kodonda
bulunan sonlanma kodonunun 567. kodona gelmesine neden olmaktadir. Bu
sebeple belirlenen varyantin “nonsense-mediated mRNA decay” mekanizmasi ile
transkriptlerin yikimina neden olabilecegi 6ngoriilmektedir. Bu varyantin trans
allelde olmasi ve yikici etki gostermesi, ACMG 2015 ve ACGS 2019 kilavuzlarina
(112, 134) gore kriterlendirildiginde patojen olarak yorumlanmasina neden
olmaktadir. Dolayisiyla, hasta 4 ve 5’in tanmist PYROXDI geni ile iliskili

“Miyofibriler miyopati 8 olarak diisiintilmistiir.
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Sekil 11. PYROXDI geninde saptanan c.464A>G (p.Asnl55Ser) ve c.486delA
(p-Vall63CysfsTer9) heterozigot varyantlarinin BAM verisindeki gorintiisii. Varyantlar farkli
okumalar iizerinde yerlesmektedir. Ustteki okumalar Hasta 4, alttaki okumalar Hasta 5’e aittir. Siyah
ok: c.464, beyaz ok: c.486.
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Tablo 11. Hasta 4 ve 5’in WES analizinde saptanan ortak patojen varyantlar ve iliskili hastaliklar.

Gen ool . .. " Hastahk Kalitim
Transkript Varyant Zigosite Ailesel koken Siniflama (OMIM numaras: #) modeli
pillesik Patojen
c.464A>G (p.Asnl55Ser) . Maternal (PS3, PM2, PM3, PP1,
heterozigot PP3)
PYROXDI -Miyofibriler miyopati OR
NM_024854.5 8 (617258)
Birlesik Patojen
c.486delA (p.Vall163CysfsTer9) . Paternal (PVS1, PM2, PM3,
heterozigot PP1)

*Belirlenen varyantlarin siniflamasit ACMG-AMP 2015 (112) ve ACGS 2019 (134) kilavuzlaria gére yapilmustir.
OR: Otozomal resesif. PVS1: Pathogenic very strong 1, PS3: Pathogenic strong 3, PM2: Pathogenic moderate 2, PM3: Pathogenic moderate 3, PP1: Pathogenic supporting 1,
PP3: Pathogenic supporting 3.
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4.2.5. Hasta 6 ve 7

Biyoinformatik analizler neticesinde anote edilmis veride Hasta 6°da 14.256
gende 52.432 varyant, Hasta 7’de 14.165 gende 51.191 varyant elde edilmistir.
Yapilan filtrelemelerden sonra, Hasta 6’da 131 heterozigot ve 4
homozigot/hemizigot varyant belirlenirken, Hasta 7’de 126 heterozigot ve 2
homozigot/hemizigot varyant saptanmistir. Hasta 6 ve 7’de belirlenen
varyantlardan ortak olanlar1 degerlendirmek igin yapilan filtrelerde ise 70
heterozigot varyantin her iki hastada da bulundugu saptanmistir. Bunlar i¢inde
sadece 4 farkli gende birden fazla heterozigot nadir varyantin ortak oldugu, 1 gende
ise homozigot nadir bir varyantin ortak olarak bulundugu tespit edilmistir. Her iki
hastada COL6A42 geninde saptanan (NM_001849.3) ¢.2329T>C (p.Cys777Arg) ve
c.2462-5 2462-4delCA heterozigot varyantlarinin (Sekil 12 ve 13) Sanger dizileme
ile farkli ebeveynlerden kalitildiklar1 gosterilmistir. Hastalarda GNAS geninde ortak
olarak saptanan ve patojen olarak smiflandirilan ¢.101G>A (p.Trp34Ter)
heterozigot varyantinin (Sekil 14) maternal kdkenli oldugu Sanger dizi analizi ile
belirlenmistir. COL6A2 ve GNAS genindeki varyantlara ait bilgiler Tablo 12°de

verilmistir.

Hastalarda COL6A42 geninde birlesik hetrozigot durumdaki varyantlardan
¢.2329T>C (p.Cys777Arg) varyantinin, literatiirde (156-159) ve varyant veri
tabanlarinda (130) (ClinVar ID: 17166) homozigot durumda “Ullrich konjenital
muskiiler distrofi 1” etiyolojisinden sorumlu oldugu rapor edilmistir. Hasta
bireylerin cilt fibroblastlarindan yapilan incelemelerinde, ekstraselliiler matrikste
ve tip VI kollajen miktarinda azalma oldugu bildirilmistir (157, 158). Popiilasyon
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verilerinde (115) bu varyantin sadece 1 kiside (f=0,000004) heterozigot olarak
bulundugu, homozigot bireyin tanimlanmadig1 saptanmistir. /n silico araglarda
(135, 136) ¢.2329T>C (p.Cys777Arg) varyantinin hastalik yapici 6zellikte oldugu
tahmin edilmektedir. Elde edilen bu verilere dayanarak hastalarimizda COL6A42
geninde saptanan heterozigot ¢.2329T>C (p.Cys777Arg) varyant, ACMG 2015 ve
ACGS 2019 kilavuzlarina (112, 134) gore kriterlendirilerek olasi patojen olarak
yorumlanmigtir. Hasta 6 ve 7°de COL6A2 geninde belirlenen ikinci varyant, trans
allelde bulunan heterozigot (NM_001849.3) ¢.2462-5 2462-4delCA varyanti olup,
literatiirde ve varyant veri tabanlarinda (130-132) daha 6nce bildirilmemistir.
Popiilasyon verilerine (115) gore sadece 1 kiside (f=0,000004) heterozigot olarak
saptanirken, homozigot olan birey saptanmamistir. COL6A2 geninin 27. intronunun
akseptdr kirpilma bolgesinde yerlesen bu varyant, kanonik akseptor sekansi
etkilememektedir. In silico araglarda (138, 139) bu varyantin kirpilmay1
etkilemedigi tahmin edilmektedir. Tim bu bilgilerle ¢.2462-5 2462-4delCA
varyanti ACMG 2015 ve ACGS 2019 kilavuzlarma (112, 134) gore

kriterlendirilerek klinik 6nemi belirsiz olarak yorumlanmuistir.

Hastalarda GNAS geninde saptanan maternal kaliimli heterozigot
(NM_016592.4/ENST00000313949.7) ¢.101G>A (p.Trp34Ter) varyanti, yapilan
arastirmaya gore literatliirde ve varyant veri tabanlarinda (130-132) daha 6nce
bildirilmemis olup, popiilasyon verilerinde (129) de bulunmamaktadir. On iig
ekzonlu NM 016592.4/ENST00000313949.7  transkriptinin  kodlayan ilk
ekzonunda yerlesen bu varyantin, transkriptin 246. pozisyonunda yer alan

sonlanma kodonunun 34. pozisyona gelmesi ile “nonsense mediated mRNA decay”
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mekanizmasi yoluyla transkriptin yikimina neden olabildigi diisiiniilmektedir.
Bununla  birlikte, bu varyant GNAS geni icin  kanonik  olan
NM_000516.6/ENST00000371085.7 transkriptinde upstream bolgede yer
almaktadir (140). Hastalarimizda saptanan c.101G>A (p.Trp34Ter) varyanti ile
etkilenen ENST00000313949.7 transkriptinin, protein izoformlarindan NESP55°1
kodladig1 bilinmektedir (140, 141). Ilgili transkriptin, paternal allelde promotdr
bolgesinin metile oldugu ve maternal allelde ise eksprese oldugu gosterilmistir.
NESPS55 izoformunun ekspresyonunun ya da protein fonksiyonunun kaybi, GNAS
ile iliskilendirilmis hastaliklardan “Psddohipoparatiroidizm Ib (OMIM #603233)”
hastalarinda saptanmistir (160). Tiim bu bilgilerle c.101G>A (p.Trp34Ter) varyanti
ACMG 2015 ve ACGS 2019 kilavuzlarma (112, 134) gore kriterlendirildiginde
patojen olarak yorumlanmistir. Dolayisiyla, hasta 6 ve 7°de ndromuskiiler hastalik
yaninda “Psddohipoparatiroidizm Ib (OMIM #603233)” tablosunun bulundugu
diistiniilmustiir. Hastalarin  psddohipoparatiroidizm ac¢isindan takipleri de

planlanmistir.
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Sekil 12. COL6A2 geninde saptanan ¢.2329T>C (p.Cys777Arg) heterozigot varyantinin BAM
verisindeki goriintiisii. Ustteki okumalar Hasta 6, alttaki okumalar Hasta 7’ye aittir.
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Sekil 13. COL642 geninde saptanan c.2462-5_2462-4delCA heterozigot varyantinin BAM
verisindeki goriintiisii. Ustteki okumalar Hasta 6, alttaki okumalar Hasta 7’ye aittir.
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Sekil 14. GNAS geninde saptanan ¢.101G>A (p.Trp34Ter) heterozigot varyantinin BAM verisindeki
goriintiisii. Ustteki okumalar Hasta 6, alttaki okumalar Hasta 7’ye aittir.
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Tablo 12. Hasta 6 ve 7°nin WES analizinde saptanan ortak varyantlar ve iliskili hastaliklar.

Gen

Transkript Varyant Zigosite

Ailesel koken

Simiflama*

Hastahk
(OMIM numarasi #)

Kalitim modeli

¢.2329T>C (p.Cys777Arg) hggfzsi‘é‘ot

COL6A2
NM_001849.3

c.2462-5 2462-4delCA Birlesik
(.7 heterozigot

Maternal

Paternal

Olasi patojen
(PS3, PM2, PP1)

Klinik 6nemi belirsiz
(PM2, PM3, PP1)

-?Konjenital miyoskleroz
(255600)

-Bethlem miyopati 1
(158810)

-Ullrich konjenital muskiiler
distrofi 1 (254090)

OR

OD/OR

OD/OR

GNAS c.101G>A

NM_016592.4 (p.Trp34Ter) Heterozigot

Maternal

Patojen
(PVSI1, PM2, PP1)

-ACTH bagimsiz
makronodiiler adrenal
hiperplazi (219080)

-McCune-Albright sendromu
(174800)

-Progresif ossedz heteroplazi
(166350)

-Psddohipo-paratiroidizm Ia,
Ib, Ic (103580, 603233,
612462)

-Ps6dopsodo-
hipoparatiroidizm
(612463)

Somatik

Somatik

oD

OD

oD

*Belirlenen varyantlarin siniflamasit ACMG-AMP 2015 (112) ve ACGS 2019 (134) kilavuzlarina gére yapilmustir.
OR: Otozomal resesif, OD: Otozomal dominant. PVS1: Pathogenic very strong 1, PS3: Pathogenic strong 3, PM2: Pathogenic moderate 2, PM3: Pathogenic moderate 3, PP1:

Pathogenic supporting 1.
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4.2.6. Hasta 8 ve 9

Biyoinformatik analizler neticesinde anote edilmis veride Hasta 8’de 14.318
gende 53.046, Hasta 9°da 14.399 gende 53.303 varyant elde edilmistir. Yapilan
filtrelemelerden sonra Hasta 8’de 135 heterozigot ve 3 homozigot/hemizigot
varyant, Hasta 9’da ise 134 heterozigot ve 1 homozigot/hemizigot varyant
saptanmistir. Hasta 8 ve 9’da belirlenen varyantlardan ortak olanlan
degerlendirmek icin yapilan filtrelerde 65 heterozigot varyantin her iki hastada
ortak oldugu belirlenirken, ayn1 gende birden fazla heterozigot nadir varyant tespit
edilmemistir. Bu varyantlardan SYNE! genindeki (NM_182961.4) ¢.21669G>T
(p.Leu7223Phe) heterozigot varyantina ek olarak, ayn1 gende yerlesim yeri sebebi
ile analizler sirasinda filtre disginda kalmis olan c¢.18816-21delG heterozigot
varyantinin da her iki hastada var oldugu gorilmistiir (Sekil 15 ve 16). SYNEI
geninde saptanan heterozigot varyantlarin farkli ebeveynlerden kalitildiklar: Sanger
dizi analizi ile belirlenmistir. Hastalarda ortak homozigot nadir varyant ise

belirlenmemistir. SYNE genindeki varyantlara ait bilgiler Tablo 13’te verilmistir.

Hastalarda SYNEI geninde birlesik heterozigot olarak belirlenen
varyantlardan ¢.21669G>T (p.Leu7223Phe) varyantinin literatiirde ve varyant veri
tabanlarida (130-132) daha 6nce bildirilmedigi ve popiilasyon verilerinde (129) de
saptanmadig1 goriilmektedir. /n silico araglarda (135, 136) bu varyant ile ilgili hem
hastalik yapict oldugu yoniinde hem de benign oldugu yoniinde tahminler vardir.
Tim bu bilgiler géz Online alinarak SYNE! geninde saptanan heterozigot
¢.21669G>T (p.Leu7223Phe) varyantt ACMG 2015 ve ACGS 2019 kilavuzlarina
(112, 134) gore kriterlendirilerek klinik 6nemi belirsiz olarak yorumlanmuistir.
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Hasta 8 ve 9’un SYNE! geninde trans allelde saptanan (NM_182961.4) ¢.18816-
21delG heterozigot varyanti da literatiirde ve varyant veri tabanlarinda (130-132)
daha once bildirilmemis ve popiilasyon verilerinde (129) saptanmamustir. Genin
100. intronunda akseptor kirpilma boélgesine yakin yerlesen bu varyant, kanonik
akseptor sekansi etkilememektedir (140). In silico araglarda (138, 139) da bu
varyantin kirpilmay1 etkilemedigi tahmin edilmektedir. Tiim bu bilgiler 1s181nda,

c.18816-21delG varyantt ACMG 2015 ve ACGS 2019 kilavuzlarma (112, 134)

gore kriterlendirilerek klinik 6nemi belirsiz olarak yorumlanmistir.
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Sekil 15. SYNE! geninde saptanan c.18816-21delG heterozigot varyantinin BAM verisindeki
goriintiisii. Ustteki okumalar Hasta 8, alttaki okumalar Hasta 9’a aittir.
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SYNE1

Sekil 16. SYNE! geninde saptanan c.21669G>T (p.Leu7223Phe) heterozigot varyantinin BAM
verisindeki griintiisii. Ustteki okumalar Hasta 8, alttaki okumalar Hasta 9’a aittir.
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Tablo 13. Hasta 8 ve 9’un WES analizinde saptanan ortak varyantlar ve iliskili hastaliklar.

Gen S : . . Hastahk .
Transkript Varyant Zigosite Ailesel koken Siiflama (OMIM numarasi #) Kalitim modeli
r Klinik .
¢.21669G>T Birlesik 1lr)1élirosrilzem1 -Miyojenik tip artrogripozis OR
(p.Leu7223Phe) heterozigot Maternal (PM2) multipleks konjenita 3
(618484)
NMS)172/2E9161 4 -Emery-Dreifuss muskiiler OD
- ) distrofi 4 (612998)
¢.18816-21delG Birlesik Klinik nemi R ghinoserebellar ataksi 8 OR
(0.2) heterozigot Paternal belirsiz (610743)
; (PM2, BP7)

*Belirlenen varyantlarin siiflamast ACMG-AMP 2015 (112) ve ACGS 2019 (134) kilavuzlarma gore yapilmustir.
OR: Otozomal resesif, OD: Otozomal dominant. PM2: Pathogenic moderate 2, BP7: Benign supporting 7.
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4.3. Protein-protein etkilesim analizleri

Alt motor néron hastalig1 6n tanisi ile degerlendirilen hasta grubunda WES
analizi ile varyantlar saptanan ASAHI, COL6A2, PLA2G6, PYROXDI, SYNEI ve
TBCE genleri ile birlikte SMNI geni, GIANT v2 ve STRING protein-protein
etkilesim araglar ile degerlendirilmistir. GIANT v2 ile spinal kordda yapilan
degerlendirmede, ASAHI, PYROXDI ve TBCE genlerinin bir etkilesim kiimesi
icerisinde, COL6A42, PLA2G6 ve SYNEI genlerinin baska bir etkilesim kiimesi
icerisinde yer aldiklar1 goriilmiistiir. SMNI geni bu iki kiimenin ortasinda
yerlesmekte olup her iki kiime ile de etkilesmektedir (Sekil 17). STRING ile yapilan
degerlendirmede ise hastalarda varyantlar saptanan gelerin protein iiriinlerinin
timiiniin SMN proteinin icerisinde yer aldigt ve mRNA kirpilmasini saglayan
kompleks ile dolayli olarak etkilesim igerisinde bulundugu goriilmektedir (Sekil
18). STRING analizinde “GeneOntology” veri tabanindaki “Biologic process”

terimlerinden anlamli zenginlestirme belirlenenler Tablo 14’te listelenmistir.
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Relatinship confidence

Sekil 17. GIANT ile spinal kordda protein-protein etkilesim degerlendirmesi
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Sekil 18. STRING ile protein-protein etkilesim degerlendirmesi. Farkli renkler Reactome veri
tabanina (161) gore farkli yolaklardaki genleri temsil etmektedir: kirmizi=mRNA kirpilma
(spliceosome), pembe=mayotik sinapsis, yesil=tubulin katlanma, sari=sfingolipid metabolizmasi,

mavi=kollajen olusumu.
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Tablo 14. STRING analizinde zenginlestirme belirlenen “Biologic process” terimleri.

GO terimi Aciklama Hatah Dabhil edilen genler
tanimlama orami
. . SMNI1, ASAHI, PLA2G6,
GO:0008152 metabolic process 1.99E-34 PYROXDI
GO:0006807 ~ Mtrogen "Ogiggggsd metabolic  gp 3 SMNI, ASAHI, PLA2G6
GO:0065003 ~ Protein-containing complex 3.74E-18 SMNI, COL6A2
assembly
GO:0051641 cellular localization 1.32E-17 SMNI1, SYNE]
GO:0016043 cellular cpmponent 1.33E-16 SMNI, COL6A2, SYNEI,
organization TBCE
GO0:0007010 cytoskeleton organization 5.26E-07 TBCE, SYNE1
G0:0006810 transport 1.78E-06 SMNI, ASAHI, PLA2G6
G0:0044255 celgliDid motzigely 6.55E-06 ASAHI, PLA2G6
process
G0:0032501 Epiticellulaggiggmismal 1.23E-05 PLA2G6, SYNE1
process
. . SMNI1, ASAHI, PLA2G6,
GO:0051179 localization 9.30E-05 SYNEI

Zenginlestirmeye dahil edilen genler: ASAHI, COL6A42, PLA2G6, PYROXDI1, SMN1, SYNEI ve
TBCE.

GO: GeneOntology.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, SMA veya alt motor néron hastaligi bulgulari olup daha 6nce
SMNI geninde delesyon saptanmamis olan ve ileri molekiiler analiz i¢in 2018-2019
yillarinda Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine refere edilen 9 hastanin tim
ekzom dizileme verilerinin biyoinformatik analiz teknikleri kullanarak retrospektif
olarak degerlendirmesi ile elde edilen veriler, genotip-fenotip korelasyonu
yapilarak yorumlanmistir. Néromuskiiler hastaliklarla iliskili oldugu bilinen 7BCE,
ASAHI, PLA2G6, PYROXDI ve COL6A2 genlerinde 4’1 ilk kez bu ¢aligmada
belirlenmis, 2’si literatiirde daha 6nce bildirilmis olan toplam 6 patojen/olasi
patojen varyant tanimlanmistir. Ayrica, néromuskiiler hastaliklarla iliskili oldugu
bilinen COL6A2 ve SYNEI genlerinde, klinik 6nemi belirsiz olarak siniflandirilan
ancak hastalarimizda klinik bulgular agiklama potansiyeline sahip oldugunu
disiindiiglimiiz 3 varyant saptanmistir. Boylece, SMA veya alt motor néron
hastalig1 klinik bulgularina sahip olan 6 farkli ailedeki 9 hastanin tamaminda,
potansiyel olarak etiyolojiyi agiklayabilecek molekiiler bir sonug elde edilmis olup,
tiim sonuglar Tablo 15°te verilmistir. Ug ailede TBCE, PLA2G6 ve SYNEI genleriyle
iligkili olarak alt motor néron tutulumu olan bir nérodejeneratif hastalik, iki ailede
PYROXD1 ve COL6A2 genleriyle iligkili bir miyopati-muskiiler distrofi ve bir ailede
de ASAHI geniyle iligkili SMA-plus sendromu tanisi konulmustur. Bu sonuglarla
hastalarimiza molekiiler olarak tani konulmasi yami sira, klinik izlem ve

prognozlarina da dogru ve faydali bilgiler saglanacag: diistintilmektedir.

85



Tablo 15. Hastalarda belirlenen potansiyel olarak etiyolojiyi agiklayabilecek molekiiler sonuglar.

Hasta

Hasta 1

Hasta 2

Hasta 3

Hasta 4

Hasta 5

Hasta 6

Hasta 7

Hasta 8

Hasta 9

On tam

SMA/alt motor noron hastalig
+ entelektiiel yetersizlik +
nobet

SMA/alt motor noron hastalig
+ noébet

SMA/alt motor noron hastalig
+ gelisme geriligi

SMA/alt motor noron hastalig

SMA/alt motor néron hastalig

SMA/alt motor nron hastalig

SMA/alt motor noron hastalig

SMA/alt motor noron hastalig

SMA/alt motor néron hastalig

Final tam*

Amiyotrofi ve optik atrofi ile birlikte

progresif ensefalopati
(OMIM #617207)

Progresif miyoklonik epilepsi ile
birlikte SMA (OMIM #159950)

Infantil néraksonal distrofi 1
(OMIM #256600)

Miyofibriler miyopati 8
(OMIM #617258)

Miyofibriler miyopati 8
(OMIM #617258)

Bethlem miyopati 1
(OMIM #158810)

Bethlem miyopati 1
(OMIM #158810)

OR spinoserebellar ataksi 8
(OMIM #610743)

OR spinoserebellar ataksi 8
(OMIM #610743)

Gen

TBCE

ASAHI

PLA2G6

PYROXDI

PYROXDI

COL6A2

COL6A42

SYNEI

SYNEI

Zigosite

Homozigot

Homozigot

Homozigot

Birlesik
heterozigot

Birlesik
heterozigot

Birlesik
heterozigot

Birlesik
heterozigot

Birlesik
heterozigot

Birlesik
heterozigot

Bilinirlik

Yeni

Yeni

Yeni

Bilinen;
yeni

Bilinen;
yeni

Bilinen;
yeni

Bilinen;
yeni

Yeni;
yeni

Yeni;
yeni

Varyant

¢.809T>C

c.119G>T

c.1094T>G

c.464A>G;
c.486delA

c.464A>G;
c.486delA

¢.2329T>C;
¢.2462-5 2462-4delCA

¢.2329T>C;
¢.2462-5_2462-4delCA

¢.21669G>T;
c.18816-21delG

¢.21669G>T;
c.18816-21delG

Protein

(p.Leu270Pro)

(p-Gly40Val)

(p-Met365Arg)

(p-Asnl55Ser);
(p-Vall63CysfsTer9)

(p-Asnl55Ser);
(p-Vall63CysfsTer9)

(p.Cys777Arg);
()

(p.Cys777Arg);
®-?

(p.Leu7223Phe);
(».?)

(p.Leu7223Phe);
.7

Smmiflandirma

Olas1 patojen

Olasi patojen

Olasi patojen

Patojen/patojen

Patojen/patojen

Olas1 patojen;
klinik 6nemi belirsiz

Olas1 patojen;
klinik dnemi belirsiz

Klinik 6nemi belirsiz;
klinik dnemi belirsiz

Klinik 6nemi belirsiz;
klinik dnemi belirsiz

*Hasta 8 ve 9°da SYNE! geninde saptanan varyantlar klinik dnemi belirsiz olarak siniflandirildigindan bu sonug ilgili hastalarda final tan1 niteliginde degildir.
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5.1. Genotip-fenotip korelasyonlari
5.1.1. Hasta 1

Hastada TBCE geninde olasi patojen olarak siniflandirilan (NM_003193.5)
¢.809T>C (p.Leu270Pro) homozigot varyanti saptanmistir. 7BCE geni, tubulin
katlanmas1 ve polimerizasyonunda goérev alan bes saperon proteininden (tubulin
chaperon A, B, C, D ve E) birini kodlamaktadir. Tubulin proteinlerinin etkilendigi
tubulinopatiler, noronal gogiin kusurlu olmasindan kaynaklanan serebral korteks
problemleri ile karakterize norogelisimsel bir hastalik grubudur (162). Tubulin
saperonlarini kodlayan genlerden sadece TBCD ve TBCE genleri insanlarda kalitsal
hastaliklarla iligkilendirilmistir. 7BCD geninde biallelik patojen varyant varligi
“Beyin atrofisi ve ince korpus kallozumla birlikte erken baslangich progresif
ensefalopati (OMIM #617193)”ye neden olmaktadir (163, 164). Bu hastaligin
TBCE geni ile iligkilendirilmis olan “Amiyotrofi ve optik atrofi ile birlikte progresif
ensefalopati (OMIM #617207)” ile benzer klinik gosterdigi bilinmektedir. ilk kez
2016 yilinda bildirilen bu hastalikla etkilenen bireylerde, spinal muskiiler atrofi

klinigi ile uyumlu bulgular da raporlanmstir (165).

“Tubulin folding cofactor E” (TBCE) geninde daha 6nce ¢ok sayida patojen
varyant bildirilmig olup, bunlardan c¢.155 166del (p.Ser52 Gly55del) homozigot
durumda iken; hipoparatiroidizm, entelektiiel yetersizlik, fasiyal dismorfizm ve agir
bliylime geriligi ile karakterize ‘“Hipoparatiroidizm-retardasyon-dismorfizm
sendromu (OMIM #241410)” ve bu sendroma benzer bulgularin gorildigi

“Kenny-Caffey sendromu 1 (OMIM #244460)” ile iliskilendirilmistir. (166, 167).
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Ayrica, yikict etkiye sahip biallelik 7TBCE varyantlart da “Hipoparatiroidizm-
retardasyon-dismorfizm sendromu”na yol agabilmektedir (130, 167). TBCE
geninde daha once bildirilen patojen varyantlardan; yanlis anlamh c.464T>A
(p.Ile155Asn) varyantt homozigot durumda iken ve erken sonlanma kodonu
olusturan c¢.924del (p.Ser308 Leu309insTer) varyanti ile trans allellerde
yerlestiginde “Amiyotrofi ve optik atrofi ile birlikte progresif ensefalopati (OMIM
#617207)’ye neden oldugu gosterilmistir (86). “Tubulin-specific chaperone E”
proteinin 155. pozisyonunda konsensus Leu rezidiilerinden birinde (168) yerlesen
izolésin (isoleucine, Ile), kendisi gibi hidrofobik aminoasitlerle birlikte LRR
domainin katlanmasina katkida bulunmaktadir. 7BCE geninde c.464T>A
(p-Ile155Asn) varyant1 nedeniyle polipeptid yapisinda Ile yerine gecen asparajin
(asparagine, Asn) aminoasitinin bu katlanmayi bozdugunun tahmin edildigi
belirtilmistir (86). Ayrica bu varyantin, etkilenmis bireylerde TBCE seviyesini
azalttigr fibroblast kiiltiirlerinden yapilan Western-blot calismalar1 ile de
gosterilmistir (86). Sonug olarak, hastamizdaki gibi LRR domaininin kosensus Leu
rezidiilerini etkileyen yanlis anlamli varyantlarin “Amiyotrofi ve optik atrofi ile
birlikte progresif ensefalopati (OMIM #617207)” klinigine yol agtig

diistiniilmektedir (Sekil 19).
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p.Val23ThrfsTer27 |
' p.Lysa8ThrfsTer2
p.Ser52_Gly55del '

p.lle119TyrfsTer25 ] p.Cys371Ter
154-175_180-200 205-226 230-252253-274 278-299 _308-329 42 1384 443 527
HEHBEEHEBIEIES
Tubulin-specific chaperone E CAP-GLY: Cytoskeleton-associated
.. protein glycine-rich
proteini X i o 1 _ LRR: Leucine rich repeat
| LRRCT: Leucine rich repeat C-terminal
p.lle155Asn | p.Leu270Pro ] p.Leu360Ter| |y yyquitiniike

!

XLEXLLXLxXNxXExxxxLxxLx
LQTVKLLDLSSNQLIDENQLYLIAHLPRLE (280)
LOKMRLLDLSSNPSIDESQLSLIADLPRLE
LQTVKLLDLSSNPLIDENQLFLIAYLPRLE
LQTVKLLDLSSNQLIDENQLFLIAYLPRLE
LQTVKLLDLSSNQLIDENQLFLIAYLPRLE
LOMVKLLDLSSNQSIDENQLFLIAYLPRLE
LONLTILDISNNKIVDGNQLHTIAFLPRLK
LOALTVLDLSNNQIAQET-VLEISHLPRLE

Homo sapiens
Mus musculus

(251)
Felis catus

Equus caballus

Bos taurus

Oryctolagus cuniculus

Xenopus laevis
Danio rerio

Sekil 19. Tubulin-specific chaperone E proteinin domainleri ile literatiirde ve hasta 1°de saptanan
TBCE varyantlarin1 gosteren sema. Siyah renkle yazilmis varyantlar “Hipoparatiroidizm-
retardasyon-dismorfizm sendromu” ve “Kenny-Caffey sendromu 1” ile iligkilendirilmistir. Kirmizi
ile yazilan varyantlar “Amiyotrofi ve optik atrofi ile birlikte progresif ensefalopati” ile
iliskilendirilmigtir. Hasta 1’de saptanan p.Leu270Pro varyantinin tiirler arasinda korunan bir
bolgede ve rezidiide yerlestigi goriilmektedir.

Yapilan literatiir arastirmasinda “Amiyotrofi ve optik atrofi ile birlikte
progresif ensefalopati”’den etkilendigi bildirilen dort farkli aileden alti hastanin
klinik bilgisine ulasilabilmigtir. Klinik bulgularin baslangi¢ yasinin dogumdan on
dort ayliga kadar degisebildigi bu hastalarin bagimsiz yiirliyemedigi, dordiiniin
desteksiz oturmay1 6grenmisken bu yetenegini kaybettigi, birinin hi¢ oturamadigi
ve birinin ise desteksiz oturabildigi bildirilmistir (86). Mevcut hastalarin, hastaligin
klinik seyri ve baslangic yasi itibariyla hastamizla benzer o6zellikler gosterdigi
gozlenmektedir. Ancak hastamizdan farkli olarak, literatiirdeki hastalarin
tamaminda iki-ii¢ yaslarinda iken beyin MRI’da tespit edilen serebellar atrofi

ve/veya korpus kallozum hipoplazisi saptandigi bildirilmistir. Bu hastalarin

dordiinde 2. dekatta yapilan beyin MRI’da gangliyonlarda demir birikimi de ek
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olarak saptanmistir (86). Hastamizin ise alt1 yasindayken yapilan beyin MRI’1
normal olarak degerlendirilmekle birlikte, ek anomaliler ve demir birikimi
acisindan yeniden degerlendirilmesi, ayrica literatiirdeki hastalarin tamaminda
bilateral optik atrofi varligi rapor edilmesi (86) lizerine gérme ile ilgili aktif sikayeti

bulunmayan hastamiza oftalmolojik degerlendirme planlanmustir.

Noromuskiiler hastaliklarda kazanilmis maksimum motor fonksiyonlarin ve
bulgularin baslangi¢ yasmin hastaligin klinik agirligini belirlemede 6nemli oldugu
(24) goz oniine alindiginda, hastamizin daha 6nce bildirilen hastalara gore daha
hafif bir kliniginin oldugu sdylenebilir. Bu, protein fonksiyonel etkilenmesinin
derecesi, degisken ifadelenme, 7BCE geninin ve regiilator genlerinin olasi

etkilesimi ve epigenetik faktorler nedeniyle gozlemlenebilmektedir.

5.1.2. Hasta 2

Hastada ASAH 1 geninde olas1 patojen olarak siniflandirilan (NM_177924.5)
c.119G>T (p.Gly40Val) homozigot varyanti belirlenmistir. ASAHI genindeki
biallelik patojenik varyantlarin, bu genin iiriinii olan asit seramidaz enzim
seviyesini azaltarak, “Farber lipograniillomatozis (OMIM #228000)” ve “Progresif
miyoklonik epilepsi ile birlikte SMA (SMAPME, OMIM #159950)’ya yol agtigi
bilinmektedir (169). Farber lipograniillomatozis erken baslangicli subkutan
nodiiller, agrili ve ilerleyici eklem deformiteleri ve larinks etkilenimi nedeniyle
kaba sesin oldugu bir lizozomal depo hastaligi olup, bu hastalikta noérolojik

etkilenimin daha az siklikta oldugu goézlenmektedir. SMAPME ise genellikle
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cocukluk caginda baslayan ve spinal motor néronlarin hasarma bagli gelisen
proksimal kas giicslizliigii ve kas atrofisini takiben ortaya ¢ikan miyoklonik
epilepsiler ile karakterize bir hastaliktir (37). Bu hastaliklar ve ASAH1 genindeki
patojenik varyantlar arasinda net bir genotip-fenotip iliskisi kurulamamis olmakla
birlikte, asit seramidaz proteininin a-subiinitini (1-145. aminoasitler arasi)
kodlayan bolgede yerlesen varyantlarin daha gok SMAPME ile, - subiinitini (146-
395. aminoasitler arasi) kodlayan bolgede yerlesen varyantlarin ise “Farber
lipograniilomatozis” klinigi ile iligkili oldugu bilinmektedir (169). Ek olarak,
hastamizda saptanan c.119G>T (p.Gly40Val) varyant1 ile ayn1 kodonda bulunan
homozigot ¢.118G>C (p.Gly40Arg) varyanti veri tabanlarinda (130) SMAPME
klinigi ile iliskilendirilmistir (ClinVar ID: 873542). Tiim bu bilgiler gbz 6niinde
bulundurularak, hastada var olan ilerleyici SMA ve epilepsi kliniginin de ASAH
geni ile iliskili “Progresif miyoklonik epilepsi ile birlikte SMA (SMAPME)

(159950)” ile uyumlu oldugu diisiiniilmektedir.

Progresif miyoklonik epilepsi ile birlikte SMA, ilk olarak alt motor néron
hastalig1 bulgular ile {i¢ ila yedi yaslar arasinda ortaya ¢ikmakta ve genellikle
ekstremite proksimalinde, 6zellikle {ist ekstremitede baskin miyoklonik ve atonik
nobetler motor ndéron sikayetlerini takiben belirginlesmektedir (68, 170, 171).
Hastalardaki kas giigsiizliigiiniin genel olarak erken cocukluk doneminde ortaya
¢iktig1 bilinmekle birlikte, kas giigsiizliigiiniin 10 yagindan sonra ortaya ¢iktigi ve
15 yasinda EMG testinde motor ndron etkileniminin gosterildigi hastalar da
bildirilmistir (172). Ayrica, literatiirde miyoklonik epilepsinin kas gii¢siizliigiinden

once bagladig1 hasta bildirimleri de mevcuttur (172, 173). Hastamizda var olan geg
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baslangicli alt motor néron bulgularinin, iki ayr1 donemde baslayan ilki benign
seyirli ve ikincisi aksiyel miyotonik karakterdeki ndbetlerin literatiirde de 6rnekleri
bulunan (172, 173) atipik seyirli bir SMAPME klinigi ile uyumlu oldugunu

sOylenebilir.

5.1.3. Hasta 3

Hastamizda PLA2G6 geninde olast patojen olarak smiflandirilan
(NM_003560.4) ¢.1094T>G (p.Met365Arg) homozigot varyanti saptanmigtir.
PLA2G6 geninin biallelik patojenik varyantlar klinik agirhgma gore “Infantil
noraksonal distrofi 1 (INAD1, OMIM #256600)”, “Beyinde demir birikimi ve
norodejenersyon 2 (Atipik noraksonal distrofi (NAD), OMIM #610217)” ve “OR
Parkinson hastaligi 14 (OMIM #612953)” ile iliskilendirilmistir. INAD1 genellikle
6 ay ile 3 yag arasinda gelisimsel gerilik veya regresyon, hipotoni ve progresif
spastik ataksi gibi bulgular gostermektedir. Atipik NAD ise ¢ocukluktan 2. dekatin
sonlarina kadar degisen baslangic yasi ve ataksi, konusma geriligi, otistik 6zellikler,
noropsikiyatrik bozukluklar gibi bulgular ile baslayabilmektedir. PLA2G6-iliskili
Parkinson hastaliginda ise yiiriime zorlugu, noropsikiyatrik degisiklikler, distoni ve
kognitif etkilenmenin eslik edebildigi parkinsonizm tablosu genellikle erken
erigkinlik doneminde kendini gostermektedir (37, 174). Tiim bu bilgiler g6z 6niine
alindiginda, hastadaki erken baslangi¢li nérogelisimsel gerilik, spastisite ve motor
noron tutulumu ile seyreden fenotipin PLA2G6 geni ile iliskili INAD1 ile uyumlu

oldugu diisiiniilmektedir.
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“Phospholipase A2, Group VI” genindeki varyantlarla, ilgili nérodejeneratif
hastaliklarin genotip-fenotip korelasyonu acisindan net bir kural gdsterilemedigi
ifade edilmektedir (175). Buna karsin, biallelik yikici varyantlarin -nonsense-
mediated mRNA decay mekanizmasini aktiflestiren- ve kalsiyum bagimsiz
fosfolipaz A2 proteinin katalitik aktivitesini ciddi 6lglide etkileyen yanlig anlamli
varyantlarin INAD1 klinigine yol agtig1 bildirilmektedir. Ayrica, biallelik yikici
varyantlarin daha erken yasta klinik bulgularin ortaya ¢ikmasina neden oldugu
belirtilmektedir (176). OR Parkinson hastalig1 14’te proteinin katalitik aktivitesinde
degisiklik olmadig1 bilinmekte, atipik NAD’ta ise genellikle yanlis anlamh
varyantlar tespit edilmektedir (174). ClinVar veri tabaninda (130) patojen/olasi
patojen olarak siniflandirilan 51 yanlig anlamli varyantin 16’sinin INAD1 klinigi
ile uyumlu oldugu belirtilmektedir. Hastamizdaki biallelik yanlis anlamli varyantin,
literatiirdeki diger INADI1 hastalariyla klinik ve molekiiler olarak benzer 6zellikler

gosterdigi soylenebilir.

5.1.4. Hasta 4 ve 5

Hastalarimizda PYROXDI geninde patojen olarak smiflandirilan
(NM_024854.5) c.464A>G (p.Asnl55Ser) ve c.486delA (p.Vall63CysfsTer9)
varyantlarinin birlesik heterozigot olarak bulundugu belirlenmistir. Literatiir
arastirmasinda bulunabildigi kadariyla, glinlimiize kadar on {i¢ ailede yirmi hasta
PYROXDI1 geni ile iliskili “Miyofibriler miyopati 8 hastasi olarak bildirilmistir

(152-155, 177). Hasta 4 ve 5°deki birlesik heterozigot varyantlardan biri olan
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c.464A>G (p.Asnl55Ser), literatiirdeki hastalarda da en sik saptanan patojen
varyanttir  (152-155). Yapilan genotip-fenotip korelasyonunda c¢.464A>G
(p-Asnl55Ser) varyantinin, homozigot veya baska bir yanlis anlamli varyant ile
birlesik heterozigot iken ¢ocukluk ¢agi veya eriskin yasta baslayan limb-girdle
muskiiler distrofi klinigine yol actig1 belirtilmistir (155). Bunun yaninda, mRNA
kirpilma islemini etkileyerek yikict etki olusturmasi beklenen bazi varyantlarin
birlesik heterozigotlugu durumunda, hastaligin baglangi¢ zamaninin doguma ya da
erken bebeklik donemine kadar one gelebildigi ileri siiriilmektedir (155).
Hastalarimizda ise yanhis anlamli ¢.464A>G (p.Asnl55Ser) ve cerceve kaymasi
yoluyla yikici etki olusturmasi beklenen c.486delA (p.Vall63CysfsTer9)
varyantlar birlesik heterozigot olarak bulunmaktadir ve her iki hastanin da klinik
bulgular1 ¢ocukluk ¢aginda baglamistir. Yikici etki olugturmasi beklenen c.486del A
(p-Val163CysfsTer9) varyantinin homozigot olmamasinin, hastalarin kliniginin
dogumda ya da bebeklik doneminde degil de cocukluk ¢aginda baslamasi lizerinde
bir faktor oldugu sdylenebilir.

Miyofibriler miyopatiler ortak morfolojik bulgular iizerinden tanimlanmig
bir ndromuskiiler hastalik grubunu ifade etmektedir. Bu morfolojik bulgular, Z
diskinde baglayan miyofibriler diizensizligi takiben miyofibriler yikim iiriinlerinin
birikmesi ve anormal lif bdlgelerinde c¢ok sayida proteinin ektopik
ekspresyonundan olusmaktadir (178). Bugiine kadar en az dokuz farkli genle
iligkilendirilmis miyofibriler miyopati tanimlanmistir (37). Bunlardan 6zellikle
BAG3 geniyle iliskili “Miyofibriler miyopati 6 (OMIM #612954)” hastalarinda

siklikla aksonal ve demiyelinizan polinéropati bildirilmistir (179-181). Uzunluga
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bagl aksonal motor noropatinin elektrofizyolojik ¢aligmalar ve klinik bulgularla
desteklendigi bir baska hasta, MYOT geninde yanlig anlaml bir varyant nedeniyle
“Miyofibriler miyopati 3 (OMIM #609200)” olarak tanmimlanmis ve hastanin
takibinde yapilan goriintiilemelerde miyopatiyi destekleyen bulgular saptanmistir
(182). PYROXDI geniyle iliskili “Miyofibriler miyopati 8 (OMIM #617258)”in ilk
kez tanimlandig1 hasta grubundan olan iki kardeste de aksonal duysal noropati
bildirilmistir (152). Ayrica, PYROXD1 geniyle iliskili “Miyofibriler miyopati 8
(OMIM #617258)” tanist konulan ayni aileden ii¢ hastanin kas biyopsisinden
yapilan patolojik degerlendirmelerinde, ilerlemis kronik nérojenik sendromlarla
uyumlu 6zellikler gdsteren doku bulgular1 oldugu rapor edilmektedir (154). Bu
bilgiler géz oniine alindiginda, hastalarimizda denervasyon siirecine isaret eden kas
biyopsisi ve miyopati-SMA ayriminin yapilamadig1 elektrofizyolojik calisma
sonuclarinin, miyofibriler miyopatiye 6zgii kas tutulumundan kaynaklandigi

sOylenebilir.

5.1.5. Hasta 6 ve 7

Hastalarimizda COL6A2 geninde sirasiyla olasi patojen ve klinik dnemi
belirsiz olarak siniflandirilan (NM_001849.3) ¢.2329T>C (p.Cys777Arg) ve
€.2462-5 2462-4delCA varyantlarinin bilesik heterozigot durumda olduklar
belirlenmistir. Ug kollajen VI geninin (COL6A41, COL6A42, COL6A3) her biri, iki
ana tip kas hastalig1 ile iligkilendirilmistir; bunlardan Ullrich konjenital muskiiler

distrofi 1 (UKMD, OMIM #254090) daha agir fenotip gosterirken, Bethlem
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miyopati 1 (BM, OMIM #158810) hafif-orta klinik ile seyretmektedir (37).
Ekstraselliiler matriksin 6nemli bir bileseni olan kollajen VI kas, tendon, cilt,
kikirdak ve intervertebral disk gibi bircok dokuda bulunmaktadir (183). UKMD
hastalarinda yapilan kas biyopsilerinde, dejenerasyon-rejenerasyon ve kas
dokusunun yag ve fibrotik bag dokusu ile yer degistirdigi distrofik 6zellikler
saptanmaktadir. Kollajen VI’ya spesifik immiinfloresan boyamada, endomisyum
ve bazal laminada kollajen VI'nin ciddi oranda veya tamamen kayboldugu
izlenebilmektedir. BM’de ise kas biyopsisinde miyopatik veya distrofik
degisiklikler saptanabilmekte, kastan yapilan kollajen VI immiinfloresan boyama
sonucu genellikle normal veya minimal degisikliklerle sonuglanmaktadir (183).
BM hastalarmin cilt fibroblastlarindan yapilan kollajen VI immiinfloresan

analizleri daha iyi sonug verebilir (183, 184).

Kollajen VI ile iligkili hastaliklarda, CK seviyeleri normal veya normalin 5
kat1 kadar artmis olabilmektedir (183). Hastalarimizin da CK seviyelerinin
normalin 2-3 kat1 kadar arttig1 izlenmekteydi. Kollajen VI ile iligkili hastaliklarda
yapilan EMG’lerde genellikle miyopatik degisiklikler saptanmaktadir (183).
Bununla birlikte, baz1 hastalarda normal EMG bulgular1 veya ndrojenik bulgular da
saptanabilmektedir (183). Kollajen VI ile iligkili kas hastaliklarinin
degerlendirildigi farkli ¢calisma gruplarinda, EMG’de ndrojenik tutulumun yaygin
olarak saptandigi bildirilmektedir (185, 186). Hastalarrmizin da EMG
degerlendirmelerinde, motor néron veya aksonlarda norojenik tutulum izlendigi

rapor edilmektedir.

96



Kollajen VI ile iliskili hastaliklar i¢inde spektrumunun farkli uglarinda
bulunan UKMD ve BM hastaliklari, klinik 6zelliklerine gore tanimlanmaktadir.
Her iki hastalik da o6zellikle proksimal veya generalize, yavas ilerleyici bir kas
giigsiizliigline yol agmaktadir. Bu hastaliklardan UKMD genellikle erken bebeklik
doneminde bulgu verirken, BM’de bulgular ¢ocukluk ve erken erigkinlik
doneminde ortaya ¢ikmaktadir. UKMD hastalari ilk dekatta genellikle yiiriiyemez
veya yiirime yetilerini kaybetmektedirler. BM hastalarinda ise motor gelisim
normal ya da hafif etkilenmis olarak gozlenir ve bu hastalarin tamami
yiirliyebilmektedir. UKMD hastalarinin proksimal eklemlerinde kontraktiirler,
distal eklemlerinde (parmak, el ve ayak bilekleri) artmis laksisite saptanmaktadir.
BM hastalarinda ise el-ayak bileklerinde ve uzun parmak fleksor kaslarinda
kontraktiir goriilebilmektedir. UKMD hastalarinda erken dénemde solunum
yetmezligi gelisebilirken, BM’de 4.-5. dekatlara kadar solunum etkilenmesi
beklenmemektedir (183). Hastalarimizin her ikisinde de ¢ocukluk déneminde 6nce
proksimal kas gruplarinda baglayan ve daha sonra distal kas gruplarinin da
etkilendigi kas gii¢siizligii izlenmektedir. Yas1 daha biiyiik olan ve hastaliginin
daha ileri evrede oldugu gozlemlenen hasta 6’nin ayak bilegi eklem acikligindaki
kisitlanma ve hastaligin baslangic yas1 géz oniine alinarak, hastalarimizin tanisinin
fenotipin daha hafif bir seyir gosterdigi BM ile uyumlu oldugu sdylenebilir.
Literatiirde de hastalardaki SMN1-dis1 SMA ve aksonal CMT klinik bulgularmin
varlig1 nedeniyle molekiiler genetik etiyolojilerinin degerlendirildigi genis bir
kohortta, kollajen VI kodlayan genlerde patojen varyantlarmm belirlenmesi

sonrasinda UKMD ve BM tanis1 konulan hastalar oldugu bildirilmektedir (114).
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Hastalarimizda COL6A42 geninde saptanan ¢.2329T>C (p.Cys777Arg)
varyantinin, literatiirde bildirilen hastalarda sadece homozigot durumda saptandig,
bu hastalarm ilerleyici bir klinik seyir gosterdikleri ve tekerlekli sandalyeye bagimli
hale geldikleri belirtilmektedir (156-159). Bu giine kadar bildirilen hastalarin hi¢
birinde bu varyantin birlesik heterozigot oldugu hasta rapor edilmemistir.
Hastalarimizda heterozigot olarak belirledigimiz (NM_001849.3) ¢.2329T>C
(p.Cys777Arg) varyantinin homozigot olmasi durumunda dokuda kollajen VI
miktarmi azalttigr gosterilmis olmakla beraber, hangi mekanizma ile bunun
gerceklestigi heniiz acik degildir (157, 158). Bu varyantin, proteinin C-terminal
ucuna daha yakin oldugu ve ilk C-terminal globuler (C1) domaininde yerlestigi
bilinmektedir (Sekil 20) (141). Proteinin Cl1 domainindeki yanhs anlamli
varyantlarin genellikle OR kalitim gosteren UKMD tanisi konulan hastalarda

saptandig bildirilmektedir (156, 185).

c.2329T>C €.2462-5_2462-4delCA
(p.Cys777Arg)
45 234 257 590 615 805 | 833 1014

Collagen alpha-2(VI) chain proteini

Sekil 20. COL6A2 tarafindan kodlanan kollajen alfa-2 (VI) zincirinin domainlerini ve hastalarda
saptanan varyantlarin yerlesim yerlerini gosteren sema.

Hastalarimizda COL6A2 geninde saptanan diger varyant olan c.2462-
5 2462-4delCA ise proteinin ikinci C-terminal (C2) domainini kodlayan son ekzon
olan 28. ekzonun, ekzon-intron bileskesinin akseptor kirpilma bdlgesinde
bulunmaktadir (Sekil 20) (140, 141). Bu varyanta yakin yerlesimli su ana kadar

bilinen tek kirpilma bolgesi varyanti olan ¢.2462-3C>A, OR kalitim gosteren ve
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klinik olarak orta-ilerleyici UKMD tanisi konulan bir hastada etiyolojiden sorumlu
olarak literatiirde belirtilmektedir (185). Belirtilen hastadaki bu varyant, son
ekzonda bulunmasi nedeniyle muhtemelen “nonsense-mediated mRNA decay”
mekanizmasini aktiflestirmeyen c¢.2642delA (p.GIn881ArgfsTerl13) varyant: ile
birlesik heterozigot olarak rapor edilmektedir (185). C2 domainin kaybina yol
agmast muhtemel olan ¢.2455C>T (p.GIn819Ter) varyanti, C2 domaininde
yerlesen baska yanlis anlamli varyantlarla birlesik heterozigot oldugu durumlarda
daha hafif klinik tablonun hakim oldugu BM ile iligskilendirilmektedir (187). Buna
karsin, ¢.2455C>T (p.GIn819Ter) varyantinin homozigot oldugu durumlar,
COL6A2 geni ile iligkili oldugu bilinen ve erken déonemde ciddi kontraktiirlerin
goriildiigl “Miyoskleroz miyopati (OMIM #255600)” hastalarinda da saptanmigtir
(188). Bir varyantin homozigot veya birlesik heterozigot olmasi durumlarinin farklh
klinik tablolara yol agabildigi gz 6niine alindiginda, hastalarimizda saptanan ve
daha 6nce bildirilmemis olan bu varyant kombinasyonunun var olan klinik tabloyla

muhtemel iliskisi daha 6nemli hale gelmektedir.

Hastalarimizda GNAS geninde saptanan ve patojen olarak siniflandirilan
heterozigot (NM_016592.4/ENST00000313949.7) ¢c.101G>A  (p.Trp34Ter)
varyantinin maternal kalitildigi belirlenmistir. Maternal allelin etkilenmesi ile
olusabilen psddohipoparatiroidizm Ib’de 6zellikle parathormon direnci goriiliirken,
bazi hastalarda tiroid stimiilan hormon direnci de goriilebilmektedir (189). Kognitif
becerilerin normal oldugu bu hastalarda Albright herediter osteodistrofi klinigi
beklenmezken, hafif brakidaktili ve Madelung deformitesi ile iskelet anomalileri

goriilebilmektedir (189). Hastalarimizin biyokimyasal testlerinde kalsiyum-fosfat
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metabolizma degerleri normal saptanmakla birlikte, muayenede ve iskelet
goriintiilemelerinde 4-5. metakarpal kisaliklar1 dikkati ¢ekmistir. Tiim bu bilgiler
1s1g¢inda, hastalardaki hafif iskelet bulgulari GNAS geninde saptanan maternal
kalitimlt heterozigot (NM_016592.4/ENST00000313949.7) c.101G>A
(p.Trp34Ter) varyantin varligr ile acgiklanabilen “Psddohipoparatiroidizm Ib
(OMIM  #603233)” olarak diisiiniilmektedir. Bu nedenle goriilebilecek
endokrinolojik problemler agisindan hastalarimizin Pediyatrik Endokrinoloji

boliimiine yonlendirilmesi planlanmuistir.

5.1.6. Hasta 8 ve 9

Hastalarimizda SYNE! geninde saptanan ve klinik 6nemi belirsiz olarak
smiflandirilan (NM_182961.4) c.21669G>T (p.Leu7223Phe) ve c.18816-21delG
varyantlarinin birlesik heterozigot durumda bulunduklar belirlenmistir. SYNE]
geni ile iliskili oldugu bilinen {i¢ ana hastalik bulunmaktadir (37). Bu hastaliklardan
“OR spinoserebellar ataksi 8 (Spinocerebellar ataxia, autosomal recessive 8§,
SCARS, OMIM #610743)” birkag ekstraserebellar semptomla birlikte genellikle 2.-
3. dekatta bulgularin basladigi OR spinoserebellar ataksi tipi olarak tanimlanmistir
(190). Sonradan bildirilen hastalar ve genis kohortlarla SCARS, motor ndron
etkilenimi ile birlikte baska noérolojik problemlerin de goriilebildigi ve daha erken
baslangi¢ yasinin olabildigi bir nérodejeneratif hastalik olarak tanimlanmistir (191-
193). SYNEI geniyle iliskili bir diger hastalik olan otozomal dominant kalitimh

“Emery-Dreifuss muskiiler distrofi 4 (EDMD4, OMIM #612998)”, ilk kez EMG’de
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miyopati ve kas biyopsisinde muskiiler distrofi ile uyumlu bulgularmn varligiyla 10
yasinda bir hastada tamimlanmis olup, daha sonra hastada boyunda ve omuz
kusaginda kas gii¢siizliigii ile seyrettigi bildirilmistir (194). intrauterin donemde
baslangi¢ gosteren azalmig fetal hareketler, hipotoni, iskelet defektleri ve motor
gelisimde gecikme gibi bulgularla karakterize agir bir fenotip sergileyen OR
kaliimli “miyojenik tip artrogripozis multipleks kongenita 3 (Arthrogryposis
multiplex congenita 3, myogenic type, AMC3, OMIM #618484)” ise SYNEI

geniyle iligkili son hastaliktir (195).

“Spectrin Repeat-Containing Nuclear Envelope Protein 1” geni alternatif
izoformlarin iiretilmesini saglayan farkli baslangi¢ ve bitis bolgelerine sahiptir
(140). En biyik izoform olan NM 182961.4 transkripti 8797 aminoasit
uzunlugunda Nesprin-1 Giant (NP_892006.3) izoformunu kodlamaktadir (141). Bu
izoformun N-terminal bolgesinde aktin-baglayici 6zellik gdsteren iki adet ardisik
yerlesimli “kalponin-homoloji” (calponin-homology, CH) domaini, takibinde 74
adet “spektrin tekrarlar1” (spectrin repeats, SR) ve C-terminalde “klarsicht”
(KASH) domaini bulunmaktadir (Sekil 21) (141). Yapilan genotip-fenotip
korelasyon caligmalarinda, KASH domaininde ve bu domaine ¢ok yakin SR
domainlerinde yerlesen biallelik yikici varyantlarn AMC3 ile iliskili oldugu
belirtilmektedir (196). EDMD4 icin yanlis anlamli varyantlarin belli bir sicak nokta
secmeyen fakat muhtemel fonksiyon kazandirici 6zellikte belirtilmektedir (196).
Son olarak, SCARS8’de ¢ok farkli varyant tipleri biallelik olarak saptanmakla
birlikte, hastalikla dogrudan iligkili olabilecegi diisiiniilen belirli bir sicak nokta

tespit edilememektedir (196).
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c.21669G>T

c.18816-21delG (p.Leu7223Phe)

50 60 70

1 10 20 30 40

O Calponin homology (CH) O Spectrin repeats (SR) I Klarsicht (KASH)

Nesprin-1 Giant izoformu

Sekil 21. Nesprin-1 Giant izoformunun domainlerini ve hastalarda saptanan varyantlarin yerlesim
yerlerini gosteren sema.

Hastalarda SYNE! geninde birlesik heterozigot varyantlardan biri olarak
saptanan yanlis anlamli ¢.21669G>T (p.Leu7223Phe) varyanti, bu gene ait
NM 182961.4 transkriptinin kodladig1 en biiyiik izoform olan Nesprin-1 Giant
izoformunun 62. SR domaininde yerlesmektedir (141). Bu gendeki yanlis anlaml
varyantlarin fonksiyon kazandirma mekanizmasiyla EDMD4 klinigi ile iliskili
oldugu diisiiniilmekle birlikte (196), SCARS8 hastalarinda da yanlis anlamh
varyantlar bildirilmektedir. Ozellikle motor ndron etkilenimi de bulunan bazi
SCARS8 hastalarinda, SR domainlerinden birinde yerlesen heterozigot yanlis
anlaml1 bir varyantin, SR domainlerinde yerlesen baska bir heterozigot yanlis
anlamli varyantla (197-200) veya yikici varyantlarla (193, 201) birlesik heterozigot

oldugu durumlar bildirilmistir.

Komplike SCARS8 hastalarinin yarisindan fazlasinda goriilen ek fenotipik
ozellik motor noron hastaligidir. Hastalarin %31’inde izole iist motor ndron
disfonksiyonu, %8’inde izole alt motor néron disfonksiyonu ve %19’unda kombine
iist ve alt motor néron disfonksiyonu bulundugu bildirilmektedir (192). Genel
olarak hastalarda Oncelikle ataksi, dizartri gibi serebellar tutulumla uyumlu

bulgular, ardindan motor ndron tutulumuna ait bulgular ortaya ¢ikmaktadir (192).
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Buna karsin motor ndron etkileniminin daha erken basladigi, sonradan serebellar
etkilenimin eklendigi hastalar da bildirilmistir (114, 191, 200). SCARS hastaliginin
atipik seyirlerine siklikla rastlaniyor olmasi nedeniyle birlesik heterozigot olarak
belirlenen SYNE! nadir varyantlarinin hastalarimizdaki fenotipten sorumlu olma
ihtimali bulunmaktadir. Klinik 6nemi belirsiz olarak smiflandirilan bu nadir
varyantlarin patojenitesinin belirlenebilmesi i¢in ek ¢aligmalara ve hasta

bildirimlerine ihtiya¢ vardir.

5.2. Molekiiler mekanizmalar

Spinal muskiiler atrofi/alt motor néron hastaligi fenotip gosteren hastalarda
yapilan WES analizleri sonrasinda 7TBCE, ASAH1, PLA2G6, PYROXDI1, COL6A2
ve SYNEI genlerinde varyantlar belirlenmistir. 7TBCE geni mikrotiibiil yapida hiicre
iskeletinin organizasyonu, mitotik igin organizasyonu ve tubulin katlanmasinda
gorev alan alfa-tubulin baglanma 6zelligi gosteren saperon proteini kodlamaktadir
(141, 150). Sfingolipid metabolizmasinda goérev alan asit seramidaz enzimini
kodlayan ASAHI geni, asit seramidazin olusturdugu sfingolipid hidroliz iiriinleri
araciligiyla hiicre proliferasyonu, apoptoz ve hiicre farklilagsmasi gibi biyolojik
stireclerde rol almaktadir (141, 150). PLA2G6 geni kodladig1 fosfolipaz aktivitesi
gosteren protein ile fosfolipid metabolizmasinda gorev alarak membran
homeostazi, mitokondriyal biitiinliik ve sinyal iletiminde rol almaktadir (141, 150).
FAD-bagimli oksidorediiktaz aktivitesi gosteren bir enzim kodlayan PYROXDI

geni hiicrenin oksidatif strese yanitinda dnem arz etmektedir (141, 150). Kollajen
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VI zincirlerinden birini kodlayan COL6A2 geni, hiicre adhezyonu ve ekstraselliiler
matriks organizasyonu siireclerinde bulunmaktadir (141, 150). Aktin baglayici
ozellikte protein kodlayan SYNEI, hiicre iskeletinin organizasyon, kas hiicresi
farklilagsmasi, mayotik sinapsis ve spermatogenez siireclerinde gorev almaktadir
(141, 150). Yukarida siralanan degisik biyolojik siireclerde gorev alan genler
birbirleriyle ve alt motor ndron hastaliklarinda etiyolojide mutasyonlar1 en sik
olarak belirlenen SMN1 geni ile protein-protein etkilesim analizlerinden elde edilen
verilerde de goriildiigii gibi (Tablo 14) pek ¢ok farkli yolakta etkilesime
girmektedir. GIANT ve STRING araciligiyla olusturulan gen aglarinda SMN/ geni
ve SMNI’in biyogenezinde rol aldig1 “spliceosome” kompleksini kodlayan genlerin

merkezi bir konumda yerlesmis olmasi, SMNI’in alt motor néron hastaliklarmdaki

onemini vurgulamaktadir.

5.3. WES analizinin etkinligi ve tan1 algoritmasindaki yeri

Bu ¢aligmada SMA/alt motor ndron hastalig1 fenotipi gosteren 9 hastanin
WES analizinden elde edilen sonuglar sunulmustur. Hastalarin 7’sinde
néromuskiiler hastaliklarla iligkili patojen/olasi patojen varyantlar belirlenirken, 2
kardeste birlesik heterozigot durumda bulunan klinik 6nemi belirsiz varyantlar
saptanmustir. Onceki c¢aligmalarla kiyaslandiginda calismanuzda daha yiiksek
tanisal basar1 orani elde edilmistir. Bu durum, caligmaya alinan hastalarin

pedigrilerinin ¢copunlukla otozomal resesif kalitimla uyumlu olmasi ve birden fazla
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etkilenmis bireyin bulundugu ailelerde etkilenmis bireylerin tiimiiniin WES

analizine almabilmesi ile agiklanabilir.

Uluslararasi “The SMA Care Group” tarafindan SMA ’nin tanis1 ve yonetimi
amactyla hazirlanan kilavuzda (9) SMNI delesyonu/nokta mutasyonu dislanan
hastalarda genetik etiyolojinin degerlendirilmesi i¢cin néromuskiiler hastalik gen
panelleri veya WES/WGS gibi kapsamli analizlerin yapilmasi onerilmistir (Sekil
1). SMA/alt motor noron hastalig1 veya aksonal CMT 06n tanilar1 olan hastalarin
(strastyla 95 hasta ve 26 hasta) farkli gen panelleri ile degerlendirildigi 2018
yilindaki bir ¢alismada; 62 alt motor néron hastalig1 genini igeren panelle %13
tanisal verim elde edilirken, néromuskiiler hastaliklarla iligkilendirilmis 479 geni
iceren gen panel dizileme analizinde verim %33’e ulasmistir (114). Bu analizleri
takiben tani konulamayan hastalarda WES/WGS analizi yapilmis ve ilk panele
alinan hastalarin %53’{ine, ikinci panele alinan hastalarin %11’ine ek molekiiler
tanilar kondugu bildirilmistir. Her ne kadar bu c¢alismanin yazarlari tarafindan,
néromuskiiler hastalik gen panelleri yiiksek etkinlikleri sebebiyle ilk tani testi
olarak oOnerilse de (114), her iki panel analizinde tani konamayan hastalarda
kapsamli analizler tanisal basar1 saglamistir. Bunun yaninda ¢alismanin yapildig
dénemde néromuskiiler hastaliklarla iliskili gen say1s1 479 iken iki yil igerisinde bu

say1 587’ye ulasmstir (202).

Klinik olarak ayirici tan1 yapilmasmin giic oldugu ve tanimlanan yeni
sorumlu genlerle birlikte yiiksek genetik heterojenite sebebiyle molekiiler
yontemlerin tani1 i¢in oldukca sagladig: bu hastalik grubunda, hizlica eskiyen gen
panelleri yerine WES/WGS gibi kapsamli analizler ilk tani testi olarak
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degerlendirilebilir. Tan1 algoritmasinda gen panellerinin ilk genetik test olarak
kullanilmasmin en 6nemli gerekcelerinden biri olarak, panellerin WES/WGS
analizlerine gore daha diisiik maliyetli olmasi belirtilmektedir (12). Bununla
birlikte, dizileme teknolojilerinin giin gegtik¢ce maliyetlerinin azalmasi sayesinde,
WES analizi tanisal etkinliginin yani1 sira ¢ok daha maliyet-etkin bir yontem haline
gelmistir (12). Panellerde baslangicta 1slak laboratuvar asamasinda belirlenen ve
yeni gen eklemenin miimkiin olmadig1 gen listesi yerine, WES analizinde dizilenen
tiim protein kodlayan genlerden giincel sanal paneller olusturularak yiiksek tanisal
basar1 elde edilebilmektedir (203). WES analizinde olusturulacak néromuskiiler
hastalik gen panelleri simirli birka¢ geni igeren hastalik spesifik sanal paneller
seklinde olabilecegi gibi tiim noromuskiiler hastalik genlerini iceren genis sanal
paneller seklinde de degerlendirilebilmektedir. Olusturulacak sanal paneller igin
gen listeleri OMIM (37), HPO (133), GO (150), “musclegenetable” (115),
PanclAPP (204) ve “Development Disorder Genotype - Phenotype Database
(DDG2P)” (205) gibi siirekli giincellenen veri tabanlarindan saglanabilir. Ek olarak
sanal panellerin analizinde etiyolojiden sorumlu olabilecek bir varyant
saptanamayan hastalarda WES verilerinin arastirma diizeyinde analizleri ile yeni
gen kesfi miimkiin olmaktadir. Bu bakis acisiyla, “The SMA Care Group”
tarafindan SMA’nin tanisi ve yonetimi amaciyla hazirlanan kilavuzda (9) belirlenen

tan1 algoritmas1 Sekil 22°de goriildiigii gibi giincellenebilir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada, SMN1 geninde delesyon bulunmayip ileri molekiiler analiz
icin refere edilen 9 hastanin WES analizlerinin retrospektif olarak
degerlendirilmesi ile elde edilen veriler, genotip-fenotip korelasyonu
yapilarak yorumlanmustir.

SMA veya alt motor néron hastalig1 klinik bulgularina sahip olan 6 farkh
ailedeki 9 hastanin tamaminda, yiiksek olasilikla ya da potansiyel olarak
etiyolojiyi agiklayabilecek molekiiler bir sonug elde edilmistir.
Noromuskiiler hastaliklarla iligkili oldugu bilinen TBCE, ASAH 1, PLA2G6,
PYROXD1 ve COL6A2 genlerinde 4’1 ilk kez bu calismada belirlenmis,
2’si literatiirde daha Once bildirilmis olan toplam 6 patojen/olasi patojen
varyant tanimlanmuistir.

Noromuskiiler hastaliklarla iliskili oldugu bilinen COL6A42 ve SYNEI
genlerinde klinik 6nemi belirsiz olarak siniflandirilan ancak hastalarimizda
klinik bulgular agiklama potansiyeline sahip oldugunu diisiindiigiimiiz 3
varyant saptanmuistir.

Hasta 1’de TBCE geninde tanimlanan olasi patojen varyantin “Amiyotrofi
ve optik atrofi ile birlikte progresif ensefalopati”’ye sebep oldugu
diisiiniilmektedir. Boylece, “Amiyotrofi ve optik atrofi ile birlikte progresif
ensefalopati” ile iligkili olmasi kuvvetle muhtemel ikinci yanlig anlamli

varyant ¢alismamizda tanimlanmustir.

108



Hasta 2’de ASAHI geninde tanimlanan varyantin, atipik seyirli bir
“Progresif miyoklonik epilepsi ile birlikte SMA” klinigine yol actig
distiniilmiistiir.

PLA2G6 geninde tanimlanan olasi patojen varyantin “Infantil néraksonal
distrofi” klinigine yol actigi diisliniilmiistiir. Erken donemde o6zellikle
hipotoni, kas zaafiyeti ve amiyotrofi gibi alt motor noron tutulumu
bulgulari ile seyretmesi nedeniyle baglangigta SMA olarak karakterize
edilen hasta 3’e, tanimlanan varyant ile SMA’ya kiyasla daha yaygin
ndrolojik problemlerle karakterize olan “Infantil néraksonal distrofi” tanis
konulmustur.

Hasta 4 ve 5’te PYROXD1 geninde birlesik heterozigot olarak saptanan
varyantlarin, hafif seyirli bir “Miyofibriler miyopati 8”e¢ yol agtig1
distiniilmiistiir.

Hasta 6 ve 7’de COL6A2 geninde birlesik heterozigot olarak saptanan
varyantlarin “Bethlem miyopati”’ye yol a¢tigi diisiiniilmiistiir. Ek olarak
hastalarda, hafif iskelet etkilenimine sebep olan “Psddohipoparatiroidizm
Ib” ile uyumlu oldugu diisiiniilen, maternal kahtildigimi teyit ettigimiz,
GNAS geninde patojen varyant saptanmigtir. Birden fazla molekiiler taninin
tespiti, WES analizinin klinikte kullanimmin ek faydalarindan birini
gostermektedir.

Miyofibriler miyopatide ve Bethlem miyopatide EMG ve kas biyopsisinde
genelde miyopati ile uyumlu bulgular saptanmasina ragmen hastalarimizda

norojenik  bulgular  izlenmektedir.  Noromuskiiler  hastaliklarin
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etiyolojilerini arastirirken klinik, elektrodiagnostik, histopatololojik ve
molekiiler incelemelerin tiimiiniin bir arada degerlendirilmesinin
gerekliligi gosterilmektedir.

Hasta 8 ve 9’da SYNE1 geninde birlesik heterozigot olarak saptanan klinik
Onemi belirsiz varyantlarin, erken dénemde serebellar etkilenimden 6nce
alt motor ndron tutulumu olabilen komplike fenotipli hastalarin bildirildigi
“Otozomal resesif spinoserebellar ataksi 8”¢ mneden olabilecegi
diistiniilmiistiir.

Sonug olarak, WES analiz sonuglar1 dokuz hastanin klinik bulgularina gére
yeniden yorumlandiginda, dort hastada 7BCE, PLA2G6 ve SYNEI
genleriyle iligkili olarak alt motor néron tutulumu olan bir nérodejeneratif
hastalik, dort hastada PYROXD1 ve COL6A2 genleriyle iliskili bir miyopati
ve bir hastada ASAHI geniyle iliskili SMA-plus sendromu tanisi
konulmustur.

Bu ¢alisma néromuskiiler hastaliklarin ayirici tanisinin genis bir yelpazede
degerlendirilmesi gerekliligini ve WES gibi kapsamli molekiiler analizlerin
ayirict tanidaki katkisini gézler 6niine sermektedir.

SMA’nin tanis1 ve yonetimi amaciyla hazirlanan kilavuzlardaki
algoritmalarin kapsamli molekiiler analizler ile revize edilmesi gerekliligi
goriilmektedir.

SMA/alt motor noron hastaliginin etiyolojisini belirlemede WES analizinin
etkinligini degerlendirebilmek i¢in daha biiyiik hasta gruplarinda prospektif

caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ vardir.
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8. OZET

“SMNI gen delesyonu dislanmis Spinal Muskiiler Atrofi 6n tanih
cocuklarda etiyolojinin tiim ekzom dizi analizi verilerine dayanarak retrospektif

olarak arastirilmasi1”

Motor ndron hastaliklari ¢ocukluk ¢aginda 6nemli morbidite ve mortalite
sebeplerindendir. Genomik diizeydeki tanisal testlerin yayginlagmasi ile motor
ndron hastaliklarinda tanimlanan farkli genetik etkenlerin sayist oldukga artmistir.
Cocuklarda en sik kalitsal motor néron hastaligi nedeni olan SMNI geni ile iliskili
spinal muskiiler atrofinin (SMA) tedavi seceneklerinin uygulamaya girdigi
giinlimiizde, bu fenotipi gosteren hastalarin izleminin ve tedavisinin dogru
yapilabilmesi i¢in genetik etiyolojilerinin belirlenmesi daha da Onemli hale
gelmigtir. Bu ¢aligmada, SMA’nin en sik sebebi olarak bilinen SMNI geninin
homozigot ekzon 7-8 delesyonu dislanmig ve SMA/alt motor néron hastaligi 6n
tanisi olan dokuz hastada tiim ekzom dizileme (“Whole Exome Sequencing”’; WES)
verilerinin analizi ile genetik etiyolojilerinin arastirilmasi amaglanmistir. WES
analiz sonuclar literatiirdeki hastalarla genotip-fenotip korelasyonlar1 yapilarak ve
hastalarin klinik bulgularma gore yorumlandiginda, dort hastaya TBCE, PLA2G6
ve SYNEI genleriyle iliskili olarak alt motor néron tutulumu olan bir
ndrodejeneratif hastalik, dort hastaya PYROXD1 ve COL6A2 genleriyle iliskili bir
miyopati ve bir hastaya ASAHI geniyle iliskili SMA-plus sendromu tanisi
konulmustur. Bu ¢alisma, néromuskiiler hastaliklarin ayirici tanisinin genis bir
yelpazede degerlendirilmesi gerekliligini ve  WES gibi kapsamli molekiiler
analizlerin taniya katkisini gozler dniine sermektedir.
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Anahtar Kkelimeler: SMN disi SMA, Tim eckzom dizileme, Noromuskiiler

hastaliklar

9. SUMMARY

"Investigation of the etiology in the children with a presumptive diagnosis
of Spinal Muscular Atrophy, whose SMNI gene deletion was excluded, based on

the retrospective data from whole exome sequence analysis"

Motor neuron diseases are one of the important causes of morbidity and
mortality in childhood. With the widespread use of diagnostic tests in genomic
level, the number of different genetic factors identified in motor neuron diseases
has increased considerably. Nowadays, when the treatment options for spinal
muscular atrophy (SMA) associated with the SMN/ gene, which is the most
common cause of hereditary motor neuron disease in children, have been put into
practice, it has become even more important to determine the genetic etiology of
patients with this phenotype in order to follow up and treat them correctly. In this
study, it was aimed to investigate the genetic etiology by analyzing whole-exome
sequencing (WES) data in nine patients with a presumptive diagnosis of SMA/
lower motor neuron disease in whom homozygous deletion in exon 7-8 of SMNI
gene, which is known as the most common cause of SMA, were excluded. WES
analysis results were interpreted according to genotype-phenotype correlations with
the patients, presented in the literature and clinical findings of our patients.

Accordingly, four of the patients with a neurodegenerative disease with lower
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motor neuron involvement, another four patients with a myopathy and the last
patient with a SMA-plus syndrome were associated with the variants in the 7TBCE,
PLA2G6, and SYNEI genes, PYROXD1 and COL6A2 genes, and ASAHI gene,
respectively. This study reveals the necessity of evaluating the differential diagnosis
of neuromuscular diseases in a wide range and the contribution of comprehensive

molecular analyzes such as WES in diagnosis.

Keywords: Non-SMN SMA, Whole-exome sequencing (WES), Neuromuscular

diseases
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