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OZET

Diiz MB. Herediter Spastik Paraparezi Tanis1 Alan Hastalarda Genetik Etyolojinin
Aragtirilmas Istanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dalx.
Uzmanlik Tezi. Istanbul. 2017.

Herediter spastik parapareziler (HSP) iist motor noron hastaliklarinin hem genetik ve
hem de klinik olarak heterojen bir grubunu olusturur. HSP'nin en belirgin bulgusu alt ekstremite
glicstizliigii ve spastisitedir. Temel olarak klinik bulgulara ve tutulum yerine gore “saf” ve
“kompleks” olmak tizere iki tipi vardir. Saf tipte spastisiteye pes kavus, iiriner semptomlar,
hafif ataksi ve distal kaslarin atrofisi eslik edebilir. Kompleks tip ise dismorfik bulgular,
kognitif bozukluklar, beyaz cevher lezyonlari, spinal kord atrofisi ve polindropati gibi daha
kompleks bulgularla seyreder. Bugiine kadar, HSP klinigi ile iliskilendirilebilen otozomal
resesif (OR), otozomal dominant (OD) veya X'e bagli kalitilan 76’dan fazla gen bildirilmis olup
her bir gen sadece bir alt tiple iligkilendirilmistir. Mutasyon saptanan gene gore HSP alt
tiplendirmesi yapilmaktadir. Otozomal dominant HSP klinigine sahip bireylerin yaklagik
%350’sinde SPG4, SPG3A ve SPG31 alt tipleri tespit edilmistir. Bu HSP alt tiplerine ise sirasiyla
SPAST, ATL1 ve REEP1 genlerindeki mutasyonlar neden olmaktadir.

Otozomal dominant kalitilan Mendeliyen ge¢isli hastaliklarin molekiiler etyolojisinin
aydinlatilmasinda halen yaygin olarak Sanger dizileme yontemi kullanilmaktadir. Gliniimiizde
teknolojik gelismelerle birlikte yeni nesil dizileme yontemlerinin de gelistirilmesi ¢ok yiiksek
hacimde DNA dizilerinin okunmasi miimkiin hale gelmistir. Yeni nesil dizileme
yontemlerinden biri olan tiim ekzom dizileme yontemi insan genomunda kodlanan bolgelerde
yer alan mutasyonlarin taranmasinda hastaliklarin genetik etyolojisinin aydinlatilmasinda,
birden fazla gene ve alt tipe sahip hastaliklarin molekiiler tanisinda basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu yontem sayesinde giiniimiizde nedeni bilinmeyen hastaliklara daha hizli

ve daha ekonomik kosullarda tan1 konulabilmektedir.

Bu calisma klinik ve laboratuvar bulgulart 1s1¢inda saf tip OD-HSP tanist konulan
hastalarin genetik etyolojisinin aydinlatilmast amaciyla yapildi. Hasta grubu Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal1 ile Noroloji Anabilim Dali polikliniklerinde 2012-2016
yillar1 arasinda saf tip OD HSP tanisi ile takip edilen 6 aileden toplam 23 bireyden olusturuldu.
Calismanin ilk asamasinda her aileden segilen bir bireyin periferik vendz kanindan elde edilen
DNA materyalinden ATL1, SPAST ve REEP1 genlerine yonelik Sanger dizileme yapildi.

Mutasyon saptanan kisilerin benzer klinigine sahip akrabalarinda saptanan mutasyon tarandi.
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fkinci asamada ise bu genlerde Sanger dizilemede mutasyon tespit edilemeyen veya Sanger

dizileme ile segregasyonu gosterilemeyen toplam ii¢ hastaya tiim ekzom dizileme yapild:.

Bir no’lu aileden 6 hastada ATL1 geninde literatiirde daha once bildirilmis ¢.776C>A
mutasyonu, iki no’lu aileden 6 hastada ATL1 geninde literatiirde daha once bildirilmemis
¢.470T>C mutasyonu, ii¢ no’lu aileden 3 hastada SPAST geninde literatiirde daha once
bildirilmemis ¢.1072G>C mutasyonu, dort no’lu aileden ise 2 hastada SPAST geninde
literatiirde daha oOnce bildirilmemis c.1099-1G>C mutasyonu saptandi. Calisilan gen ve
mutasyona gore bir ve iki no’lu ailedeki hastalar SPG3A, ii¢ ve dort no’lu ailedeki hastalar
SPG4 HSP alt tipi olarak kabul edildi. Sanger dizileme ile mutasyon tespit edilemeyen bes no’lu
ailedeki bir hastaya yapilan tiim ekzom dizileme analizi sonucunda KIAA0196 geninde
literatiirde daha once bildirilmis ¢.1859 T> C mutasyonu tespit edildi. Bes no’lu ailedeki 5
hastadan 3’iinde bu mutasyon Sanger dizileme ile dogrulanarak bu hastalar SPGS8 tanisi aldu.
Mutasyon dogrulanamayan iki ikisiden birisine tim ekzom dizileme yapildi, ancak HSP ile
iliskilendirilebilecek herhangi bir varyant tespit edilemedi. Alti no’lu ailede ise bir bireyde
yapilan Sanger ve tiim ekzom dizilemede HSP ile iliskilendirilebilecek herhangi bir varyant

tespit edilemedi.

Sanger dizileme ve tiim ekzom dizileme birlikte kullanilarak ¢alismaya dahil edilen 23

bireyden 20°sinin (%87) molekiiler genetik etiyolojisi belirlendi.

Asamali olarak Sanger dizileme ve tim ekzom dizileme yoOntemlerinin birlikte
kullanimi1 HSP’nin genetik etyolojisinin aydinlatilmasina, klinik alt gruplarinin belirlenmesine

ve uygun genetik danisma verilmesine imkan saglamistir.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. (Proje No: 22323)



ABSTRACT

Duz MB. Investigation of genetic etiology in patients with hereditary spastic paraparesis
Istanbul University, Cerrahpasa Medical Faculty, Department of Medical Genetics.

Specialization in Medicine Thesis. 2017.

Hereditary spastic paraparesis (HSP) constitutes both a genetic and a clinically
heterogeneous group of upper motor neuron diseases. Most prominent features of HSP are
weakness and spasticity of lower limb. There are basically two types, "pure” and "complex",
depending on clinical findings and site of involvement. In pure type, spasticity can be
accompanied by pes cavus, urinary symptoms and mild ataxia. The complex type is
characterized more complex findings as dysmorphic features, cognitive impairment, white
matter lesions, atrophy of spinal cord, and polyneurpathy. To date, more than 76 HSP subtypes
have been reported that are inherited by autosomal recessive (AR), autosomal dominant (AD)
or X linked and each subtype has been associated with only one gene. Approximately 50% of
individuals with autosomal dominant HSP have SPG4, SPG3A and SPG31 subtypes. These
HSP subtypes are caused by mutations in SPAST, ATL1 and REEP1 genes, respectively.

Sanger sequencing is still widely used to elucidate the molecular etiology of autosomal
dominant inherited Mendelian disorders. Recently, along with technological developments, the
development of next generation sequencing methods has made it possible to read very high
amount DNA sequences. One of the next generation sequencing methods, whole exome
sequencing methods have been used successfully in the screening of mutations in human
genome-encoded mutations, in the elucidation of the genetic etiology of diseases, and in the
molecular diagnosis of diseases with multiple genes and subtypes. Through this method,

diseases of unknown cause can be diagnosed faster and more economically.

This study aims elucidation of the molecular genetic etiology of patients who diagnosed
autosomal dominant HSP depending on clinical and laboratory findings. The patient group was
consist of 23 individuals from 6 families followed by pure type AD-HSP diagnosis between
2012-2016 in Cerrahpasa Medical School, Department of Medical Genetics and Neurology. In
the first phase of the work, Sanger sequencing was performed on the ATL1, SPAST and REEP1
genes from the DNA material obtained from peripheral venous blood of a selected individual
from each family. This mutation was screened in relatives of similar clinics of mutation-
detecting individuals. In the second phase of the work, whole exome sequencing was performed
on three patients with no mutation in Sanger sequence or segregation analysis failed.
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In number one family, six patients have previously reported in the literature c.776C> A
mutation in ATL1 gene. In number two family, six patients have previously unreported in the
literature ¢.470T>C mutation in ATL1 gene. In number three family, three patients have
previously unreported in the literature ¢.1072G>C mutation in SPAST gene. In number four
family, two patients have previously unreported in the literature ¢.1099-1G>C mutation in
SPAST gene. Depending on sequenced gene and detected mutation, number one and two
families diagnosed as HSP subtype SPG3A, number three and four families diagnosed as HSP
subtype SPG4. Whole exome sequencing was performed a patient in number five family who
had no mutation in Sanger sequencing and previously reported ¢.1859 T> C mutation in the
KIAA0196 gene was detected. 3 of 5 patients in the five number family, this mutation was
confirmed by Sanger sequencing and these patients were diagnosed with HSP subtype SPGS.
Whole exome sequencing was performed on one of the two individuals whose mutation could
not be confirmed and no variant could be identified associated with HSP. In number six family,

any HSP associated variant could not be identified in Sanger and whole exome sequencing.

Molecular genetic etiology was eluciated 20 of the 23 (87%) individuals included the
study with utilization together Sanger sequencing and whole exome sequencing. Gradually, the
use of Sanger sequencing and whole exome sequencing methods has enabled the identification
of genetic etiology of HSP, the identification of clinical subgroups, and the provision of

appropriate genetic counseling.

This work was supported by the Istanbul University Scientific Research Projects Unit. (Project
number: 22323)
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1 GIRIS ve AMAC

Herediter spastik parapareziler (HSP) {ist motor noron hastaliklarinin hem genetik ve hem
de klinik olarak heterojen bir grubunu olusturur. HSP'nin en belirgin bulgusu alt ekstremite
glicsiizliigii olmasina ragmen, bu hastaliga periferik néropati ve epileptik nobetler gibi diger
norolojik semptomlar/bulgular eslik edebilir. Bugiine kadar, HSP klinigi ile iliskilendirilebilen
otozomal resesif (OR), otozomal dominant (OD) veya X'e bagl kalitilan 76’dan fazla gen
bildirilmis, her gen sadece bir alt tiple iliskilendirilmistir. Otozomal dominant HSP klinigine
sahip bireylerin yaklasik %50’sinde SPG4, SPG3A ve SPG31 alt tipleri tespit edilmis olup, alt
tipler sirastyla SPAST, ATL1 ve REEP1 genleri ile iligkilidir. Ancak hastalarin pek ¢ogunun

molekiiler genetik etiyolojisi gliniimiize kadar alisilagelmis rutin testlerle aydinlatilamamaistir.

Sanger dizileme (SD) yillardir pratik uygulamalarda kullanilan, belirli bir gen veya gen
bolgelerinde  bulunan  nokta  mutasyonlarim  ve  birkag  niikleotidi  iceren
delesyon/duplikasyonlarin tespitini saglayan bir yontemdir. Tiim ekzom dizileme ise insan
genomunda tiim kodlanan bolgelerdeki nokta mutasyonlar1 ve birka¢ niikleotidi iceren

delesyon/duplikasyonlarin tespitini saglayan yeni nesil bir dizileme yontemidir.

HSP klinik ve genetik olarak oldukca heterojen bir hastalik olup alt tiplerinin klinik
seyirleri ve ciddiyetleri son derece birbirinden farklidir. Bu nedenle genetik etiyolojinin
aydinlatilarak alt tiplendirmenin yapilmas1 hastalara daha dogru ve kapsamli genetik danisma

verilmesine olanak saglamaktadir.

Calismanuzda Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dali ile Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali polikliniklerinde klinik ve laboratuvar
bulgulariyla saf tip otozomal dominant HSP tanisiyla takip edilen, 6 aileden 23 hastanin
molekiiler genetik etiyolojisinin aydinlatilmast hedeflendi. Bu amagla hastalardan elde edilen
periferik kan orneklerinden Deoksiribonukleik asit (DNA) izole edilip, ilk agamada ATL1,
SPAST ve REEP1 genlerine yonelik SD yapildi, bu genlerde mutasyon tespit edilemeyen
ailelerden birer bireye ise tiim ekzom dizileme yapildi. Elde edilen degisiklikler “The American
College of Medical Genetics and Genomics 2015” kilavuzu 1s18inda degerlendirildi. Analizler
neticesinde 20 hastanin molekiiler genetik etiyolojisi aydinlatilarak 12’sine SPG3A, 5’ine
SPG4, 3’line SPG8 tanisi konuldu.

Sanger ve tiim ekzom dizileme yontemleri asamali olarak birlikte kullanilarak saf tip

otozomal dominant HSP’nin genetik nedeninin aydinlatilabilecegi, alt tiplendirmenin



yapilabilecegi, bu sayede saglikli bir genetik danigsma verilebilecegi ve nihayet HSP’nin

etiyolojik tanisinda rutin bir analiz yontemi olarak kullanilabilecegi gosterildi.



2 GENEL BILGILER
2.1 Tarihce

HSP ilk defa 1876 yilinda Seeligmiiller (1) tarafindan tanimlanmis olmasina ragmen,
Striimpell dort sene sonra bu klinik antiteyi net olarak tarif etmistir. Striimpell g¢alismada
sirastyla 37 ve 56 yasinda, alt ekstremitelerinde spastisite ve periferik refleksleri artmis olan iki
erkek kardesini ve aksayan babalarini tarif etmistir (2). Sonraki donemde Striimpell ve Lorrain
tarafindan benzer klinik 6zelliklere sahip aileler bildirilmistir (3, 4). Pratt ve ark. tarafindan
spastistesi olan hastalarda mental retardasyon, iktiyozis, pigmenter retinal dejenerasyon, optik
atrofi, amiyotrofi, ekstrapiramidal bulgular, sensoriyel noropati, ataksi ve dizartri gibi farkl
bulgularin eslik etmesi sebebiyle ilk defa “HSP plus” tanimi ortaya atilmistir (5). Eslik eden
bulgularin ¢esitliligi nedeniyle, donemin otoriteleri arasinda HSP klinik tablosunun saf ve
kompleks olarak siniflandirilmasi gerekliligi tartisiilmaya baglanmistir (6-8) 1981 yilinda
Harding ve ark. 22 HSP olgusu iizerinde yaptig1 ¢calismada ilk defa hastalar1 saf ve kompleks
olarak smiflandiracak kriterleri tanimlamistir. Bunun yaninda klinik tablonun ortaya c¢ikis
zamaninin ve ciddiyetinin farkli olmasi, prognozundaki degiskenlik sebebiyle bir baska
siniflama daha yapmiglardir. 35 yasindan once klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasi durumunda
hastaligin daha yavas ilerledigini (Tip 1), 35 yasindan daha ge¢ bir donemde baslamasi
durumunda kas giigsiizliigliniin, iiriner semptomlarin ve sensoriyel noropatinin daha belirgin
oldugunu belirtmiglerdir (Tip 2) (9). Birgok ailenin tam anlamiyla siniflandirilamamast

nedeniyle bu kriterler tizerinde fikir birligi bulunmamaktadir.

Son yillarda tek gen hastaliklar1 tanisinda kullanilan teknolojilerin ilerlemesi ile HSP’nin
molekiiler alt yapis1 ortaya konulmaya baslanmistir. ilk defa 1990 yilinda spastik parapleji,
korpus kallozum hipoplazisi, zihinsel gerilik, el bas parmaginda adduksiyon kontraktiirii ve
hidrosefali olan bir hastada SPG1’e (Spastic Paraplegia 1) LLCAM geninde tespit edilen
mutasyonun neden oldugu tanimlanmustir. (10). 1993 yilinda ise SPG2 klinik tablosuna neden
olan genin PLP1 oldugu bildirilmistir (11). Sonraki yillarda hastaligin daha iyi anlagilmasi ve
tanisal molekiiler genetik metotlarin ilerlemesi ile yeni genler tanimlanmistir (Sekil 1). 2000’11
yillarin ikinci yarisindan sonra yeni metotlarin gelistirilmesi ve bu siireg icerisinde maliyetlerin
diismesi ile gen tanimlanma caligmalar1 hiz kazanmistir. Sadece 2014 yilindan sonra 10°dan

fazla yeni HSP alt tipi tanimlanmustir(12).



%100

v Dizerleri
= %380 ZFYVE2S . gerleri,
% R

‘ KIAA1840 ..-%
@ o ;
» KIFSA ..oeete
2 ALY semeeese=
| 0/’040 SPAST,..--"'
a .
% %20 '
] SES PGN
L. i

1993 1996 1999 2002 2008 2008 2011 2014

Sekil 1: HSP genlerinin kesif siireci (13)’den alinmistir)

2.2 Epidemiyoloji

HSP prevalans: literatiirde birbirinden farkli olarak bildirilmistir. Bunun sebebi ise
calismaya dahil edilen hastalarin se¢iliminde farkli tanisal kriterlerin kullanilmasi, degisken
epidemiyolojik metodoloji ve cografi faktorlerin oldugu diisiiniilmektedir. italya Molise
bolgesinde prevalans 2,7/100.000 olarak bildirilmisken yine Italya’nin bir baska bdlgesi Valle
d’Aosta’da 4,3/100.000tiir (14). Tiim HSP tipleri géz 6niinde bulunduruldugunda prevalans
4,3-9,8/100.000 arasinda degismektedir (15). Avrupa toplumunda OD-HSP diger tip
HSP’lerden daha sik goriiliir. Yapilan calismalarda Irlanda’da bu oranin 1,27/100.000,
Norveg’te ise 5,5/100.000 (16, 17) oldugu tespit edilmistir. Otozomal resesif HSP’nin (OR-
HSP) siklig1 ise akraba evliliginin sik oldugu toplumlarda daha yiiksektir (15). Norveg’te
0,6/100.000 (17) iken Tunus’ta yaklasik 9 kat daha fazla 5,5/100.000 oldugu bildirilmistir (18).

izole tip HSP, Kuzey Avrupa, Japonya ve Kuzey Amerika’da daha siktir (19, 20).
Kompleks HSP ise OR-HSP tanis1 alan hastalarda daha fazla gériilmekte olup, yiiksek oranlarda
akraba evlilikleri goriilen Akdeniz kusagindaki iilkelerde bu tip daha yaygin goriilmektedir

(15). Ulkemizde ise HSP’nin prevalansina iliskin herhengi bir ¢calisma yapilmamustir.



2.3 Patofizyoloji
Bilingli hareket, serebral korteksten koken alip néromiikiiler sinapsta sonlanan ve

“piramidal motor sistem” ad1 verilen uzun, dolambagli ve multisinaptik bir sistem tarafindan
gerceklestirilmektedir (Sekil 2). Bu sistem temel olarak iki basamaga ayrilmistir. Birincisi,
serebral motor korteksin V. Katmanindan koken alan noronlar beyin kokiinden geger,
medullann kaudal ucundan Decussatio pyramidum’da gapraz yaparak lateral kortikospinal yol
olarak spinal korddan asagi iner. Baz1 kortikospinal noronlar direkt alt motor néronla sinaps
yapmasina ragmen biiyiik ¢ogunlugu spinal kordda interndronlar tizerinden alt motor néronlar
ile etkilesime gegerler. ikinci asamada ise alt motor ndron ndromiiskiiler bileskede kas lifleri
ile sinaps yaparak sonlanir. Kortikospinal ve alt motor noronlarin katettigi yaklagik 1 metre
mesafenin tamami aksonlardan meydana gelmektedir. Akson igerisinde bulunan aksoplazmada
hiicresel hacmin %99’u bulunmaktadir. Bu mesafe aksiyon potansiyeli ile hizli bir sekilde
katedilebilmesine ragmen bu olayin gergeklesmesi bir¢ok mekanizmanin diizgiin ¢alismast
proteinlerin, lipidlerin, mRNA’larin ve organellerin diizgiin siralanmasi ve dagilmas: gibi
bir¢ok kompleks hiicresel mekanizmalara baglhidir. Bu dagilimin ger¢eklesmesi noronal hiicre
iskeleti boyunca motor proteinlerin hedeflerine uygun sekilde dagilimi ve ulagmas ile ilgilidir.
Aksonal transport temel olarak mikrotiibiiller iizerinden yapilmaktadir. Kinezin, dinein ve
myozin gibi protein aileleri anterograd ve retrograd transportlarda rol almaktadir. Transportun
Ozgiil olmas1 ve kontrol edilmesi ise, ¢esitli dilizenleyici adaptor proteinler tarafindan
gerceklestirilmektedir. Hiicre i¢i bazi proteinler ve bu komplekslerin etkilesimi; organel,
protein, lipid ve diger molekiillerin dagilimi ve yer almasini, olgun néronda bulunan dallanma
noktasi, internodal segment ve presinaptik ndron gibi yapilarin 6zellesmesini ve aksonal
gelisim esnasinda biliylimesini kontrol eder. Bu asamalarda ortaya g¢ikabilecek bozukluklar
hiicresel iletimin verimli yapilamamasina, buna bagl olarak da klinik bulgularin ortaya

¢ikmasina neden olur (21).
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Sekil 2: Piramidal motor sistem

HSP klinik agidan son derecede heterojen bir hastaliktir. Tiplerine goére spastisitenin
derecesi, vasfi ve seyrinin birbirinden farkli olmasinin hastaliga yaninda eslik eden bulgular da
cesitlilik arz etmektedir. Bunun temel nedeninin mitokondriyal disfonksiyon, mikrotiibiil ve
diger membran trafik proteinlerinin tutulumu, lizozomal disfonksiyon, makrootofaji ve lipid
metabolizmasi gibi hiicre i¢i birgok yolagin ve yapisal molekiilin HSP patogenezinde rol
oynamasi oldugu distiniilmektedir (22). HSP tiplerine bagimli olarak etkilenen protein ve

mutasyonlarin yol ag¢tig1 hiicre i¢i bozukluklarin detay1 Tablo 1°de gdsterilmistir.



Tablo 1: HSP alt tipleri ile iliskilendirilmis proteinler ve bunlarin hiicre igerisindeki gorevleri

Tip Protein Fonksiyonu Referans
SPG1 Neural cell adhesion molecule L1 Noronal migrasyon ve diferensiyasyon (23)
SPG2 Prolactin-2B1 Kompakt miyelin intraperiod hatt1 korunmast (24)
Kortikospinal noronlardaki ER membrani ile

SPG3A Atlastin-1 etkilesime gegerek mikrotiibiil dinamikleri ve ER
sekillendirilmesi (25)
Baslica akson gelisimi ve dallanmasinda olmak

SPG4 Spastin tizere mikrotiibiil yapisinin gelisiminin
desteklenmesi (26)
Ekstrahepatik dokulardaki kolesterol katabolik

SPG5A Cytochrome P450 7B1 yolaklarindaki ilk asamada fonksiyonu olan ER (24)
membran proteinin katalizi
Distal aksonal fonksiyonun gerceklesmesi i¢gin

SPG6 Magnesium transporter NIPA1 gerekli Bone morphogenetic protein (BMP) sinyal
inhibisyonu (27)
Baslica fonksiyonu bilinmiyor, mitokondriyal i¢

SPG7 Paraplegin
membraninda yer alir (28)

) Baslica fonksiyonu bilinmiyor, valosin igeren

SPG8 Strumpellin (24)
proteini baglar

SPG10 Kinesin HC5A Anterograde aksonal transport (24)



SPG11

SPG12

SPG13

SPG15

SPG17

SPG18

SPG20

SPG21

SPG22
SPG30

SPG31

SPG33

SPG35

Spatacsin

Reticulon2
60 kDa heat shock protein, mitochondrial

Spastizin

Seipin

Erlin-1
Spartin
Maspardin

Monocarboxylate transporter 8

Kinesin3

Receptor expression-enhancing protein 1

Protrudin

Fatty acid 2-hydroxylase

AP5 (Asit fosfataz-5) kompleksini vezikiilleri
ayirir

Spastin ile interaksiyon ve ER sekillenmesinde
gorevli

Mitokondriyal HSP60 saperonu

APS kompleksini vezikiilleri ayiran aksesuar
protein, endozomal trafikte rol alir

Bagslica fonksiyonu bilinmiyor, N-glikozillenmis
proteini N- ve C- terminal fragmentlere ayrir
ER ile iligkili degredasyon sistemi i¢indeki
proteinlerin bir komponenti

Epidermal biiyiime faktoriiniin degredasyonu
Golgi cisimcigine transfer edilen vezikiillerin
ayrilmasi ve transportu

Baslica fonksiyonu bilinmiyor

Aksonal trafik ve transport

Baslica fonksiyonu bilinmiyor, ER tiibiiler
membran ile etkilesimi saglar

FYVE-finger ailesinin iiyesi, spastin ile etkilesim
ile intraseliiler trafik yonetimi

Lipid hidroksilasyonu

(29)

(30)
(24)

(29)

(31)

(32)
(33)

(34)
(24)
(24)

(35)

(36)
(37)



SPG39

SPG42

SPG44
SPG47

SPG48

SPG49

SPG50

SPG51

SPG52

SPGS53

Neuropathy target esterase

Acetyl-coenzyme A transporter 1

Connexin47

AP-4 adaptor complex beta subunit

Adaptor related protein complex 5 zeta 1 subunit

Tectonin beta-propeller repeat-containing protein 2

AP-4 adaptor complex mu subunit

AP-4 adaptor complex subunit epsilon

AP-4 adapter complex subunit sigma-1

Vacuolar protein sorting-associated protein 37A

Baslica fonksiyonu bilinmiyor, fosfolipaz,
lizofosfolipaz

Baslica fonksiyonu bilinmiyor, Asetil-Koa
transporter

Hiicre baglanti proteini

Vezikiil formasyonunun saglanmasi ve ayrilmasi
AP kompleksinde vezikiil ayrilmasinda ve DNA
tamirinde homolog rekombinasyonda

Intraseliiler otofaji yolag: etkilenir ve lizozoma
hedef proteinlerin ulagsmasi

AP4 kompleksi endolizozomal sisteme aktarilacak
olan kargo proteinlerin taninmasi ve ayrilmasi
AP4 kompleksi endolizozomal sisteme aktarilacak
olan kargo proteinlerin taninmasi ve ayrilmasi
AP4 kompleksi endolizozomal sisteme aktarilacak
olan kargo proteinlerin taninmasi ve ayrilmasi
ESCRT (Endosomal sorting complex required for
transport) sisteminin bir komponenti, intraseliiler
trafik, mutivezikiiler yapilarin maturasyonu ve

ubikutinlenmis proteinlerin i¢ zardan ayrilmasi

(38)
(24)

(24)
(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

(45, 46)



SPG54

SPG55

SPG56

SPG57

SPG58
SPG59
SPG60
SPG61
SPG62
SPG63

SPG64

SPG65

SPG66
SPG67
SPG68
SPG69

Phospholipase DDHD?2

Probable peptide chain release factor C120rf65, mitochondrial

Cytochrome P450 2U1
TFG protein

Kinesin-like protein KIF1C
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 8
WD repeat-containing protein 48

ADP-ribosylation factor-like protein 6-interacting protein 1

Erlin-1
AMP deaminase 2

Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1

Cytosolic purine 5'-nucleotidase

Arylsulfatase |
GPI inositol-deacylase

Leucine-rich repeat transmembrane protein FLRT1

Rab3 GTPase-activating protein non-catalytic subunit

Santral sinir sisteminde lipid metabolizmasinda
rolii oldugu diisiiniilmektedir

Mitokondriyal DNA translasyonunda gorev aldigi
disiinilmektedir.

Yag asit metabolizmasinda rol alir

ER mikrotiibiiler yapisi ve fonksiyonu iizerinden
uzun siireli aksonal korunma

Retrograde Golgi-ER transportu

Enzim deubikitinizasyonu

Deubikitinizasyonun diizenlenmesi

Protein transportu

ER bagimli degredasyon

AMP'nin IMP'ye deaminasyonu

ATP hidrolizi, diger niikleotidlerin piirinerjik
sisteme gegislerinin diizenlenmesi

On planda IMP olmak iizere, piirin ve pirimidin
niikleotidlerin hidrolizi ve metabolizmasi

Siilfat esterlerinin hidrolizi ve hormon biyosentezi
GPI biyosentezi

Hiicre adhezyonu ve reseptdr sinyali

Norotransmitter ve hormonlarin ekzositozu

(47, 48)
(49, 50)

(51)

(51)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)

(12)

(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
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SPG70
SPG71
SPG72

SPG73

SPG74

SPG75

SPG76

Methionine--tRNA ligase, cytoplasmic
Zinc finger RNA-binding protein

Receptor expression-enhancing protein 2
Carnitine palmitoyl-transferase
Putative transferase CAF17, mitochondrial

Myelin associated glycoprotein

Calpain 1

Sitozolil metiyonil-tRNA sentetaz

RNA lokalizasyonu?

ER membran yapisindaki kivrimlar

Motor noronlarda ifade edilir. ER'de bulunur ve
atlastin-1 ile etkilesir

Mitokondriyal demir-siilfiir protein yerlestirilmesi
Myelin bakimi ve korunmasi, glia ve akson arasi
etkilesim

Sinaptik plastisite, sinaptik yapilanma, akson

maturasyonu ve bakimi

(12)
(12)
(52)

(53)
(54)

(55)

(56)
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2.4 Herediter Spastik Paraparezilerin Klinik Ozellikleri
2.4.1 Spastik Paraplejiler

HSP baslangici son derece sinsidir. Bacaklarda sertlik ve ayakkabi ucunda aginma en
tipik bulgularidir. Diger spastik parapleji nedenleri ile karsilastirildiginda alt ekstiremite
spastisitesi daha On plandadir. Spastik paraplejinin baglangi¢ yasi ve niteligi, belirtilerin
ilerlemesi, aile dykiisii ve diger eslik eden klinik bulgular hastaligin nedenleri ve tiplendirilmesi

icin son derece dnemli ipuglaridir (57).

Aile hikayesi disinda sporadik spastik paraplejiyi, HSP’den ayirabilecek giivenilir bir
klinik 6zellik bulunmamaktadir. Sporadik Spastik Parapleji gecici bir tanidir. Bu tan1 baslica,
HSP ile iliskilendirilmis genlerde patojenik bir mutasyon bulunmasi veya ailede benzer
olgu/olgularin ortaya ¢ikmasi durumunda HSP’ye cevrilir. Diger taraftan iist ekstiremitede
progresyon gostermesi, konugsma ve yutkunma fonksiyonlarinin etkilenmesi ile tani primer
lateral skleroz ile degistirilir. Son olarak zaman igerisinde bu klinik tabloya sebep olabilecek
farkli bir etiyolojik faktoriiniin tanimlanmasi durumunda da tani yeniden gozden gegirilir (57,
58). Yukarida da belirtildigi gibi hem farkli bir hastalik tespiti agisindan hem de asemptomatik
etkilenmis bireyler ve nonpenetrant mutasyon tasiyicilarinin gézden kagmamasi i¢in proband

ve ailedeki diger bireylere kapsamli fizik muayene yapmak gerekmektedir (9, 57).

Temel olarak Kklinik bulgulara ve tutulum yerine gore “saf” ve “kompleks” olmak tizere
iki tipi vardir. SPG4 ve SPG3A ilk zamanlarda otozomal dominant saf herediter spastik
paraplejilerin prototipi olarak kabul edilse de ilerleyen donemde bu hastalarda mental
retardasyon, ince Kkorpus Kkallozum, demans, kas atrofisi, motor-sensoriyel aksonal
polindropatilerin de eslik edebildigi goriilmiistiir. Tam tersi olarak SPG7 ve SPG11 en tipik
otozomal resesif tip kompleks herediter spastik paraplejiler olarak kabul edilmesine ragmen

bazi1 hastalarda saf herediter spastik paraplejiler gibi izole tutuluma neden olmuslardir (59).

2.4.2 Saf Herediter Spastik Parapareziler

Saf HSP hastalarinda genellikle ilerleyici yiirime bozuklugu ve bacaklarda sertlik
ortaya ¢ikar (60). Normal dogum siirecini takip eden néromotor gelisim sonrasinda yasamin
herhangi bir doneminde baglayabilir, alevlenme ve remisyon donemleri ise gozlenmez. HSP
tiplerinin klinik bulgularinin ortaya ¢ikma donemi birbirinden farklilik gosterebilir. Baslangig
doneminde aileleri veya hastalarin kendilerinin fark ettigi ylriiylis bozuklugu mevcuttur.

Siklikla hastalar bu durumu sik diisme, ayakkabinin ucunun erken eskimesi, sik takilip diigme
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olarak tarif ederler. Yiirliylis bozuklugu uzun yillar boyu yavas bir progresyon gosterebilir ve

koltuk degnegi, yiiriime arabasi ve tekerlekli sandalye kullanmalarini gerektirebilir.

Norolojik muayenede ilerleyici, alt ekstremite giigsiizliigii, spastisite saptanir ve bu
Spastisite sonucunda HSP hastalarinda klasik olan sirkiimdiiksiyon ve ayak ucu yiiriiylis paterni
ortaya c¢ikar (14, 61). Spastisite, on planda hamstring, kuadriseps, adduktor,ve gastroknemius-
soleus kaslarinda goriiliirken, giigsiizliik ise en belirgin iliopsoas, hamstring ve tibialis anterior
kaslarinda goriiliir (59). Spastisite ve giigsiizligiin klinik yansimalar1 degiskendir. Bazi
hastalarda belirgin spastisiteye giigsiizliik eslik etmezken, baz1 hastalarda ise her iki semptom
esit oranda goriiliir. Hiperrefleksi, capraz adduktor belirtisi ve plantar ekstansor yanit tipiktir.
Ayak bagparmagindaki hafif vibrasyon kayb1 siklikla mevcuttur. Kas tonusu artmaksizin ve kas

glicii azalmaksizin {ist ekstiremitede hafif reflekslerde artis olabilir (59).

Diger saf HSP bulgulari ise alt ekstiremitede orta derece duyusal anomaliler, ayak bilegi
refleksi yoklugu, pes kavus, iiriner semptomlar, hafif ataksi ve distal kaslarin erimesidir.
Duyusal anomaliler saf HSP’lerde %10-65 arasinda goriiliir ve bu degisken oranlarin baslangi¢
yast ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Daha erken baslayan hastalarda ilerleyen
donemlerde bu rahatsizlik daha sik gozlenmektedir. Duyusal ileti bozuklugu daha c¢ok
vibrasyon ve propriyosepsiyon duyulari ile baglantilidir. Ayak bilegi refleksininde
kaybolmasinin da benzer mekanizmalarla oldugu diistiniilmektedir. Pes kavus ¢ok siklikla
gozlenmese de Harding ve arkadaslar1 hastalarin 1/3’iinde oldugunu belirtmistir. Uriner sfinkter
bozukluklarina bagh olarak hastalarin %50’sinde iiriner aciliyet ve duraksama goriiliir. Saf
HSP hastalariin konusma, ¢igneme ve yutkunma fonksiyonlar ve {ist ekstremite kas giiciiyle

el becerileri normaldir (59).
2.4.3 Kompleks Herediter Spastik Parapareziler

Kompleks Herediter Spastik Paraparezilerde, saf Herediter Spastik Paraparezilere ek
olarak norolojik ve ndrolojik olmayan anomaliler eslik eder. Spastik paraplejide goriilen iiriner
aciliyet, duyusal sorunlara ek olarak {ist ekstiremite spastisitesi, utanga¢ mizag, emosyonel
degiskenlik, =zihinsen gerilik, kognitif bozukluk, demans, epilepsi, afazi, distoni,
ekstrapiramidal bulgular (Parkinsonizm, kore, atetoz, diskinezi), serebellar anomaliler (atrofi,
nistagmus, disartri, anartri, disfaji, ataksi, tremor, carpik yliriiyiis), hidrosefali, dismortfik
bulgular (mikrosefali, posterior fossa anomalileri), beyaz cevher lezyonlari, spinal kord atrofisi,
kas atrofisi, polindropati gibi ndrolojik patoloji belirtegleri tespit edilebilir. Hem alt hem de {ist

ekstiremitede distal kaslarda spastisite goriilmesi kompleks Herediter Spastik Paraparezide alt
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motor noron tutulumu ile iligkili oldugundan sliphe edilmektedir. Bunun yaninda nérolojik
olmayan bulgular ise retinopati, makiiler dejenerasyon, optik atrofi, katarakt, sagirlik, kisa boy,
fasyal dismorfizm, tekrarlayan kusma, ortopedik anomaliler (maksiller hipoplazi, skolyoz,

kalga ¢ikigi, ayak deformitesi), gastrodzofagiel reflii, cilt lezyonlaridir (24).

2.5 HSP’nin Ayirici Tamsi

HSP’nin bir diglama tanis1 oldugu goézden kagirilmamalidir. Ayirict tan1 esnasinda
istenen tetkikler neticesinde diger tanilar ekarte edilir (14, 57, 62, 63). Benzer klinik bulgular;
yapisal spinal kord anomalileri, ndrodejeneratif hastaliklar, metabolik hastaliklar, bazi
enfeksiyon hastaliklarinda da goriliir. Hastaligin ayiric1 tanisini yapmak icin detayli bir
anamnezi takiben fizik muayene yapilmalidir. Gerektiginde laboratuvar tahlilleri ve
goriintiileme yontemleri ile ayirici tanitya gidilmelidir. Ailede benzer klinik tabloya sahip
bireylerin olmas1 HSP lehine bir bulgu iken travmatik dogum hikéyesi erken baslangicli HSP
ile serebral palsi ayriminda son derece faydalidir. On planda ataksi durumunda spinoserebellar
ataksi sendromlari, fasikiilasyonla ve amiyotrofi oldugunda ise Amiyotrofik Lateral Skleroz
diisiiniilmelidir. HSP hastalarinda B12 vitamini, E vitamini, kan arjinin, serum ve laktat
seviyelerinin normal olmasi beklenir. Bunlardan B12 ve E vitamini eksiklerinin yerine
konulmasi klinik tabloyu diizeltir. Diger taraftan kan arjinin, serum ve laktat seviyelerinin
yiiksek olmasi bazi metabolik hastaliklar i¢in belirtegtir. DOPA yanith distonide ise klinik
stiphenin ardindan levo-DOPA veya karbidopaya yanit beklenir (14, 62). Genellikle HSP
hastalarinda MRG’de anormal bulguya rastlanamaz. Ancak HSP’nin bazi kompleks tipleri
bunun diginda kalir.SPG11 ve SPG4’te ince korpus kallozum ve frontal atrofi goriilebilir (14,
64, 65). Enfeksiyoz hastaliklarin ayirici tanisinda ise hikaye ve enfeksiydz ajana spesifik
antikorlar taniya gitmek i¢in kullanilir. Tablo 2’de HSP ile ayirici taniya giren hastaliklarin

klinik 6zellikleri ve bu hastalilarin tanisinda kullanilacak testler detayli bir sekilde belirtilmistir
(14, 62).
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Tablo 2: HSP ile ayirici tanisi yapilan hastaliklarin klinik 6zellikleri ve bu hastaliklarin tanisinda kullanilan testler

Kategori

Hastalhik

HSP'den ayricl klinik ozellikler

Tanisal Testler

Yapsal Spinal Kord

Anormallikleri

Arnold Chiari
Malformasyonu

Servikal veya lumbar

spondilozis

Tetherd kord Sendromu
Diplejik serebral palsi
Spinal kord neoplazileri

Spinal kord arteriyovendz

malformasyonlari

Vertebralarda graniilom

Ataksi

Ust ekstremite tutulumu, radikiilopati

Sorunlu dogum hikayesi
Agr1, duyu kaybi, asimetrik tutulum

Ani progresyon

Sirt agrisi, subakut klinik seyir

Posterior fossa MRG

Vertebra gafileri ve MRG

Konus medullaris MRG
Beyin MRG
Spinal kord MRG

Spinal arteriyografisi ve
MRG

Vertebra gafileri ve MRG

Norodejeneratif

Hastahklar

Multiple Skleroz

Amiyotrofik Lateral
Skleroz

Alevlenme, remisyon, ataksi, optik norit, Lhermitte's isareti

Fasikiilasyonlar, amiyotrofi

Beyin MRG, BOS
incelemesi VEP

EMG, Sinir ileti hiz1

15



Spinaserebellar Ataksiler

Belirgin ataksi

Genetik Analiz

Metabolik
Hastalhiklar

Adrenoldkodistrofi,

Adrenomyelonoropati

Metakromatik Lokodistrofi

Krabbe Lokodistrofi

Subakut kombine

dejenerasyon

Mitokondriyal
ensefalomyopati

Abetalipoproteinemi

Cocukluk ¢ag1 baslangich formu; progresif kognitif bozukluk ve
periferal noropatinin eslik ettigi kortikospinal yolak bulgulari.

Daha ge¢ baslangighi formunda; kognisyon normal, periferal

ndropati degisken

Otozomal resesiftir. Psikomotor gerilik ve periferik néropati

Otozomal resesif, periferik ndropati yapan bir hastaliktir. Cocukluk

caginda bagslar, daha ge¢ baslangici olmaz

Periferik ndropati, 6n planda arka kolon tutulumu

Kisa boy, retinitis pigmentoza ve ¢oklu stroke benzeri atak

Periferal néraopati

Beyin MRG, Uzun

zincirli yag asitleri

Beyin MRG, arilstilfataz

Beyin MRG,

galaktoserebrozidaz

Serum B12 vitamini

konsantrasyonu

Beyin MRG, serum laktat

Ve piriivat incelemesi

Lipoprotein elektroforezi

Vitamin E eksikligi Periferal néraopati Serum E vitamini
konsantrasyonu
Arjinaz eksikligi Plazma arjinini,
aminoasidiiri
Norolatirizm Lathyrus sativus hikayesi

16



Enfeksiyoz Tersiyer Sfiliz Stipheli cinsel iligki hikayesi VDRL, FTA
Hastalikl . . : . . :
astahiklar Tropikal spastik paraparezi Subakut klinik seyir HTLV-1 antikorlar1
(HTLV-1 enfeksiyonu)
AIDS Subakut klinik seyir, Stipheli cinsel iligki hikayesi HIV antikorlari, CD4
sayisl
Diger DOPA yanith distoni Ditirnal ritim, DOPA'ya yanit Diistik doz Levo-DOPA

ya da Karbidopaya yanit
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2.6 Laboratuvar ve Goriintiilleme Yontemleri

Saf HSP’lerde EMG ve sinir ileti hizlar1 genellikle normaldir. SEP (somatosensoryel
uyarilmis potansiyel) genellikle diisik veya yoktur. Santral motor iletim zamani
kaydedilememis veya uzamis alt ekstremite, iist ekstremite normaldir. Beyin omurilik sivist

(BOS) galismalar1 ve MR goriintiilemeleri genellikle normaldir.

2.7 Kahtim ozelliklerine gore Herediter Spastik Pareziler

OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man®) veritabaninda su ana kadar bildirilmis
76 farkli HSP fenotipi (1-76) bulunmaktadir. HSP’nin alt tiplerinin klinik detaylar1 Tablo 3’te
verilmistir. Alt tiplerden bes tanesi X’e bagh (1, 2, 16, 22 ve 34), iki tanesi hem otozomal
dominant hem de otozomal resesif (3A ve 72), on dokuz tanesi otozomal dominant (4, 6, 8, 9,
10, 12, 13, 17, 19, 29, 31, 33, 36, 37, 38, 40, 41, 42 ve 73) kalan elli tanesi ise otozomal resesif
kalitim 6zelligine sahiptir. Klinik olarak tanimlanmis olan bu tiplerden yirmibir tanesinin (9,
14,16, 19, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 32, 34, 36, 37, 38, 40, 41, 43, 45 ve 46) genetik etiyolojisi

tanimlanamamustir.

Avrupa toplumunda otozomal dominant kalitilan HSP’lerden tip 4, 3A ve 31 en sik

goriilen tipleri olup mutasyon saptanabilen bireylerin %50’sini olusturmaktadir.

2.71 SPG4

SPG4, otozomal dominant HSP’nin en sik goriilen tipidir (66). SPG4 otozomal
dominant saf tip HSP’lerin % 15-40’1n1 olusturmaktadir. Avrupa iilkelerinde, ABD, Kanada,
Japonya ve Cin’de en sik goriilen otozomal dominant kalitilan HSP tipidir (66). SPG4’{in
kardinal klinik 6zellikleri; sinsi ve ilerleyici bilateral alt ekstremite spastisitesi, derin tendon
reflekslerinde artma ve Babinski ve klonus gibi patolojik reflekslerin ortaya ¢ikmasidir. SPAST
ile iliskili HSP’de iist ekstremite reflekslerinde de artis gdzlenir ancak tetrapleji ise son derece
nadir bir bulgudur. Etkilenen bireylerin % 50’sinden fazlasinda proksimal kas gii¢stizliigi,

1/3’linde ise sfinkter ile iligkili bozuklular oldugu bildirilmistir.

SPG4’te pes kavus ve dizartride gozlenebilir. Gii¢ algilanan kognitif bozukluk
bildirilmis (67-69), ancak bu durumun hastalikla iligkisi bilinmemektedir. Nobet, zeka geriligi
ve ataksi nadir olarak eslik eder. Noropati az sayida etkilenmis bireyde, posterior fossa
anomalileri iki ailede bildirilmis olmasina ragmen her iki klinik durum ile iligkilendirilmis
patojenik SPAST varyati tespit edilememistir (70, 71). Az sayida bireyde ciddi demans goriilen

hastalarinin birinin ndéropatolojik incelemesinde hipokampiiste ndronal kayip ve immiin reaktif
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tau norofibriler yumaklar, substantia nigrada Lewy cisimcikleri tespit edilmistir (72). Bununla
birlikte, ortaya ¢ikacak hastalikta kortikal ve mediiller lezyonlarin dagiliminin genel bir tablosu

icin SPAST ile iligkili HSP'li kisilerde az sayida néropatolojik ¢aligma mevcuttur (73).

SPAST geni, 2p22°de lokalize olur ve 17 ekzondan olusur. SPAST geni 90 kD
biiyiikligiinde 616 amioasitten olusan spastin proteini kodlanir. Spastin, daha uzun
mikrotiibiilleri daha kisa olanlara pargalayan ve bdylece mikrotiibiillerin sayisini ve
hareketliligini ve bunlarin dinamik art1 uglarinin dagilimini diizenleyen bir mikrotiibiil kesen
ATPaz'dir. Mikrotiibiil kirpilmast mikrotiibiil dizisinin uzunlugu, sayis1 ve mobilitesi gibi
cesitli Ozelliklerinin diizenlemesi i¢in Onemlidir. Ayrica spastin, atlastinl ve REEP1’in
koordine etkilesimi endoplazmik retikulum tiibiillerinin hidrofobik kisimlariin sikistirilarak
sekillendirilmesi ve tiibiiler endoplazmik retikulum agini1 olusturan endoplazmik retikulum-
mikrotiibiil etkilesimleri i¢in dnemlidir (153). Mutant spastin ile mikrotiibiillerin etkilesimi
mitokondri ve peroksizom gibi organeller hiicre igerisinde anormal dagilimi ile
iliskilendirilmistir. Bundan dolay1 akson distaline mikrotiibiil hiicre iskeletine bagli olarak
organel transportunun bozulmasinin SPG4'iin primer hastalik mekanizmasi olabilecegi one

stirilmistiir (74).

2.7.2 SPG3A

SPG3A klinik bulgular acisindan diger otozomal tip HSP’lerden daha homojendir.
Sikayetlerin baglama yas1 yaklasik 4’tiir. Bildirilen bireylerin % 80'inden fazlasinda yasamin
ilk on yilindan Once spastik yiirime gorilmektedir(75). 10 yastan Once baslayan erken
baslangi¢li otozomal dominant HSP’lerin %30-50’s1t SPG3A’dan meydana gelmektedir. Tiim
otozomal dominant olgular1 g6z 6niine alindiginda ise %10-15’inde patojenik ATL1 mutasyonu
tespit edilmektedir. Biiyiik bir kohortta yapilan bir calismada SPAST ta patojenik varyant tespit
edilemeyen olgularin %40’inda ATL1’de patojenik mutasyon tespit edilmistir. Giiniimiize
kadar bildirilen olgularin tamaminda ATL1’in monoallelik kalitildigi bildirilmesine ragmen,
Khan ve arkadaglar1 ATL1’in biallelik kalittmina 6rnek gostermistir. Heterozigot aday
mutasyona yedi bireyden altisinda HSP diisiindiirecek bir klinik bulunmamaktaydi. Kalan bir
bireyde ise yalnizca subklinik azalmis vibrasyon hissi mevcuttu. HSP klinigine sahip alt1

bireyde ise homozigot aday ¢.353G>A mutasyonu mevcuttu (81).

SPG3A ve Herediter sensoryel noropati, tip ID (HSN ID) birbiri ile allelik olan iki farkl
hastaliktir. HSN ID otozomal dominant gegisli, aksonal tip herediter motor ve sensoriyel

noropati ile karakterize olup, agrili yaralanmalara neden olabilecek derecede ciddi ve belirgin
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agr1 duyusu kusuru ile ayirici tanis1 yapilmaktadir. Herediter sensoryel noropati olan bir ailede
ATL1’de missense mutasyon tespit edilmistir. Saf otonomik bozukluk ile giden klinik tablosu
olan bir bireyde ATL1’in 2. Ekzonunun splicing bolgesinde aday bir mutasyon bildirilmistir.
Bu hastanin allelik bir durum mu yoksa SPG3A’nin atipik bir prezentasyonu olup olmadigi

aydinlatilmay1 beklemektedir (75).

ATLI geni, 14q22°de lokalize ve 14 ekzondan olusur. Bu genden atlastinl ad1 verilen
protein kodlanir ve 552 aminoasitden olusan bu protein, 69 kD biiylikliiglindedir. Atlastinl,
tibtiler endoplazmik retikulum (ER) agmin olusumunda ve ndronlarda akson uzamasinda rol
oynayan dynamin ile iligkili bir GTPaz’dir. Spastinin N-terminal domaini, atlastinin C-terminal
domainine direkt baglanarak hiicre i¢i yolaklarda birbirleriyle etkileserek fonksiyon goriirler
(146, 147). Rat beyinlerinde atlastinl’in sadece golgi cisimciginde ve endoplazmik retikulum
degil ayn1 zamanda aksonlarin biiylime konilerinde de ifade edildigi gosterilmistir. Sonug
olarak bu bulgular, atlastin-1'in néronlarda farkli fonksiyonlara sahip oldugunu ve muhtemelen
hem hiicre i¢i zar trafiginde hem de aksonal biiylime konisinin genislemesinde rol oynadigini
ortaya koymustur. (148). Dolayisiyla SPG3A'da goriilen erken baslangigli aksonopatinin

aksonlarin anormal gelisiminden kaynaklanabilecegini diistindiirmektedir.
2.7.3 SPG31

Otozomal dominant kalitilan HSP’ler arasinda tanimlanan dordiincii alt tip olan SPG 31,
baslangic yasi agirlikli olarak yasamin ilk dekadidir. Buna ragmen ekspresyon diisiikliigii ile

iligkili olarak erigkin donemde tani alan hastalar da mevcuttur.

SPG31 hemen hemen tamamen saf bir spastik parapleji fenotipiyle iliskilidir. Uriner
aliskanliklarin bozuklugu ve vibrasyon duyusu bozukluklart SPG 4’e benzer siklikta goriiliir.
Simdiye kadar kompleks tablonun tanimladigi tek hastada sadece periferal noropati
goriilmiistiir. Diger HSP formlarinda goriilen periferik sinir tutulumu SPG31'de daha nadir
goriilir. Bununla birlikte, kesin sonuglara ulagmak icin daha kapsamli elektrofizyolojik

caligmalarin yapilmasi gerekmektedir (76).
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Tablo 3: OMIM'de tanimlanmis tiim HSP alt tiplerine ait klinik 6zelliklerin 6zeti

) Kahtim
Tip )
Paterni

Lokiis

Gen

Baslangic Zamam

SPG Tipi

Ek bulgular

Referanslar

SPG1 X

SPG2 X

SPG3A  OD/OR

SPG4 oD

Xq28

Xq21

14q11-g21

2p22

LI1CAM

PLP1

ATL1

SPAST

perinatal

Gec

4 yas civari

1-63 yas, bimodal
dagilim 10 ve 30.
yaslarda pik

Kompleks

Saf veya Kompleks

Saf veya Kompleks

Saf veya Kompleks

Mental retardasyon,
hidrosefali, afazi, el
bagparmagi adduksiyon
kontraktiirii (MASA
sendromu) ince korpus
kallozum

Optik atrofi, ataksi,
nistagmus, beyaz cevher
lezyonlari, periferik
noropati, afazi, demans
Silver sendromu
Demans, epilepsi,
periferik néropati,
tremor, ataksi, Uist
ekstremite tutulumu,
cocuk diisiirme

(Strumpell-Lorrain

(23)

(77, 78)

(24)

(24)
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SPG5A

SPG6

SPG7

SPG8

SPG9

SPG10

SPG11

OR

OD

OR

oD

oD

oD

OR

8q12—q13

15q11.1

16q24.3

8023-q24

10923.3-24.1 ALDHI18A1

12913.3

15q13-q15

CYP7B1

NIPA1

SPG7

KIAA0196

KIF5A

KIAA1840

4-47 yas Saf veya Kompleks
13-19 yas Saf veya Kompleks
11-72 yas Saf veya Kompleks
18-59 yas Saf

Cocukluktan ergenlige
' ' Kompleks
gecis donemi

Infantil dénem veya

' Saf veya Kompleks
35 yas civari
Infantil dénem veya

cocukluktan ergenlige Saf veya Kompleks

gecis donemi

familial spazmodik
parapleji)

Beyaz cevher lezyonlari
Periferik ndropati, spinal
kord atrofisi, epilepsi,
dizartri, distoni, list
ekstremite tutulumu
Optik veya serebellar
atrofi, anormal
mitokondri, disartri,
disfaji, periferik noropati,
ince korpus kallozum
Katarakt, gastrodzofageal
reflli, motor ndropati,
Katarakt,
Gastrodzofegeal Reflii,
polindropati

Mental retardasyon,
sensoriyel noropati, ince

korpus kallozum, disartri,

(24)

(24)

(24)

(79, 80)

(81)

(24)

(24)
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SPG12
SPG13

SPG14

SPG15

oD
oD

OR

OR

19q13
2024-934

3927—028

14q22-q24

RTN2
HSPD1

Bilinmiyor

ZFYVEZ26

Erken
1 yas-6. dekad

Gec

1-2. dekad

Saf
Saf veya Kompleks

Saf veya Kompleks

Kompleks

nistagmus, iist
ekstremitede
giicsiizliik,ataksi,
parkinsonizm,
makiilopati, beyaz cevher
lezyonlar1, ALS-5 ve
Kjellin sendromlarina
allelik

Distoni

Mental retardasyon,
motor ndropati
Makiilopati, polindropati,
disartri, mental
retardasyon, pigmental
retinopati, ince korpus
kallozum, beyaz cevher
lezyonlari, Kjellin

sendromuna allelik

(30, 82)
(83, 84)

(85)

(86-88)
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SPG16

SPG17

SPG18

SPG19

SPG20

SPG21

SPG22

SPG23

oD

OR

oD

OR

OR

OR

Xq11.2

11q12—ql4

8pl2—
8g11.22
9g33-q34

13q12.3

15q22.31

Xq21

1924—q32

Bilinmiyor

BSCL2

ERLIN2

Bilinmiyor

SPG20

ACP33

SLC16A2

Bilinmiyor

3-7 yas

Cocukluktan ergenlige

gecis donemi
Cocukluk dénemi

Geg

1-2 yas

Cocukluktan

baslayarak her donem

ayr1 semptom

Cocukluk dénemi

Cocukluk donemi

Saf veya Kompleks

Kompleks

Kompleks

Saf

Kompleks

Saf veya Kompleks

Saf veya Kompleks

Kompleks

Afazi, bozuk goérme,
mental retardasyon,
inkontinens

Silver sendromu, CMT-
2'ye allelik

Zihinsel gerilik, epilepsi,
konjenital kalca ¢ikig1
Troyer sendromu
(disartri, distal kas
atrofisi)

Demans, serebellar
tutulum, ekstrapiramidal
bulgular, ince korpus
kallozum, beyaz cevher
lezyonlar1 (MAST
sendromu)

Allan Herndon Dudley
sendromu

Pigmenter cilt lezyonlari

(Lison sendromu)

(89, 90)

(24)

(32)

(91)

(24)

(34, 92)

(93, 94)

(95)
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SPG24

SPG25

SPG26

SPG27

SPG28

SPG29

SPG30

SPG31

OR

OR

OR

OR

OR

oD

OR

oD

13q14

6023-q24

12p11.1-ql4

10922.1-q24

14q21.3—

(22.3

1p31.1-21.1

2q37

9p21

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor

KIF1A

REEP1

Cocukluk dénemi

Cocukluk donemi

Cocukluk dénemi

2-7 yas veya ergenlik

Cocukluk donemi

15 yas civari

Ergenlik donemi

1. dekad

Kompleks

Kompleks

Kompleks

Kompleks

Saf

Kompleks

Saf veya Kompleks

Saf veya Kompleks

Spastik disartri ile
degisken derecede iliski,
psodobulbar isaretler
Disk herniasyonu
Disartri, tist ve alt
ekstremitede distal
amiyotrofi, zeka geriligi
Disartri, polindropati,

mental retardasyon

Isitme kaybu, hiatus
hernisine bagl
tekrarlayan oksiirtik
Hafif serebellar bulgular,
sensdriyel noropati,

HSAN ile allelik

Aksonal ndropati, Silver-

like sendrom, serebellar

ataksi, tremori demans

(96)

(97)

(98)

(99)

(100)

(101)

(35, 102)
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SPG32

SPG33
SPG34

SPG35

SPG36

SPG37
SPG38

SPG39

SPG40

SPG41

SPG42

OR

oD

OR

oD
oD
oD

OR

oD

oD

oD

14q12-g21

10q24.2
Xq25-27

1692123

12q23-24
8p21.1-q13.3
4p16-p15

19p13.2

Bilinmiyor

11p14.1-

pl1.2
3024926

Bilinmiyor

ZFYVE27
Bilinmiyor

FA2H

Bilinmiyor
Bilinmiyor

Bilinmiyor

PNPLAG

Bilinmiyor

Bilinmiyor

SLC33A1

6-7 yas

50 yas civari

12-25 yas

6-11 yas

14-28 yas

8-60 yas
9-35 yas

Cocukluk dénemi

35 yastan sonra

ortalama 16 yas

4-42 yas

Kompleks

Kompleks
Saf

Saf veya Kompleks

Kompleks

Saf
Kompleks

Kompleks

Saf veya Kompleks

Saf

Saf

Mental retardasyon,

beyin sap1 seviyesinde

(103)
birlesme defekti,
serebellar atrofi
Ayak deformitesi (36)
- (104)
Kognitif gerilik, ndbet,
beyaz cevher lezyonlari, (105, 106)
NBIA ile allelik
Polinéropati (106)
- (107)
Silver sendromu (108)
Aksonal ndropati, spinal
kord atrofisi (109)
Ust ekstremitede
hiperrefleksi, hafiza (110)
yetersizligi
El kaslarinda hafif

(111)
giicsiizliik
- (112)
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SPG43

SPG44

SPG45

SPG46

SPG47

SPG48

OR

OR

OR

OR

OR

OR

19p13.11-
gl2

1q42.13

10q24.3—
425.1

9p21.2—
g21.12

1p13.2-1p12

7p22.2

Bilinmiyor

GJA12/GJC2

Bilinmiyor

Bilinmiyor

AP4B1

KIAA0415

4-42 yas

Geg

Erken

Erken

Cocukluk donemi

50 yas civari

Kompleks

Kompleks

Kompleks

Kompleks

Kompleks

Saf veya Kompleks

Distal el kaslarinda
belirgin atrofi (Silver
sendromu), NBIA ile
allelik

Beyaz cevher lezyonlari,

(113, 114)

hipomyelinizasyon,

IO_ y y (114)
Pelizaeus—Merzbacher
hastaligi ile allelik
Mental retardasyon,

(115)

okiiler anomaliler
Mental retardasyon,
katarakt, serebellar

. o (116)
disfonksiyon, ince korpus
kallozum
Mental retardasyon,
ndbetler, ince korpus
kallozum, periventrikiiler
beyaz cevher lezyonlari (39, 44)
Spinal kord

o (88)
hiperintensiviteleri

27



SPG49

SPG50

SPG51

SPG52

SPG53

OR

OR

OR

OR

OR

14932.31

7922.1

15q21.2

14q12

8p22

TECPR2

AP4AM1

AP4E1

APA4S1

VPS37A

2 yas civarl

Postnatal

Postnatal

Postnatal

8-36 yas

Kompleks

Kompleks

Kompleks

Kompleks

Kompleks

hipotoni, gelisim gerilig,

dismorfik yiiz, ataksi,
gastrodzofageal refld, (41)
disartri, dismetri,

episodik santral apne

Infantil hipotoni,

psikomotor gerilik,

strabismus, ciddi mental (42, 117)
retardasyon, beyaz cevher

lezyonlar1

Mikrosefali, hipotoni,

psikomotor gerilik,

dismorfik goriiniim, (43,44
beyaz cevher lezyonlari

Mental retardasyon,

utangag karakter, kisa

boy, dismorfik yiiz 44)
gorunimu

Ust ekstiremite tutulumu,

kognitif bozukluk, (45)

konugmada gerilik, kifoz,
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SPG54

SPG55

SPG56

SPG57

SPG58

SPG59

OR

OR

OR

OR

OR

OR

8p11.23

12424.31

4925

5031.2

17p13.2

15021.2

DDHD2

C120RF65

CYP2U1,
DDHD1

TFG

KIF1C

USP8

3-18 ay

1 ay- 5 yas

2 yas civarl

2.5-4 yas

20 ay civari

Kompleks

Kompleks

Saf veya Kompleks

Kompleks

Kompleks

Saf veya Kompleks

kiiciik eklemlerde
hiperfleksibilite,
hipertrikoz

Mental retardasyon, ince
korpus kallozum, beyaz
cevher lezyonlar1

Mental retardasyon,
diskromotopsi, optik
atrofi

Mental retardasyon, tist
ekstrmitede distoni,
disartri, ince korpus
kallozum, beyaz cevher
lezyonlar1

GoOrme problemi

Mental retardasyon,
ekstrapiramidal bulgular,
ataksi, klonus, hipodonti,
beyaz cevher anomalileri

Nistagmus

(47, 48)

(49, 50)

(51)
(118)

(12)
(12)
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SPG60

SPG61

SPG62

SPG63

SPG64

SPG65

OR

OR

OR

OR

OR

OR

3p22.2

16p12.3

10q24.31

1p13.3

10q24.1

10q24.32-
q24.33

WDR48

ARLG6IP1

ERLIN1

AMPD2

ENTPD1

NTS5C2

1 yas civari

14 ay civari

2.5-13 yas

14 ay civari

1 yas

Postnatal-18 ay

Kompleks

Kompleks

Saf veya Kompleks

Saf veya Kompleks

Kompleks

Kompleks

Periferik noropati, hafif
O0grenme glicligi
Terminal falanks kaybi,
yaygin motor ve
sensoriyel noropati

Pes ekinovarus, kifoz,
orta diizeyde zeka

ince korpus kallozum,
beyaz cevher lezyonlari,
kisa boy

Katarakt, beyaz cevher
lezyonlari, orta diizey
zeka geriligi, agresif
kisilik, gecikmis puberte,
mikrosefali

Ince korpus kallozum,
beyaz cevher lezyonlari,
zeka geriligi, eniirezis
noktlirna, pes ekinovarus,
glukom, optik atrofi,

strabismus,

(12)

(12)

(12)

(12)

(12)

(12)
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SPG66

SPG67

SPG68
SPG69

SPG70

SPG71
SPG72
SPG73
SPG74

SPG75

SPG76

OR

OR

OR
OR

OR

OR
OD-OR
oD
OR

OR

OR

5032

2433.1

11g13.1
1g41

12q13.3

5p13.3

5031.2
19913.33
1042.13

19g13.12

11g13.1

ARSI

PGAP1

FLRT1
RAB3GAP2

MARS

ZFR
REEP2
CPT1C

IBAS7

MAG

CAPN1

1.5 yas civari

4 ay-4 yas

2-3 yas
6 ay

6 ay

1 yas
Postnatal
19-48 yas
1. dekad

1. dekad

9-39 yas

Kompleks

Kompleks

Kompleks
Kompleks

Kompleks

Kompleks

Saf

Saf

Saf veya Kompleks

Kompleks

Saf veya Kompleks

korpus kallozum ve
serebellar hipoplazi,
kolposefali, polindropati,
o0grenme glicligi
korpus kallozum
agenezisi, vermis
hipoplazisi, orta diizey
zeka

Periferik néropati
[sitme kaybi, katarakt,
Skolyoz, nefrotik
sendrom

ince korpus kallozum

Optik atrofi, polinéropati
Distal bacak atrofisi, orta
derecede zeka geriligi
Disarti, iist ekstiremitede
hiperrefleksi, ataksi,

polinoropati, skolyoz

(12)

(12)
(12)
(12)

(12)
(12)
(52)
(53)
(54)

(12, 55)

(56)
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2.8 HSP’de Genetik Tam Test Stratejieri
HSP’de molekiiler genetik tanimin konulmasi hastaligin tanisinin kesinlestirilmesi ve
prenatal genetik tani ile ileri donemlerde baslayabilecek klinik tedavi imkani sunmasi agisindan

olduk¢a 6nemlidir.

YeniNesil Dizileme gen panelleri, TED ve TGD gibi kapsamli mutasyon tarama
teknikleri, DNA’daki kopya sayisinin tespitini saglayan mikroarray tabanli tani platformlar1 bu
tip hastaliklarda hastaligin alt tiplerine uygun genetik test panelleri seklinde alternatifler

sunabilmektedir (Sekil 3).

2.8.1 YND Gen Panelleri

Sanger sekanslama yontemi ile uzun siirede ve daha yliksek maliyet ile HSP klinigine
sebep olabilecek genlerdeki mutasyonlari saptamak yerine YND teknolojisi kullanilarak daha
onceden bildirilmis genlerin taranmasi en popiiler yaklasimdir. Bu yaklagim sonucunda OR ve
OD tipte HSP’lerin %40’1na yiiksek okuma sayisi ile tani konulmustur (119). Metodun en
onemli dezavantaji1 ise sadece HSP ile iliskisi bilinen genlerin analiz edilmesi ve diger iligkili

oldugu belirlenen genlerin giincellme yapilamadigindan incelenememesidir.

2.8.2 Tum Ekzom Dizileme ve Tiim Genom Dizileme

HSP’nin molekiiler genetik etiyolojisini ortaya koymak i¢in bir baska yontem ise
TED’dir. Bu yontemi kullanmanin hastali§a neden olabilecek yeni genlerin kesfi gibi bircok
avantaji bulunmaktadir. Ornegin; LYST mutasyonlari Chediak-Higashi sendromuna neden
oldugu bilinmesine ragmen bu gendeki bir baska mutasyonun kompleks OR-HSP’ye neden
oldugu TED ile saptanmustir (120). TED’in bircok merkez tarafindan yaygin olarak
kullanilmas1 sonucunda son yillarda tespit edilen formlarinin neredeyse tamami TED ile

saptanmustir (12, 55, 56).

TED ile yeni nesil dizileme tabanli hedefe yonelik gen panelleri karsilastirildiginda,
TED’in HSP ile iligkisi bilinen tiim genleri yeterince her zaman Ortmemesi en biiyiik
dezavantajidir (119). TGD analizlerinin kodlanmayan bolgedeki varyantlari, kopya degisiklik
sayist ve kromozomal degisiklikleri tespit edebilmesi TED kars1 en biiyiik istiinliikleridir.
Maliyetinin daha yiliksek olmasi, kodlanmayan bélgedeki varyantlarin klinik 6neminin
tespitinin giiniimiizde hala giic olmasi1 ise zayif yonleridir. Bu sorunlarin giderilmesi
durumunda TGD gelecekte en yaygin kullanilacak yontem olmaya en kuvvetli adayi gibi
goriinmektedir (121).
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2.8.3 DNA Mikroarray Tabanh Tam

Son donemlerde en sik tespit edilen HSP mutasyonlarinda kullanilmak {izere ytiksek
kapasiteli ¢ipler tasarlanmistir (122). Bu teknik ile sadece 96 adet mutasyonu taranmasi
sebebiyle, HSP hastalarinda bir baslangi¢ mutasyon taramasi i¢in kullanilabilir. Bu y6ntemin
en biiylik dezavantaji ise sadece belirli mutasyonlarin taranmasidir. Su ana kadar herhangi bir
etnik grup ya da klinik belirte¢ ile mutasyon iliskilendirilemediginden genlere homojen olarak

dagilmis mutasyonlarin tespiti son derece zordur.

2.8.4 Konvansiyonel Genetik Test Stratejileri

Gelismis genetik test imkanlar1 olmadig: takdirde en sik goriilen mutasyonlarin agamali
olarak taranmasi en iyi se¢enek olacaktir. OD-HSP’lerin %50’sinde SPAST geninde mutasyon
saptanmasi nedeniyle baslangigta bu gen dizilenebilir. Buna ek olarak, yaklasik %20 oranda bu
gende delesyon ve duplikasyon da goriilebileceginden MLPA ile kopya sayisi degisiklikleri
kontrol edilmelidir (122). Bu iki test segenegine ragmen tespit edilemezse, diger sik goriilen
OD-HSP etiyolojisi sebeplerinden ATL1 ve REEP1 arastirilmasi 6nerilmistir.
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HSP'de
Genetik Test
Stratejileri

Tiim Genom veya Yeni Nesil S Konvansiyonel
v N. 3
Tiim ekzom Dizileme ile DT:bm'lm“;::” Genetik Test
sekanslama Gen Panelleri Stratejileri

Aile hikayesi
OD kahtim
ile uyumlu

s__]_/
SPG4 icin sekans ve
MLPA cahsilmas:

Ayrica SPG3A ve
SPG31 cahsilmasi

J

MRG'da ince
korpus kallozum

MRG’da ince
korpus kallozum
vok

I l

Cocukluk caginda

SPGI11 ve SPG 15 SPG5A ve SPG39,
cahisilmas: eriskin caginda SPG7
calisiimas:

> -~

Sekil 3: HSP’de farkli genetik tanisal metotlar kullanilarak tan1 koyma stratejilerine bir 6rnek
(121)

2.9 Genetik Damisma

Genetik danigma, kalitsal bir hastalik tasiyan veya tagima riski bulunan kisilere ve bu
kisilerin akrabalarina, hastaligin seyri ve tedavi yontemleri, tekrarlama riskleri ve ¢6ziim yollar1
ile beraber hangi donemlerde hangi testlerin yapilmasi gerektigi ve bunlarin sonuglariyla ilgili

bilgi verilmesidir.

OD-HSP tanisi alan hastalarin %90’1nin etkilenmis ebeveyni vardir. Buna ragmen de
novo patojenik varyantlarin bu hastaliga sebep olabilecegi de goz 6niinde bulundurulmalidir.
OD-HSP’de de novo varyant sikligi bilinmemektedir. Probandin kardeslerinde hastaligin
goriilme ihtimali ise ebeveynlerin tasidigi patojenik varyant olup olmamasina baglidir.
Ebeveynlerde bir tane patojenik varyant olmasi durumunda hastaligin goriilme ihtimali

%350’dir. OD-HSP patojenik varyanti tagiyan bir bireyin ¢ocuklar1 %50 ihtimalle hasta olacaktir
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Hastaligin derecesi ve baslangic yasi agisindan degerlendirildiginde, ayn1 ailede ayni
patojenik varyantlari tagiyan bireyler arasinda, farkli ailelerde ayni patojenik varyantlari tagiyan

bireyler arasinda ve farkli SPG tipleri arasinda son derece degiskenlik gostermektedir.

2.10 HSP ve Sag Kalim

Spastik parapleji hastalarinin etkileri yiiksek fenotipik ve genotipik heterojeniteye bagl
olarak degiskendir. Bu yiizden bazi hastalarin yasam siireleri herhangi bir degisiklik olmazken,
bazi1 hastalarda eslik eden diger anomaliler neticesinde yasam siireleri kisalmistir.
Lokoensefalopati, epilepsi ve zihinsel gelisim geriligi durumlar1 daha erken yasta 6liimlere
sebep olabilir. Hastalarin yiiriiyiis bozukluguna bagli gelisen immobilizasyon durumu ise
kazanilmis sekonder kardiyovaskiiler sorunlara yol agmaktadir. Ozellikle kardiyovaskiiler
emboli, serebrovaskiiler olay, myokard enfarktiisii veya pulmoner tromboembolizme neden
olur. Ayrica immobilizasyon, sistemik ve pulmoner enfeksiyonlara egilimi arttirmaktadir.
Saglik bakimi personelinin ve hastalarin kisisel tedavi yonetimleri sayesinde spastik parapleji
hastalariin biiyiik kisminda yavas ilerleme gozlenmektedir. Ancak SPG6 ve SPG12 gibi bazi

tiplerde bakim ve destek programlarina ragmen beklenen yavaslama saglanamamuistir. (24).

2.11 SANGER DIiZILEME (SD)

1974 yilinda, Sanger ve ark. tarafindan, DNA replikasyon temel esaslarin1 dayanarak
Sanger Dideoksi dizileme yontemi gelistirilmistir. Bu islemde DNA polimerazin, dNTP’lerin
(deoksiniikleotid  trifosfat) ve  3'-hidroksil (OH’) grubu olmayan ddNTP’lerin
(dideoksintiikleotid trifosfat) niikleotid analoglarini zincire eklenerek fosfodiester bagi
olusturabilme o6zelliginden yararlanilir. ddNTP’lerin yapiya eklenmesiyle zincir uzamasi
gerceklesmez ve boylece fosfodiester bag olusumu engellenmis olur. Yapiya yeni niikleotit

katilamadigindan zincir uzamasi sonlanir.

Sanger dideoksi, dizileme i¢in kalip DNA, dizi primeri, DNA polimeraz, niikleotitler
(dNTP), dideoksiniikleotitler (ddNTP) ve reaksiyon tamponu gereklidir. Dort farkli reaksiyon
hazirlanir ve her birinde floresan ile isaretlenmis dideoksiniikleotitlerden (ddA, ddG, ddC ve
ddT) yalniz birisi vardir. Polimeraz zincir reaksiyonunun (PZR) temel asamalarinin her biri ayr1
1s1 bloklarinda gergeklestirilir. Zincirin uzama evresinde DNA polimeraz, deoksiniikleotidi
veya dideoksiniikleotidi zincire ekleyerek senteze devam eder. Deoksiniikleotidin veya
dideoksiniikleotidin zincire eklenmesi tamamen rdlatif konsantrasyonlarina baghdir. Bir
deoksiniikleotit (A, C, G, T) zincire eklendigi zaman zincir uzamasi devam edebilir. Buna
ragmen dideoksiniikleotidin (ddA, ddC, ddG, or ddT) eklendiginde ise uzama durur. Sanger
dideoksi dizilemede, 3’ ucun dideoksiniikleotid eklenmesi nedeniyle ile sentezi durdurulmus
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farkli uzunluktaki DNA fragmanlar1 olusacaktir. Bu {iriinler sonra elektroforez ile birbirinden
ayrilir. Elektrik alan uygulanarak negatif yiikli DNA fragmanlar1 pozitif elektroda dogru
hareket ederler. Bir DNA fragmaninin hizi mevcut molekiiler agirlig: ile ters orantilidir. Bu
slireg ile birlikte birbirinden bir baz farkli olan DNA fragmanlar1 dahi ayrilabilir (123, 124)
(Sekil4). SD metodu ile yaklasik 6-1000 baz arasi uzunlukta giivenli okuma yapilabilmektedir.

SD yontemi 6zellikle Mendeliyan gecisli hastlaiklarin tanisinda, nokta mutasyonlarini
(transizyon-transversiyon), 1000 bazdan kiigiik delesyon/duplikasyonlar ile insersiyon ve
inversiyon gibi az sayidaki niikleotidi iceren degisimleri tespit edebilirken, ¢ok sayida niikleotid
iceren (1000 bazdan biiyiik) delesyon/duplikasyon gibi degisimleri; 6ploidi veya andploidi gibi
sayisal kromozomal anomalilerini; translokasyon, insersiyon, inversiyon gibi yapisal
kromozomal anomalilerini ve ekspresyon farkliliklarini tespit etmekte kullanilmamaktadir.
Ayrica diisiik orandaki mozaisizmi saptamada yetersiz kalmakta ve metilasyon ¢aligmalarinda

net sonuglar verememektedir (125-127)

Primer

Kapiller jel elektroforezi ile

ddNTPs

TP -@ DNA fragmanlarinm ayrilmasi

TP -9

GIATP -9

doaTP -8

. I Kapiller jel
Uzama ve 1
zincir sonlanmas1 : ' i 2
A ¢ %0 Dedektir g p
P 3 e
. Lazer L
C o o o o e o o o
T PPy 3
Y TS J . '
2 b e 2 B 2R T 5 g -
T T P p———— ¥
= 9> l | l Florokromlarm lazer tarafindan tespiti
050 - 5.8 5.8 0-0-0-513 L] | \ . . e .
| \ I. " ,‘| || ve bilgisayar analizi ile kromotografinin
T T Y ————— ¥ (V] l olusmasi
\ UL
T T T T T T I T T T I T Y Y'Y
——J Kromotografi

Sekil 4: PZR ve kapiller jel elektroforezde yiiriitiilen DNA fragmanlarinin sanger sekanslama
yontemi ile kromotografin ortaya ¢ikma siireci (128)
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2.12 YENI NESIL DiZILEME

2004 yilinda National Human Genom Research Instutue (NHGRI) tiim genom dizileme
maliyetinin 10 yil i¢inde 1000 Amerikan dolarinin altina inecek bir aragtirma programinin
cagrisina ¢iktigini duyurdu (129, 130). Bu gelisme, birinci nesil teknoloji olarakta adlandirilan
Sanger sekans yontemine kars1 yeni nesil dizileme teknolojilerinin gelismesine ve ticari bir {iriin
haline gelmesine imkan tanimistir. YND teknolojileri ile birlikte ii¢ yeni degisiklik olmustur.
Birincisi, DNA fragmanlarmin spesifik klonlanmas1 gerekirken, YND ile hiicreden bagimsiz
bir sistemde kiitiiphane hazirlanmaktadir. Ikinci yenilik ile binlerce hatta yiiz milyonlarca
dizileme reaksiyonu paralel olarak gerceklestirilebilmektedir. Sonuncusu ise dizileme
neticesinin jel elektroforezde degerlendirilmesine gerek duyulmadan hizli bir sekilde
gozlemlenebilmektedir. Bu teknoloji SD’ye kiyasla daha kisa fragman okuma esasina
dayanmaktadir. Bu durum eldeki fragmanlari dogru sekilde dizilim olusturarak referans
genoma entegre edecek yeni programlara ve algoritmalara ihtiya¢ dogurmustur. 1k ticari YND
teknolojisi 2005 yilinda 454 Life Sciences tarafindan pirosekanslama metodu olarak piyasaya
stiriilmiistiir. 454 Genome Sequencher adli bu cihaz 110 baz ¢ifti uzunlugunda yaklasik 200.000
okuma yapiyordu. Bir yil sonra Solexa/lllumina, 2007 yilinda ise Applied Biosystems
tarafindan Sequencing in Oligo Ligation Detection (SOLiD) piyasa siiriilmiistiir (131)

Bunu takip eden donemde ise Qiagen senteze dayali sekanslama, Polony sekanslama ve
tek molekiil tespit sistemi (Helicos BioSciences) gibi farkli dizileme platformlar1 piyasaya
stirilmiistir. Helicos BioSciences sisteminde DNA dizilimeden once herhangi bir
amplifikasyon olmamasi nedeniyle bu teknoloji YND dizileme ile {i¢iincii jenerasyon dizileme
arasinda bir form olarak kabul edilmistir. 2010 yilinda Pacific Biosciences (PacBio) tarafindan
ortaya ¢ikarilan ti¢lincii jenerasyon dizilemede ise tek molekiil tespit sistemine ek olarak bu
islemin ger¢ek zamanli yapiliyor olmasidir. Bu teknoloji ile birkac¢ kilobaz uzunlugunda

okumalar yapilarak de novo genom diizenlemeleri tespit edilebilmektedir (131).

TED son yillarda bir¢ok hastaligin molekiiler sebebin aydinlatilmasinda ve poligenk
hastaliklarin subtiplerinin belirlenmesinde kullanilmistir. 2009 yilinda, Choi ve ark. tarafindan
hipokalemi 6n planda olan Bartter Sendromu (MIM241200) 6n tanisi ile takip edilen hastaya
TED analizi yapilmis ve Konjenital Klor Kaybettiren Diyare (CLD;MIM214700) ile
iliskilendirilmis SLC26A3 geninde mutasyon bulunmustur. Geriye doniik hastanin klinik
degerlendirmesi yapildiginda klinik tablonun konjenital klor kaybettiren diyareye daha ¢ok
benzedigi bildirilmistir (139). Diger bir ¢alismada Leber’in konjenital amorozisi ile takip edilen

bir hastada TED ile PEX1 genindeki mutasyonun peroksizomal biyogenez bozuklugu tespit
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edilmistir. Genlerinin timii tanimlanmis olan multigenik hastaliklarda YND metodu ile
tanimlanmis olan bu genlerin degerlendirilmesi son yillarda siklikla tercih edilen

yaklasimlardan biridir.

2.12.1 YND Platformlarin Teknik Ozellikleri
Orneklerin hazirlanmasi

1. 454, lon Torrent, SOLID: Kiitiiphanedeki DNA fragmanlari her bir tane basina bir
fragman olacak sekilde yakalanir. Su igerisinde ¢oziinmiis olan emiilsiyon PZR
reaktifleri ve her bir fragman bagli tane ile amplifikasyon gerceklesir. Ardindan, DNA
denatiire edilir, fiber optik slayta (454 ve Ion Torrent) veya cam slayta (SOLiD)
aktarilir.

2. lllumina/Solexa: Kiitiphane denatiire edilir ve adaptér ile kaplanmis
oligontikleotidlere sahip solid ylizeye baglanir. Her DNA fragmaninin serbest ucu egilir
ve tamamlayic1 adaptor dizisi ile hibridize olarak komplementer zincirin sentezi
gergeklesir. Tekrarlayan solid faz amplifikasyon dongiilerini takip eden denatlirasyon

ile 1000 kopyalik tek zincirli DNA kiimeleri elde edilir.
Dizileme Teknolojieri

1. Pirosekanslama (454): Kuyucuklara dizi primeri ve enzimler yiklenir. Bir
oligoniikleotid DNA’y1 dizilemek icin kalip DNA zincirine baglandiginda DNA
polimeraz kalip DNA’dan yeni zincir olusturmaya baglar. Niikleotidin eklenmesi
esnasinda pirofosfat serbest kalarak 151n yayilmasina neden olur. Bu 1s1ma monitdrden
gercek zamanli olarak goriintiilenir.

2. Semikondiiktor dizileme (lon Torrent): Pirosekanslama yontemine pirofosfat
salinimi1 disinda son derece benzerdir. Bu platformda niikleotid eklenmesi ile proton
salinimi olur, bu durum iyon sensérleri tarafindan tespit edilir. Icerisinde herhangi bir
goriintiileme teknolojisi barindirmamaktadir.

3. Geri doniisiimlii sonlandiric1 niikleotit dizileme (lIllumina/Solexa): Sentez
reaktifleri, primerler, DNA polimeraz, dort farkli isaretli geri doniisiimlii sonlandiric
niikleotidlerdir. Bir baz eklendiginde bu baz ile iliskili renge ait 1s1ma olur. 3* ucundaki
baz ¢ikartilip tarif edilen reaksiyon tekrarlanarak dizileme islemi gergeklestirilir.

4. Ligasyon ile sekanslama (SOLID): Sekans primeri 5’ ucunda oligoniikleotid ligasyona

uygun ve komsu dizi ile hibridize olabilecek adaptor igerir. Ortama iki bazlik dizisi
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bilinen floresan bagli 8 bazlik bir dizi verilir. Bu dizi primere eklenerek kars1 zincir ile
hibridize olur. Bu esnada hem iki bazlik dizi i¢in spesifik floresan 1s1ma yapilir hem de
kalan alt1 bazin iicii kesilerek zincirden uzaklastirilir. Sonug olarak 6grenilmek istenen
dizinin tamamlayici dizisi iki bazi bilinen diger {i¢ baz1 bilinmeyen dizi seklinde ortaya
cikar. Es zamanli olarak bu dizi ile hibridize olan ve komsu bazlar ile hibridize olan

primerler sayesinde diger bilinmeyen ii¢lii dizilerde tespit edilir (131).

Teknolojideki bu ilerleme, YND’nin klinikte taninin dogrulanmasi i¢in kullanilabilme
imkani sunmustur. Bu cihazlarin rutin analizlerde kullanilabilmesi daha ucuz ve verilerin daha
kolay analiz edilmesine baglidir. 2009 yilinda birbirini izleyerek Roche 10 saatte 400 niikleotid
uzunlugunda okuma yapan ve 35 Mb data iireten GS Junior’u, Illumina ise 27 saatte 150
niikleotid uzunlugunda okuma yapan ve 1.5 Bb data ilireten MiSeq’i piyasaya slrmiistiir.
Bunlarin disinda en hizli cihaz Ion Torrent’tir. PacBio’nun ise benzer sekilde hizli olmasi,
ancak maliyetinin digerlerine kiyasla ytliksek olmas1 nedeniyle kiiciik laboratuvarlar ve klinikte

kullanilmast uygun degildir (131).

2.12.2 Biyoenformatik Data Analizi

TED cihazlar1 laboratuvar agamalari sonunda genetik analize hazir biiyiik bir ham veri
tiretmektedir. TED’de en 6nemli agsamalardan bir tanesi ham verilerin diizenli hale getirilerek
analiz edilecek hale doniistiirilmesidir (132). Bu siirecte birbirini tamamlayan farkli programlar
kullanilmaktadir (Tablo4).
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Tablo 4: Biyoinformatik analizlerde sik kullanilan programlar (133)‘den alinmistir

Program Baglanti Ucretsiz Erisim
Hizalama
BWA http://bio-bwa.sourceforge.net/ Evet
Novoalign http://www.novocraft.com Hayir
Bowtie 2 http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2 Evet
Germline adlandirma
GATK
(UnifiedGenotyper) https://www.broadinstitute.org/gatk/download Hay1r
SAMtools http://samtools.sourceforge.net/ Evet
Varscan2 http://varscan.sourceforge.net/ Evet
SNVMix http://compbio.bccre.ca/software/snvmix/ Evet
Somatik adlandirma
SomaticSniper http://gmt.genome.wustl.edu/somatic-sniper Evet
JoinSNVMix2 https://code.google.com/p/joint-snv-mix/ Evet
Mutect https://github.com/broadinstitute/mutect Hayir
Kopya sayis1 degisikligi
adlandirmalari
ExomeCNV http://sourceforge.net/projects/exome-cnv/ Evet
CONTRA http://sourceforge.net/projects/contra-cnv/ Evet
CNVnator http://sv.gersteinlab.org/cnvnator/ Hayir
RDXplorer http://sourceforge.net/projects/rdxplorer/ Evet
Yapisal varyant araci
Delly https://github.com/tobiasrausch/delly Evet
Breakdancer http://breakdancer.sourceforge.net/ Evet
PINDEL http://gmt.genome.wustl.edu/pindel/current/ Evet
CREST http://www.stjuderesearch.org/site/lab/zhang Hayir

Farkli programlar farkli ham verileri kullansa bile sonug olarak ilk asamada dizileme

neticesinde elde edilen sinyaller kullanilarak ¢ok sayida okuma yapilmis DNA fragmanindaki

bazlar tespit edilmektedir. 15-200 niikleotidlik dizisi tespit edilen okuma dizileri bundan sonra

hizalama islemine tabi tutulmaktadir. Hizalama islemi, kisa okuma dizilerinin referans bir

genom lizerinde haritalanma islemidir. Boylece, elde edilen baz dizilerinin insan referans
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genomu lizerinden muhtemel pozisyonu bulunacaktir. Yazilim, referans genomu i¢inde okunan
her olas1 baslangic noktas1 degerlendirmelidir. Okuma uzunluklarinin farkli olmasi ve tespit
edilen baz kalitesinin birbirinden farkli olmasi bu siireci daha komplike hale getirmektedir.
Sonugta bu evre yogun ve zaman alan bir periyottur (133). Diger taraftan bu asamada ortaya
cikacak bir sorun nedeniyle analizin bundan sonraki evreleri saglikli bir sekilde
tamamlanamayacaktir. TED hizalanmis okumalar “Sequence Alignment/Map” (SAM) ve
“Binary Alignment Map” (BAM) dosya formatinda depolanmaktadir (134). Sekanslama ve
hizalama i¢in hem ticari hem de lcretsiz ulasim saglanabilen programlar mevcuttur. Bu
programlarin dogruluk ve ¢alisma hizlar1 degismektedir. Bazi algoritmalar hizalama yaparken
referans genom ile arasinda bosluklar olusturmasina ragmen, programlarin bircogu daha hizli
bir sekilde ve referans genom arasinda bir bosluk olmaksizin hizalamak i¢in bir indeksleme
metodu kullanmaktadir.  Hizalama islemi tamamlandiktan sonra referans genomdan

farkliliklarin tanimlanmasi olan varyant adlandirma islemine gegilir (132) (Sekil 5).
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Sekil 5: IGV programi igerisinde YND analizine ait 6rnek bir ekran goriintiisii (133°ten
alinmustir)

Burada 6nemli noktalardan bir tanesi dizileme esnasinda kirliliklere bagli ortaya
c¢ikabilecek yalanci pozitifliklerin oniine gegilmesidir. Boylece aslinda var olmayan herhangi
bir degisiklik varyant havuzuna atilabilir. Varyant kalitesi degerlendirilerek gercekten var
oldugu diisiiniilen degisiklikler degerlendirilir. Kalan varyantlar hastaliklarla iliskili olabilecegi
gibi, protein iizerinde herhangi bir etkisi bulunmayan dolayisiyla klinik agidan anlami
olmayabilir. Bu asamada insersiyon, delesyon, tek baz degisimleri ve biiylik diizenlemelerden
olusan varyantlar “Variant Calling Format” (VCF) dosya formatinda depolanir. Bu asamadan
sonra genetik analize hazir, igerisinde binlerce varyant olan bir liste olusur (135). Mevcut
varyantlar filtrelenerek, herhangi bir hastalik veya biyolojik bir siire¢ ile ilgili olmamasina
dayanarak segilir.

Mendelyan gecisli hastaliklarda pedigriye dayanarak filtreleme

yapilabilirken, kanser hastalarinda hem normal hem de tiimér dokusundaki varyantlar
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karsilagtirilarak somatik ve germline varyant ayrimi yapilir. Pedigriye dayanarak filtreleme i¢in
ise en somut Orneklerden biri, otozomal resesif gecis paterni olan hastaliklarda, anne ve

babalarda heterozigot, probandda ise homozigot varyantlar secilecek olmasidir (Sekil 6) (135).

43



Baz Hizal Varyant Filtreleme/ Sorumlu
Adlandirnlmas: - AR, ‘ Adlandinimas Aciklama - Varyant
- Siirec: Elde edilen - Siirec: Niikleotidlerin - Siirec: Referanstan - Siirec: Veritaban- - Siirec: En yiiksek
sinyallerin niikleotide referans genoma farkhhklarm larmda varyantlarm potansiyele ;ahip
cevrilmesi hizalanmas: tespit edilmesi aranmasi ve filtreleme varyantm belirlenmesi
- Sonug¢: Cok sayrda - Sonuc¢: Hizalanmis - Sonug: VCF dosyas: - Sonug: Varyant
kisa okuma iceren SAM/BAM dosyalan formatinda varyant sayismin azalmas: ve - Sonug: Sorumlu
FASTQ dosyas: listesi liste haline gelmesi varyantn tespiti
. J . J \. J . J

Sekil 6: TED biyoenformatik analiz is akis1 (133’ten degistirilerek alinmistir)



2.12.3 Dizileme Teknolojilerinden Elde Edilen Varyantlarin Degerlendirilmesi

2015 yilinda ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics) tarafindan
yayinlanan rehber tek gen, paneller, ekzomlar ve genomlar dahil olmak {izere klinik
laboratuvarlarda kullanilan genetik testlerin yorumlanmasi i¢in kullanilmaktadir. Bu rehberde,
varyantin patojenik olup olmadigi degerlendirilirken tasidigi ozelliklere gore “cok giigli”,
“giiclii”, “orta” ve “destekleyici” patojenite kriterlerden kag tanesi ile uyumlu oldugu tespit
edilir (Tablo 5). Benzer sekilde benign olup olmadig1 degerlendirilirken tasidigi 6zelliklere gore

99 ¢¢

“tek basma” “giiclii” ve “destekleyici” benign kriterlerden kag tanesi ile uyumlu oldugu tespit

edilir(Tablo 6). Sonugta varyantin uyumlu oldugu patojenik ve benign kriterlerin sayis1 ve

tipine uygun olarak "patojenik", "olas1 patojenik"”, "0nemi bilinmeyen", "olas1 benign" ve

"benign” olup olmamasina goére yorum yapilir (Tablo 7) (136).
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Tablo 5: Patojenik varyantlarin siniflandirilmasinda kullanilan kriterler (136)

Patojenitenin kamit1 Kategori

Cok giiclii 1. (PVS1) Fonksiyon kaybettirici mutasyonlar (nonsense,
frameshift, splice site, baslangi¢ kodon, tek ya da birden fazla
ekzon delesyonlart)

Giiclii 1. (PS1) Daha once tammlanmig patojenik ayni aminoasit
degisiklginin ayn1 kodondaki farkli niikleotit degisikliginden
kaynaklanmasi

2. (PS2) De novo varyant tanimlanmasi

3. (PS3) in-vivo veya in vitro yapilan fonksiyonel ¢alismalar

4. (PS4) Etkilenen bireylerdeki varyant sikliginin kontrol gruplara
gore onemli Ol¢iide artmis olmasi

Orta 1. (PM1) Mutasyonun hot spot ve/veya kritik ve iyi tanimlanmis
domainde yer almasi

2. (PM2) Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project veya
Exome Aggregation Consortium veritabanlarinda kontrol
gruplarda olmamasi (resesif ise ¢ok diisiik siklikta olmasi )

3. (PM3) Resesif hastaliklar igin patojenik varyantin trans seklinde
tespit edilmesi

4. (PM4) Tekrarlamayan bolgelerde in-frame
delesyon/insersiyondan kaynaklanan ya da stop kodonu
degistirerek proteinin uzunlugunun degismesi

5. (PMD5) Patojenik missense mutasyon tespit edilen bolgede farkli
bir missense degisikligin saptanmasi

6. (PM6) De novo oldugu tahmin edilen ancak annenin/babanin
calisilmadig1 durumlar

Destekleyici 1. (PP1) Hastaliga neden oldugu bilinen bir gende ayni ailedeki
birden ¢ok etkilenmis bireyde segrege olmasi

2. (PP2) Benign missense varyant oraninin diisiik oldugu bir gende

missense varyant tepit edilmesi ve hastaligin mekanizmasinda

missense varyantlarin rol almalari
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3. (PP3) Birden ¢ok bilgisayar programlarinin gen veya gen
irlinliniin zararli (deleterious) bir sekilde etkilendiginin
gosterilmesi (conservation, evolutionary, splicing etkisi gibi)

4. (PP4) Hastanin fenotipi ya da aile Oykisii tek bir genetik
etiyolojisiye sahip hastalikla uyumlu olmasi

5. (PP5) Son zamanlarda giivenilir bir kaynakta etki patojenik
olarak rapor edilmis ancak ispati i¢in laboratuvarda bagimsiz

degerlendirme gerceklestirmek icin elverisli olmayan
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Tablo 6: Benign varyantlarin siiflandirilmasinda kullanilan kriterler (136)

Benign kriterler Kategori

Tek basina

Giiclii

Destekleyici

1.

(BA1) Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project veya
Exome Aggregation Consortium veritabanlarinda Allel sikligi
>9%5 olmast

(BS1) Allel sikliginin hastalik i¢in beklenende daha yiiksek olmasi
(BS2) tam penetrans olmasi beklenen resesesif (homozigot),
heterozigot (dominant), X'e bagli (hemizigot) hastaliklar igin
saglikli yetiskin bireylerde gdzlenmesi

(BS3) in vivo ve in vitro fonksiyonel c¢alismalarda protein
fonksiyonu ve splicing {lizerine hasar verici etkisinin
gosterilememesi

(BS4) Ailedeki etkilenmis bireylerde segrege olmamasi

(BP1) Hastaligin sebebinin oncelikle gende proteinin erken
sonlanmasina sebep olan varyantlarin oldugu bilinen durumlarda
missense varyant tespiti

(BP2) Tam penetran otozomal dominant bir hastalikta pataojenik
bir varyant ile trans pozisyonunda gozlenmesi ya da herhangi bir
kalitim paterninde cis durumunda patojenik varyant gozlenmesi
(BP3) Fonksiyonu bilinmeyen tekrarlayict bolgelerde in-frame
delesyon ya da insersiyon saptanmasi

(BP4) Birden ¢ok bilgisayar programlarinin gen veya gen
Uriintiniin  zararli bir sekilde etkilendiginin gosterilmemesi
(conservation, evolutionary, splicing etkisi gibi)

(BP5) Alternatif bir molekiiler temeli olan bir hastada varyant
gozlenmesi

(BP6) Son zamanlarda giivenilir bir kaynakta benign olarak rapor
edilmis ancak ispat1 i¢in laboratuvarda bagimsiz degerlendirme
gergeklestirmek icin elverisli olmayan

(BP7) Sinonim  (sessiz) varyasyonun splicing tahmin
algoritmalarinda splice konsensiis dizilerine etki etmemesi ve yeni
bir splice olusturmamasi ve niikleotitin yiiksek korunmus bir

bolgede yer almamasi
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Tablo 7: Varyantlarin siniflandirilmasinda kullanilan kriterlerin birlikte degerlendirilmesi

(136)
Patojenik I. 1 Cok giglii (PVS1) VE
a) > 1 Giiclii (PS1-PS4) YA DA
b) >2 Orta PM1-PM6) YA DA
¢) 1Orta (PM1-PM6) ve 1 destekeyici (PP1-PP5) YA DA
d) >2 Destekeyici (PP1-PP5)
ii. >2 Giiclii (PS1-PS4) YA DA
iii. 1 Gugli (PS1-PS4) VE
a) >3 Orta (PM1-PM6) YA DA
b) 2 Orta (PM1-PM6) VE >2 destekeyici (PP1-PP5) YA DA
c) 1 Orta (PM1-PM6) VE >4 destekeyici (PP1-PP5)
Olasi patojeniik i. 1 Cok giiglii (PVS1) VE 1 orta (PM1-PM6) YA DA
ii. 1 Gugli (PS1-PS4) VE 1-2 orta (PM1-PM6) YA DA
ii. 1 Giugli (PS1-PS4) VE >2 destekeyici (PP1-PP5) YA DA
iv. >3 Orta (PM1-PM6) YA DA
V. 2 0rta (PM1-PM6) VE >2 destekeyici (PP1-PP5) YA DA
vi. 10rta (PM1-PM6) VE >4 destekeyici (PP1-PP5)
Benign I. 1Tekbasma (BA1) YA DA

Olasi Benign i

>2 Giiglii (BS1-BS4)
1 Giilii (BS1-BS4) VE 1 destekeyici (BP1-BP7) YA DA

>2 Destekeyici (BP1-BP7)

Onemi bilinmeyen I.

Yukarida siralanan kriterler karsilanmiyorsa YA DA

Benign ve patojenik kriterler ¢eligkili ise
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3 GEREC VE YONTEM
Calisma grubu; klinik, laboratuvar ve radyolojik bulgular 1s1ginda saf tip OD-HSP tanisi
alan ve molekiiler genetik etiyolojisi aydinlatilmamis olan Istanbul Universitesi, Cerrahpasa
Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali polikliniginden takip edilen 4 ve Noroloji Anabilim
Dal1 polikliniginden takip edilen 2 ailedeki toplam 23 hasta bireyden olusturuldu.

3.1 Klinik Degerlendirme

Hastalarin noérolojik muayeneleri, EMG yorumlar1 néroloji uzmanlarinca, kranyal ve
spinal MR goriintiileri radyoloji uzmanlarinca degerlendirildi. Ayrica, fizik ve dismorfik
muayeneleri tibbi genetik uzmanlarinca yapildi. Klinik degerlendirmede; hastaligin baslangi¢
yasi, baslangi¢ bulgusu, hastalik siiresi, idrar ve gaita inkontinansi sorgulandi. Fizik ve
norolojik muayenede ise kraniyal psédobulbar bulgular, kas kuvveti, kas tonusu, denge ve
yiriiyls tarzi, Tibbi Arastirma Konseyi Olgegine (Tablo 8) gore kas zaafi, derin tendon

refleksleri ve patolojik refleksleri, duysal bulgular, serebellar muayene bulgular incelendi.

Tablo 8: Tibbi Arastirma Konseyi Kas Zaafi Olgegi

Evre 0: Gortilebilir kasilma yoktur.

Evre 1: Ancak gozle goriilebilen ya da palpasyonla fark edilebilen kasilma vardir. Eklem
hareketi yoktur.

Evre 2: Ancak yercekimi ortadan kaldirildiginda hareket miimkiindiir.

Evre 3: Yalnizca yer¢ekimine karsi tam eklem hareketi miimkiindiir.

Evre 4: Kas normal hareketini yapabilir ancak kars1 yonde kuvvet uygulandiginda
yenilebilir.

Evre 5: Normal kas giicii (Kas normal hareketini yapabilir ve karst yonde kuvvet

uygulandiginda yenilemez.)

HSP tanisi igin bildirilmis kesin tani kriterleri bulunmamaktadir. Bu nedenle HSP’ye
benzer klinik tabloya yol agabilecek beyin ve medulla spinalisin yapisal anomalisi, B12 vitamin
eksikligi veya demiyelinizan hastaligi olanlar ile temel olarak alt ekstremite bulgular1 diginda

farkli nérolojik veya sistemik tutulumu olan hastalar ¢alismaya alinmadi.

3.2 Elektromiyografi (EMG) ve Manyetik Rezonans Calismalari
Aileler iginden segilen indeks olgularin tiimiinde duysal ve motor iletiler igin sag tist
ekstremitede mediyan ve ulnar, duysal iletiler igin sag alt ekstremitede sural ve tibiyal sinirler,

motor iletiler i¢in peroneal ve tibiyal iletiler calisildi.
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Asagida belirtilen kriterleri karsilayan 6 aileden 23 hasta birey ¢alismaya dahil edildi.

Calismaya dahil edilme kriterleri;

1. Ailede en az iki kugakta birden fazla bireyin HSP klinigine sahip olmas1

2. Aile agacinin otozomal dominant kalitim ile uyumlu olmasi

3. Saf tip HSP klinigine sahip olmasi

4. HSP klinigini taklit edebilecek baska bir ndrolojik hastaligin mevcut olmamast
5. Eslik eden baska bir genetik hastaligin olmamasi

Dislama kriterleri;

1. Ailede tek bireyin klinik HSP tanis1 almis olmast

2. Kompleks tip HSP klinigine sahip olmasi

3. Eslik eden yapisal beyin veya medulla spinalis anomalisi olmasi

4. Anamnez, fizik muayene bulgular ile laboratuvar analizleri sonucu HSP tanisinin
diglanmasi veya taninin netlestirilememesi

5. HSP klinigine neden olabilecek genetik etiyolojinin aydinlatilmis olmasi

Bu calismada (hastalardan kan alinmasindan genetik etiyolojinin aydinlatilmasina kadar

gecen siireg icerisinde) yapilan islemler Sekil 7°de gosterilmistir.

1.
2.
3.

DNA izolasyonu

Her aileden bir hasta bireyin ile SPAST, ATL1 ve REEP1genlerinin Sanger dizilemesi
Mutasyon saptanan bireylerin diger hasta akrabalarinda tespit edilen mutasyonun
taranamasi

Mutasyon saptanamayan ailelerden segilen bir hastanin tiim ekzom dizilemesinin
gerceklestirilmesi

Hedef varyantlarin belirlenmesi

Sanger dizileme ile tespit edilen varyantlarin dizileme yapilan kiside ve diger hasta
akrabalarinda dogrulanmasi ve segregasyon analizinin yapilmasi

Tespit edilemeyen aileden diger bir bireye daha tiim ekzom dizileme yapilmasi

Hedef varyantlarin belirlenmesi
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9. Sanger dizileme ile tespit edilen varyantlarin dizileme yapilan kiside ve diger hasta

akrabalarinda dogrulanmasi ve segregasyon analizinin yapilmasi
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Aileden bir bireyin secilmesi

SPAST, ATLI ve REEP] genlerinin Sanger

Dizilemesi
Mutasyon var / w‘tﬂﬁ}m yak
Secilen kisinin genetik Secilen kigiye tim ekzom
etyolojisi aydmlatildi. dizileme vapilmasi
Mutasvon var hbntasyom yok
OD HSP klinik tams1 olan hastalarm Diger aile birevlerinde hedef
aile bireylerinin tamaminm genetik  *——— mutasyonun Sanger Dizileme ile . - s -
T e Mutasyon / = Secilen kiside ve difer aile bireylerinde ahsmanm sonlandirlmas
eE-nlops: aydmnlatilda var taranmasi hedef mutasyonun Sanger Dizileme ile Calig
dofrulamas: &
Dogruland: / ‘:‘gmlanamadl Mutasyon yok
Dogruland: Dogrulanamayan hasta aile bireylerinde hedef Mutasyon tespit edilemeyen bir kigive tim ekzom
mutasvonun Sanger Dizileme ile dogrulamas: dizileme yapilmasi
|
Dogrulanamad

Sekil 7: Calismanin is akis semasi
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Calismanin 3. ve 4. asamalar1 “DNA Laboratuvarlar1 Genetik Tan1 Merkezi”’nde, diger

kisimlar1 ise Istanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dal1

Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda ger¢eklestirildi.

3.3 DNA lizolasyonu ve saflik derecelerinin hesaplanmasi

Hastalarin periferik kan orneklerinden DNA izolasyonu asagida belirtildigi sekilde

gerceklestirildi.

1. Periferik kan 6rneklerinden DNA izolasyonu i¢in, Roche yar1 manuel DNA izolasyon
(Roche, Germany) kiti kullanildi.

2. Her bir hastanin 2 cc kan 6rnegi 15 ml’lik falkon tiiplere konularak {izerine 6 ml Red
Blood Lysis Buffer eklendi.

3. Mevcut karigimi igeren falkon tiipler 10 dakika (dk) boyunca elde nazikg¢e karistirild.

4. Igerisinde bulunan hiicrelerin uzaklastirilmasi amaciyla tiipler 900 rcf’te 10 dk santrifiij
edildi.

5. Santriflijden sonra, tiipiin iistiindeki kisim nazikg¢e bosaltildi ve her bir tiipe 1ml White
Cell LysisBuffer eklenerek saydam bir karisim elde edinceye kadar pipetaj yapildi.

6. Takiben falkon tiipler 37 °C’de 15 dk bekletildi ve her bir tiipe 500 ul protein ¢okeltme
tamponu eklendikten sonra 30 sn boyunca vortekslendi.

7. Ornekler bu haliyle 1,5 ml’lik tiiplere aktarilip 12000 rcf’te 10 dk santrifiij edildi.

8. Swviseffaf kisim 15 ml’lik falkon tiipe alinarak siv1 iizerine iki kat hacimde soguk %100
etil alkol eklenip, tiip ylizen DNA’lar gézlenene kadar kisaca ¢alkalandi.

9. Elde edilen DNA mikropipet araciligiyla 1,5 mI’lik tiiplere alindu.

10. DNA iizerindeki siv1 atilarak yerine 1 ml soguk %70 etanol eklendi.

11. Ornek bu sekliyle 875 rcf’te 5 dk santrifiije tabi tutularak, dibe ¢coken DNA’ya zarar
vermeyecek sekilde iistteki s1v1 kisim atildi.

12. Kurutma iglemi igin agzi agik haldeki tiipler 6nceden 1sitilmis 37 °C’deki etiive
yerlestirildikten sonra tam kuruma elde edildi.

13. Kurutma isleminin ardindan DNA’larin 200 pl DNaz’dan korunmus distile suda

¢Ozuldi.

Izole edilen DNA 6rneklerinin NanoDrop ND-2000c spektrofotometre cihazinda 260

nm dalga boyundaki absorbans degerleri belirlendi. DNA derisimi absorbans degeri, DNA

katsayis1 ile sulandirma katsayisinin carpilmasiyla hesaplandi. Ayrica 6rneklerin safligi,

spektrometrede 260 nm ve 280 nm ile yapilan dlglimlerin karsilastirilmasiyla elde edildi.
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3.4 Sanger Dizileme (SD)

Bu ¢alisgmada SD yontemi hem SPAST, ATL1 ve REEP1 genlerinin tiim ekzon ve ekzon-
intron baglanti bolgelerinde mutasyon tarama yapilmas: hem de TED analizi neticesinde
hastalikla iligkili oldugu diisiiniilen varyantlarin dogrulanabilmesi i¢in kullanildi. Her iki
asamada da SD’ye hazirlanmasi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu, birinci piirifikasyon, dizi PZR

ve ikinci piirifikasyon gergeklestirildi.
3.4.1 Sanger Dizileme Reaksiyonlari

“Ensemble”, “Primer 3” ve “NCBI Primer Blast” programlar1 kullanilarak SPAST,
ATL1 ve REEP1 genlerinin tiim ekzon ve ekzon-intron baglant1 bolgelerinde mutasyon tarama
yapilmasi ve TED analizi neticesinde hastalikla iligkili oldugu disiiniilen varyantlarin
dogrulanabilmesi i¢in hedef varyant/varyantlar1 kapsayan dizilerin g¢ogaltilmasi amaciyla
primerler tasarlandi (Tablo 9). Genom iizerindeki baglanma ve g¢ogaltma bolgesi “UCSC in
silico PCR” lizerinden dogrulandi. Tasarlanan primerde baglanma kalitesini diisiirebilecek bir

tek niikleotid varyasyonu (SNP) mevcudiyeti “SNP Check” programu ile kontrol edildi.
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Tablo 9: SPAST, ATL1 ve REEP1 genlerinin Sanger dizileme dncesi PZR reaksiyonlarinda

kullanilacak primer dizileri (Primerlerin tasarimi bize aittir)

Primer Adi Dizi Primer Ad1 Dizi

SPAST-1F CAGGAGGAGAAGGGGTTGTG ATL-5F TTCATTCCTTATTGTCTCTCAAGC
SPAST-1R GGAAGGCTGGTGTCTGAAAC ATL-5R TGGGCCAATAGTTCCTGTTT
SPAST-2F GCAAAATAGGACTCACGGCC ATL-6F CTAATTGCCATGGCTCTGCT
SPAST-2R GTGCCTGGCCCAAATACAT ATL-6R CCTGGAACCAGAATGCCTAA
SPAST-3F GAAGTGATCCTTGCAACTCAC ATL-7F CATTCAGGCAGTTTGGGAGT
SPAST-3R GCCTGGACCACATTTTCAATC ATL-7R AATGAGATTGCGGCTAGTGG
SPAST-4F CCATGGTATTTGTTTTGGACG ATL-8F TTAGACACGGCTCTGTGTGG
SPAST-4R TCCCCTACCCAAAGAAAACA ATL-8R GAATCCCACAGTTCACCAAGG
SPAST-5F TGGTACATGTTCTCATTGAAAT | ATL-9F TGGAAATTTGGGCAAGGAGA
SPAST-5R TTAAATGTCTAATGAGGTCCAA | ATL-9R CATATTGGCTCTTGGTGCAG
SPAST-6-7F ATCCACAGGGCAACTTGCTA ATL-10F AGGACCTTCACAAGGGTCTG
SPAST-6-7R GGCGACACAATGAGTGAGAC ATL-10R TGCACCTGCTTTTCTACTGTG
SPAST-8F AGCTCTGTTTGGGAAGATGC ATL-11F CAGCATTTAATGGCAGGCTA
SPAST-8R TGAGCCCAGATCACTCAAAAC | ATL-11R GGGTACCACATGCTATTTTGG
SPAST-9F ACACCTGGCCTCATAGCTTA ATL-12F TTCATCTTGAAGGACTTGGATT
SPAST-9R TTAAGCCAGCCAGTTTACGG ATL-12R TGCTGAAATGTTAACTGGAAAA
SPAST-10-12F TCTCCCCTTTCTCAAACCAA ATL-13F TGGATCCTCTGAGCCACTTT
SPAST-10-12R CTGACCAATTTGCCTAAAACC ATL-13R CAGCAGAGTCCACCATTTCA
SPAST-13F TCTCTTTTTGGGAGGAAAACTG | ATL-14F GGAAGCCCAGAAAGCAAGTA
SPAST-13R CTGTACCATGGATTGGAAGA ATL-14R CCAGTTTGCAGTCTTCAGAGG
SPAST-14F TGAGGATTAACTGCAAACAGG | REEP1-1F AGATTCCCGAGGTTCAGGTT
SPAST-14R GCAAAGGAGGTAGAGGATGA REEP1-1R CCTCACATTTCTGCCAAAGG
SPAST-15F CTATGGGTTTGCTGACAAAG REEP1-2F GGGTGTGGGCTTTAACAGAA
SPAST-15R TTTTTGAGTTTTCTGCTGCTT REEP1-2R TCTAGGCAGGGGAAGGTCT
SPAST-16F GGGCAGTATGCAAGAAATTGA | REEP1-3F GAATCCTGGGTCACTCTTGG
SPAST-16R CAGATGCAGCGGCTCAA REEP1-3R CGAATGCTTCTTTACCAACTCC
SPAST-17F CCATCATTTCGTTAACCACCA REEP1- 4F AACCTGTGTTCCTGGTTTGC
SPAST-17R GGCAAGGCCTTAAACAACAA REEP1- 4R GGAAATTCACTTTGCGTGGT
ATL-1F TGTGATGCTGAGCTTGGTTC REEP1- 5F TGTGTAGAATGGCAGGCAAG
ATL-1R GTCCAAATGCTGGGAGGAG REEP1-5R TTGCAAGTATGTGGGCATGT
ATL-2F CAGGGTGCTCTTGACTCCTG REEP1- 6F AGTGGTGTCTGAGGGTAGGG
ATL-2R GTAGTTTGGTCCCCAAAGCAC REEP1- 6R CCGGGTGAGAAGACAACACT
ATL-3F GCAGATGGTTGCTCCTCTGT REEP1- 7F CGATATGTGGGATGGGACTC
ATL-3R GGATGCTACCCCACTTTAAGC REEP1- 7R CCTTTCCCTTTAGCCTCTCC
ATL-4F GCTTAAAGTGGGGTAGCATC

ATL-4R TGACCTTTTCTAACCAAAGCA

Hedeflenen boélgenin dizilenmesi igin tasarlanan primerler ve tablo10’da belirtilen

karisimlar protokole uygun kullanilarak PZR gergeklestirildi.
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Tablo 10: PZR uygulamasi igin bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Her bir reaksiyon icin miktar (pL)
PZR master miks 12.5
Distile su 10.5
Ileri primer 0.5
Geri pirmer 0.5
DNA 1
Toplam miktar 25

Optimum sicakliklar “NCBI Primer Blast” programi onerisiyle belirlendi ve PZR

gergeklestirildi.

PZR sonras1 50 ml 0.5x TAE’ye 0.75 g agaroz eklenerek %]1.5 lik agaroz jel hazirlandu.
1 pl bromofenol mavisi ile 5 pl PZR {iriinii karigtirilarak jele yiiklendi ve 120 voltta 20 dakika
yuritiildi. UV transilluminator cihazi ile ‘infinity caps’ programi kullanilarak goriintiileme
islemi yapild1 ve hedef bolgenin amplifiye edildigi dogrulandi. PZR neticesinde hig¢ bant elde
edilemeyen veya birden fazla nonspesifik bant elde edilen gen bdlgelerinde tekrar optimizasyon
yapildi. Buna gore hi¢ bant elde edilemeyen boélgelerde PZR uzama sicakligi ve primer
baglanma 1silar1 tekrar gézden gecirildi. Bant elde edilemeyen reaksiyonlara 1.5 ul DMSO
eklenerek tekrar PZR gerceklestirildi ve tekrar PZR {iriinii karistirilip jele yiiklenerek kontrol
edildi.

2.5 pl PZR iiriint tizerine 1 pl ExoSap konularak ilk yapilan PZR sonrasi iirliniin
saflagtirma ve olusan artefaktlardan temizlenmesi amaglandi. Bunun i¢in hazirlanan tiip termal
dongii cihazina konularak 37°C’de 15 dakika, 80°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Uygun 1sida
artefaklar1 baglayan ExoSap tiipiin dibine ¢oktii ve {ist kisimda temizlenmis PZR {iriinleri elde
edildi. Temizlenen PZR iiriinleri ve Tablo 11°de belirtilen karisimlar kit protokoliinde belirtilen

sekilde ayr1 tiiplerde hazirlandi ve Tablo 12°de belirtilen sekans PZR programi uygulandi.

Tablo 11: Dizileme PZR igin bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Her bir reaksiyon icin miktar (pL)
Exosap ile Temizlenen PZR Uriinii 3.5
Big Dye 1
Sequencing Buffer 1
Primer (F veya R) 1
Distile Su 3.5
Toplam miktar 10
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Applied Biosystems™ 3500 Genetic Analyzer sekans cihazi ile tek yonli okuma

forward primerleri kullanilarak ¢alisildu.

Tablo 12: Dizileme PZR programi

Program Sicakhik  Siire Siklus

Preinkiibasyon 96°C 5dakika 1
96°C 30 saniye

Amplifikasyon 50°C 30 saniye 25
60°C 1 dakika

Sogutma 4°C 00 1

Dizileme PZR sonrasi her bir tiip i¢in 10 pl X-terminator soliisyonu ile 45 pl SAM
soliisyonu karisimi hazirlanarak 96’11k plate ile her kuyuya 55 ul karisim aktarildi. Uzerine 10
ul’lik hazirlanan dizileme PZR iiriini eklenerek iiriiniin saflastirma ve olusan artefaktlardan
temizlenmesi amaglandi. Ardindan 3500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi ve plate cihaza

yerlestirildi, dizileme islemine gegildi.

ABI Prism Big DyeTM terminator reaksiyon kiti, AmpliTaq DNA polimeraz igeren, 5°-
3’ niikleaz aktivitesi ile fosfataz aktivitesi inhibe edilmis bir PZR kitidir. ABI Prism Big
DyeTM terminator reaksiyon kitinde bulunan karisim i¢inde PZR igin gerekli tiim kimyasallar
yaninda her bir bazin esit miktarda ddNTP’leri de bulunur. Bu ddNTP’lerin her biri farkli bir
floresan boya ile isaretlenmistir. Bu sayede tek bir reaksiyonla dizi analizi yapilabilir. Kit tiim

kalip DNA’lar i¢in ortak bir PZR protokolii igerir ve PZR siiresi ortalama 2,5 saattir.

3.4.2 Sanger Dizileme Veri Analizi

Ensembl veri tabaninda SPAST geni icin ENST00000615843.4, ATL1 geni igin
ENST00000358385.10 ve REEP1 geni icin ENST00000165698.9 numarali transkriptler
referans olarak kullanildi. SD sonras1 arastirilan hasta 6rnekleri i¢in elde edilen ‘abl’ uzantili

veriler “CodonCode aligner” programu ile analiz edildi.

3.5 Tiim Ekzom Dizileme (TED)
TED gerceklestirilitken orneklerin DNA izolasyonundan varyantlarin belirlenmesi
stirecinde takip edilen is akisi; kiitliphanenin hazirlanmasi, kiimelerin olusturulmasi, dizileme

reaksiyonlar1 ve veri islem-analizi seklinde dort asamadan olusmaktadir.
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3.5.1 TED Reaksiyonlari

Elde edilen genomik DNA 6rnegi Nextera® Rapid Capture Exome Custom Enrichment
Kiti kullamlarak kiitiiphane hazirlama islemleri gerceklestirildi. i1k asamada transpozomlar ile
genomik DNA o6rnekleri ¢ift zincir olarak rastgele fragmente edildi. Fragmente edilmis DNA
dizilerinin uglarina adaptor dizileri eklendi. Bir dnceki asamada kullanilan eklenememis
adaptor dizilerden ornekleri temizlemek i¢in 6rnek temizleme taneleri (Sample Purification
Beads) kullanildi. Piirifikasyon asamasi tamamlanan orneklerin amplifiye edilmesi, kisiye 6zel
dizileri eklenmis PZR ile gergeklestirildi. Miiteakip asamada ise benzer ornek temizleme

taneleri kullanilarak istenmeyen tirtinler uzaklastirildi.

Yeni nesil dizileme reaksiyonlar1 i¢in hazirlanmis, yiizeyinde 6zel oligoniikleotid
dizileri yerlestirilmis cam slayt olan akici hiicre tizerine eklenmis adaptor dizileri olan DNA
fragmanlar1 aktarilarak akici hiicre tizerindeki oligoniikleotidlerle hibridize edildi ve kalan
kismin geri sentezi gerceklestirildi. Meydana gelen ¢ift zincirli DNA’dan kalip olarak
kullanilan zincir yikanarak uzaklastirildi. Elimizde mevcut olan DNA fragmani akis hiicresi
iizerine baglanmis oldu. Bundan sonra fragmanin serbest ucunda bulunan adaptor akis hiicresi
lizerinde bos bulunan uygun oligoniikleotidlerle tekrar hibridize olarak koprii PZR
reaksiyonlart gergeklestirildi ve reaksiyon sonrasi zincirler denatiire olarak tek zincirli flow
cell’e bagli pozisyona geldi. Yukarida anlatilan reaksiyon ayni anda tiim akis hiicreleri izerinde
gercekleserek milyonlarca klonal DNA amplikonu elde edildi. Kopriit PZR’den sonra yikama

reaksiyonlari ile reverse zincirler ortamdan uzaklastirildi.

Ik asamada yerlestirilen adaptdr igerisinde bulunan primer dizisi ile sekans primerleri
hibridize oldu ve ortamda bulunan enzimler ve niileotit spesifik floresan ile isaretli serbest
niikleotidler kullanilarak komplementer niikleotit yerlestirildi. Niikleotidin uygun bdlgeye
baglanmasi esnasinda iizerindeki floresan 1gima yapti ve bu cihaz tarafindan algilanarak
floresana karsilik gelen baz tanimlanmasi yapildi. Bu reaksiyon es zamanli olarak tiim akici
hiicre tizerinde gergeklesti ve cihaz 150-200 niikleotit uzunlugunda milyonlarca fragman
dizisini okuyarak ham datanin olugmasi i¢in ilk asamay1 gerceklestirdi. Dizileme sonrasinda
sentezlenen fragman yikanarak uzaklastirildi ve benzer reaksiyon revers diziler igin de

gerceklestirilerek okumalar elde edildi (137) (Sekil 8).

59



3.5.2 Veriisleme ve Analizi

Tiim okuma kiimeleri iist tiste getirilerek ileri ve geri diziler ile hedef diziler belirlendi.
Son asamada ise elde edilen tiim veriler referans genomdan elde edilmis ekzon ve ekzon-intron

bolgeleri lizerinde karsilastirilarak elde edilen verideki diziler ve varyantlar belirlendi.

Islem sonrasi elde edilen paired-end sekans verisi {iretici firma tarafindan cihaz iizerinde
bioinformatik yazilimlar kullanilarak analize hazir ham data olan FASTQ dosya formati elde
edildi. Analize hazir human genome (hgl19) iizerine hizalanmig bam dosyasi olusturulurken
cesitli kalite filtreleri uygulandi. Varyasyonlarin tespit edilmesi ve kiiclik kopya sayisi
degisikliklerinin (indel) belirlenmesi i¢in ise The Genome Analysis Tool kit (GATK) v1.6

programindan yararlanildi.

Varyant degerlendirmesinde OMIM, Pubmed, 1000 Genomes Project, Exome
Aggregation Consortium (EXAC), Ensemble, PolyPhen, Mutationtaster (prediction programlar)
gibi veritabanlarindan faydalanilarak varyantlarin herbiri birbirinden bagimsiz olarak
degerlendirildi. Varyantlarin yorumlanmasi asamasinda OD-HSP ile iligkilendirilmis

genlerdeki heterozigot varyantlar 6n planda analiz edildi.
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4 BULGULAR

Calisma grubu; Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dali ile Noroloji Anabilim Dali polikliniklerinde 2012-2016 yillar1 arasinda Klinik ve
laboratuvar bulgulariyla saf tip OD-HSP tanisi ile takip edilen 6 ailenin toplam 23 bireyinden

olusturuldu.

Bir ve iki no’lu ailede 6, ii¢ no’lu ailede 3, dort no’lu ailede 2, bes no’lu ailede 5 ve alt1
no’lu ailede 1 hasta birey mevcuttu. Hasta grubu 10-72 yas araliginda (ort: 38,65+3.,4) 8
kadin/kiz ve 15 erkekten olusmaktaydi. Kadm/kizlarin yas ortalamasi 44,62+8,17 iken,
erkeklerin yas ortalamasi 35.46+2.83’tli. Hastalarin tamamina yakininda 8 ay-40 yas arasinda
baslayan yiiriiyiis bozuklugu ve bacaklarda sertlesme sikayetleri vardi. 7 hasta yiiriirken
yardimci cihaz kullaniyordu. 18 hastada idrara ani sikisma hissi varken, 7’sinde buna idrar

inkontinansi eslik ediyordu.

Hastalarin fizik muayenelerinde; alt ekstremitelerde bilateral 1. motor néron bulgular
mevcuttu. 7 hastada pes kavus, 1 hastada pes planus deformitesi vardi. Pes kavusu olan iki
hastanin ayrica skolyozu da mevcuttu. Tiim hastalarin EMG’si normal, bir hastanin spinal

MR ’1nda siringomyeli tespit edildi.

Hastalardan elde edilen DNA derisimleri 44,9 ile 112 ng/ul arasinda degisirken, saflik
oranlar1 (A260/280) 1,8-2,1 arasinda bulundu. 17 hastada SD ile missens mutasyon, 3’{inde
TED ile missense mutasyon saptandi. 3 hastada ise hastalikla iliskilendirilebilecek herhangi bir
varyant bulunamadi. Calismaya dahil edilen hastalarin klinik ve laboratuvar bulgulan ile

genetik sonuglar1 Tablo21’de toplu olarak verildi.

41 1no’luAile

Olgul (IV.3): 42 yasinda erkek hastanin bacaklarinda sertlik ve ylirliyiis bozuklugu
mevcuttu. Yakimmalarinin 18. ayda basladig1 ve zamanla ilerledigi belirtildi. Idrara ani sikisma
hissinden yakinmakla birlikte idrar inkontinans1 yoktu. Fizik muayenede; Kas tonusu bilateral
alt ekstremitede artmis (spastisite), kas giicii tiim ekstremitelerde 5/5 (N), DTR iist ekstremitede
++, alt ekstremitede +++ olarak aliniyordu. Plantar yanit Fleksiyon, asil klonusu negatif,
yurliylisii spastik tarzdaydi. Kraniyal MR’da patolojik bulgu saptanmadi. Spinal MR’da
siringomyeli kavitesi mevcuttu. EMG normaldi. SEP incelemesinde median yanit latanslari

uzamis olup, bilateral tibial yanit elde edilemedi.

Olgu2 (I1V.6): 44 yasinda erkek hastanin yiiriiyiis bozuklugu mevcuttu. Yiiriyis

bozuklugunun 12. ayda basladig1 ve zamanla ilerledigi belirtildi. Fizik muayenede; Kas tonusu
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bilateral alt ekstremitede artmis (spastisite), kas giicli tiim ekstremitelerde 5/5 (N), DTR iist
ekstremitede ++, alt ekstremitede +++ olarak alindi. Plantar yanit fleksiyon, asil klonusu

negatif, yiirtiyls spastik tarzdaydi.

Olgu3 (IV.19): 27 yasinda erkek hasta, heyecanlaninca ve acele edince bacaklarinda
gerilme ve birbirine dolasmadan yakiiyordu. Yiiriiyiis bozuklugu 14-15 yasinda baslamusti.
Fizik muayenede; Alt ekstremitede bilateral artmis kas tonusu, dort ekstremitede kas giicii 5/5
(N), derin tendon refleskleri tist ekstremitede +++, alt ekstremitede ++++, plantar yanit

fleksiyon, asil klonusu negatif, yiiriiyiisii spastik tarzdaydi.

Olgu4 (IV.21): 52 yasinda erkek hastanin yiiriiyiis bozuklugu mevcuttu. Yiriyiis
bozuklugunun 9-10 yaslarinda basladigi ve zamanla ilerledigi ifade edildi. Fizik muayenede;
Kas tonusu bilateral alt ekstremitede artmus (spastisite), kas giicii tim ekstremitelerde 5/5 (N),
DTR iist ekstremitede ++, alt ekstremitede +++ olarak aliniyordu. Plantar yanit fleksiyon ve
asil klonusu negatif, yiiriiylisii spastik tarzdaydi. Her iki ayaginda pes planus deformitesi

mevcuttu.

Olgu5 (V.5): 30 yasinda erkek hastanin yiiriiyiis bozuklugu mevcuttu. Fizik muayenede;
Kas tonusu bilateral alt ekstremitede artmis (spastisite), kas giicii tiim ekstremitelerde 5/5 (N),
DTR iist ekstremitede ++, alt ekstremitede +++ olarak alintyordu. Plantar yanit fleksiyon, asil

Klonusu negatif, yiiriiyiisii spastik tarzdaydi. Her iki ayaginda pes kavus deformitesi mevcuttu.

Olgu6 (V.6): 13 yasinda kiz hastanin yiriiylis bozuklugu mevcuttu. Yiriyis
bozuklugunun 15. ayda basladig: ifade edildi. Fizik muayenede; Kas tonusu bilateral alt
ekstremitede artmus (spastisite), kas giicii tiim ekstremitelerde 5/5 (N), DTR iist ekstremitede
++, alt ekstremitede +++ olarak alintyordu. Plantar yanit fleksiyon, asil klonusu negatif,

yiirliyiisii spastik tarzdaydi. Her iki ayaginda pes kavus deformitesi mevcuttu.

1 no’lu ailenin pedigrisinde vefat etmis fakat mevcut hastalara benzer sikayetleri oldugu
beliritilen 1.1, 11.2, 111.3, I11.5, III.7, no’lu bireyler ile yasayan ve hasta oldugu belirtilen 111.8,
.9, 111.11, IV.4, V.10, IV.13, IV.14, IV.15, IV.17, V.5 no’lu kisilerin tarafimizdan muayene
edilmedigi veya hasta olduklarina iliskin bir rapor bulunmadigi i¢in (?) isareti ile gosterildi.
1.2 no’lu birey hasta olup, saglikli 1 hasta kiz, 1 erkek, 2 hasta erkek ¢ocugu (IV.3, IV.6)
mevcuttu. IV.6 no’lu bireyin esi ile aralarinda akrabalik mevcut olup, g¢ocuklarmin hasta
olmadiklar1 ifade edildi. I1I1.2 no’lu bireyin kardesi olan ve hasta oldugu ifade edilen III.11no’lu
bireyin 1 hasta ve 1 saglikli kiz1 oldugu aktarilds. iki erkek ¢ocugu ise (1V.19, 1V.21) hastayd.
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IV.19 no’lu bireyin ¢ocugu yoktu, 1V.21 no’lu bireyin ise iki cocugu da (V.5, V.6) hastaydi. 1

no’lu ailenin detayli pedigrisi sekil 9°da sunuldu.
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IV.3 no’lu hastanin ATL1 geninde NM_001127713 numarali transkriptin 8. ekzonunda
heterozigot 776’1nc1 pozisyonda bulunan sitozin niikleotidinin yerini adenin niikleotidinin
aldig1 (c.776C>A) saptandi. Bu degisikligin 259 pozisyonda bulunan ve diger canli tiirlerinde
yiiksek derecede korunmus olan serin aminoasidinin (Tablo 14) tirozin ile yer degistirmesine
(p-S259Y) neden oldugu tespit edildi. Mevcut degisiklik mutasyon veritabanlarinda missense
mutasyon olarak daha once bildirilmisti (rs119476047). 1 no’lu ailenin 1V6, IV.19, 1V.21, V.5
ve V.6 bireylerinde de ayn1 (c.776C>A) degisiklik saptand1 (Sekil 10).

ATL1
c. 776C>A

TCCTGTTTTCTGCTACCTCATCCTGGCTTARAAGTAI
TCCTGTTTTCTCCTACCTCATCCTCGCTTAAAAGTAI
TCCTGTTTTCTGCTACCTCATCCTGGCTTARAAGTAI
TCCTGTTTTCTGCTACCTCATCCTGGCTTARAAGTAI
TCCTGETTTTCTGCTACCTCATCCTGGCTTAAAAGTA

AAGAACTACAGAACGTCAGAAAACACATCCATT
AARGAACTACAGAACCTCAGARRACACATCCATT
ALG##CT#EhGlthTEiGAih#flChTEEITT
AAGAACTACAGAACGTCAGAARAACACATCCATT
AAGAACTACAGAACGTCAGAAAACACATCCATT

CTGTTTCACCAACA
CTCTTTCACCAACAK
CTGTTTCACCAACA
CTGTTTCACCAACA
CTGTTTCACCAACA
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Sekil 10: V.3 no’lu hastanin ve diger hasta aile bireylerinin Sanger sekans ve segregasyon
goriintileri.
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Tablo 13: 259. pozisyonda bulunan serin aminoasidinin farkl: tiirlerdeki yiiksek
korunmuslugu

H. sapiens E
P. Troglodytes E
M. Mulatta E
C. Lupus E
B. taurus E
M. musculus E
R. Norvegicus E
G. gallus E
D. rerio E
X. tropicalis E
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O0O00D0000O0O0
M T T T T T T 71 T T

4.2 2no’lu Aile

Olgul (IV.7): 13 yasinda erkek hastanin yiiriiylis bozuklugu mevcuttu. Yiriyis
bozuklugunun 12. ayda bagladig1 ve zamanla ilerleyerek bacaklarda sertlesmenin basladigi
belirtildi. Idrara ani sikisma hissi ve inkontinans mevcuttu. Fizik muayenede; Kas tonusu
bilateral alt ekstremitede artmis (spastisite), kas giicli tiim ekstremitelerde 5/5 (N), DTR iist
ekstremitede ++, alt ekstremitede +++ olarak aliniyordu. Plantar yanit fleksiyon, bilateral asil
Klonusu pozitif, yiriiyiisii spastik tarzdaydi. Kraniyal ve spinal MR’da patolojik bulgu

saptanmadi. EMG normaldi. Her iki ayaginda pes kavus deformitesi mevcuttu.

Olgu2 (I11.7): 38 yasinda erkek hastanin yiiriiyiis bozuklugu mevcuttu. Yiriyis
bozuklugunun 12. ayda basladigi, sikayetlerinin zamanla ilerledigi, baston ile mobilizasyonunu
sagladigi ifade edildi. Idrara ani sikigma hissinden yakinmakla birlikte idrar inkontinansi yoktu.
Fizik muayenede; Kas tonusu bilateral alt ekstremitede artmig (spastisite), kas giicii tiim
ekstremitelerde 5/5 (N), DTR iist ekstremitede ++, alt ekstremitede +++ olarak aliniyordu.

Plantar yanit fleksiyon, asil klonusu negatif, yiiriiyiis spastik tarzdaydi.

Olgu3 (I1V.3): 17 yasinda erkek hastanin yiiriiyiis bozuklugu mevcuttu. Yiiriyis
bozuklugunun 12. ayda basladig, sikdyetlerinin zamanla ilerledigi belirtildi. idrara ani sikisma
hissinden yakinmakla birlikte idrar inkontinans1 yoktu. Fizik muayenede; Kas tonusu bilateral
alt ekstremitede artmis (Spastisite), kas giicii tiim ekstremitelerde 5/5 (N), DTR iist ekstremitede
++, alt ekstremitede ++++ olarak alintyordu. Plantar yanit fleksiyon, asil klonusu pozitif,

yliriiytisii spastik tarzdaydi. Her iki ayaginda pes kavus deformitesi mevcuttu.
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Olgu4 (111.3): 43 yasinda kadin hastanin yiiriiylis bozuklugu mevcuttu. Yiriyis
bozuklugunun 13. ayda basladig1 ifade edildi. Idrara ani sikisma hissinden yakinmakla birlikte
idrar inkontinansi yoktu. Fizik muayenede; Kas tonusu bilateral alt ekstremitede artmig
(spastisite), kas giicii tiim ekstremitelerde 5/5 (N), DTR {ist ekstremitede ++, alt ekstremitede

+++ olarak alintyordu. Plantar yanit fleksiyon, asil klonusu negatif, yliriiyiisii spastik tarzdaydi.

Olgu5 (1V.4): 10 yasinda kiz hastanin yiiriiyiis bozuklugu mevcuttu. Yakinmasinin 12.
ayda basladigi belirtildi. Idrara ani sikisma hissinden yakimakla birlikte idrar inkontinansi
yoktu. Fizik muayenede; Kas tonusu bilateral alt ekstremitede artmus (spastisite), kas giicii tim
ekstremitelerde 5/5 (N), DTR iist ekstremitede ++, alt ekstremitede +++ olarak alintyordu.

Plantar yanit fleksiyon, asil klonusu negatif, yiiriiyiisii spastik tarzdaydi.

Olgué6 (111.9): 33 yasinda erkek hastanin yiiriiyiis bozuklugu mevcuttu. Yakinmasinin 15.
ayda basladig1 ve zamanla sikayetlerinin ilerledigi, baston ile mobilizasyonunu sagladig: ifade
edildi. Idrara ani sikisma hissinden yakinmakla birlikte idrar inkontinansi yoktu. Fizik
muayenede; Kas tonusu bilateral alt ekstremitede artmig (spastisite), kas giicii tim
ekstremitelerde 5/5 (N), DTR iist ekstremitede ++, alt ekstremitede +++ olarak aliniyordu.

Plantar yanit fleksiyon, asil klonusu negatif, yiiriiyiisii spastik tarzdaydi.

iki no’lu ailenin pedigrisinde; vefat eden 1.1 ve 1.2 no’lu bireylerde herhangi bir hastalik
bulgusu olmadigi, 11.3 no’lu bireyin vefat ettigi, diger hastalara benzer bulgularin mevcut
oldugu aile tarafindan aktarilmasina ragmen tarafimizca muayene edilmedigi i¢in (?) isareti ile
gosterildi. 1.3 no’lu bireyin 2 saglikli kiz1, hasta bir kiz1 (I11.3) ve iki erkek ¢cocugu (I11.7 ve
I11.9) vardi. I11.9 no’lu bireyin bir erkek ¢ocugu saglikliydi. I11.3 ve II1.7 no’lu bireylerin ise
toplam iki erkek (IV.3 ve IV.7) ve bir kiz (IV.4) ¢ocugun hepsi hastaydi. 2 no’lu ailenin
pedigrisi sekil 11°de sunuldu.
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Sekil 11: 2 no'lu ailenin pedigrisi
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IV.7 no’lu bireyin ATL1 geninde NM 001127713 numarali transkriptin 4. ekzonunda
heterozigot 470’inci pozisyonda bulunan sitozin niikleotidinin yerini adenin niikleotidinin
aldigi (c.470T>C) saptandi. Bu degisikligin 157 pozisyonda bulunan yiiksek derecede
korunmus olan serin aminoasidinin (Tablo 15) 16sin aminoasidi ile yer degistirmesine
(p.L157S) neden oldugu tespit edildi. Mevcut degisiklik literatiirde daha Once
bildirilmediginden mutasyon veritabanlarinda bulunmamaktadir. 2 no’lu ailenin 1.3, 111.7,

[11.9, IV.3 ve IV.4 no’lu bireylerinde de benzer (c.470T>C) degisiklik saptandi (Sekil 11).
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ATL1

c.470T=>C

rTEhTGELTlETEiEGGLIEETTTGLTIETEIETCLIET:FSI GAGATTCAGCCACAGTATTTGCCCTTAGCACALTG
ITTEATGGATAC TCAGGGAAC CTTTGATAGTCAGT CALRCTTN GAGAGATTCAGCCACAGTATTTGCCCTTAGCACAATE
ITEATGCGATACTCAGGGAACCTTTGATAGTCAGTCAN ET$G151 GATTCAGCCACAGTATTTGCCCTTAGCACALTE
ITEATGGATAC TCAGGGAAC CTTTGATAGTCAGT CAACTTN GAGAGATTCAGCCACAGTATTTGCCCTTAGCACAATE

ITEA TG GATAC TCA GG GAACCTTTEATAGTCAGTCAACTT CAGAGATTCAGCCACACTATTTGCCCTTAGCACAALTE
ITEATGGATACTCAGGGAACCTTTOGATAGTCAGTCAACTTN GAGAGATTCAGCCACAGTATTTGCCCTTAGCACAATE
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Sekil 12: IV.7 no’lu hastanin ve diger hasta aile bireylerinin Sanger sekans ve segregasyon
goriintiileri.

Tespit edilen varyant ACMG 2015 kriterlerine gore; ¢esitli veritabanlarinda kontrol
gruplarinda olmadigi (1 orta), patojenik missense mutasyon tespit edilen bolgede farkli bir
missense degisikligin saptandig1 (1 orta), varyantin birden ¢ok etkilenmis bireyde segrege
oldugu (1 destekleyici), missense varyantlarin hastaligin mekanizmasinda rol alan bir gende

bulundugu (1 destekleyici), birden ¢ok bilgisayar programlarinin gen veya gen iiriiniiniin zararl
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oldugunun belirtildigi (1 destekleyici), fenotipi ve aile dykiisii tek bir genetik etiyolojisiye sahip
hastalikla uyumlu oldugu (1 destekleyici) kabul edilmektedir.

Tablo 14: 157. pozisyonda bulunan 16sin aminoasidinin farkl tiirlerdeki yiiksek
korunmuslugu

H.sapiens Q G TFDSQST|ILIRDSATVEFA
P.Troglodytts Q G TF D SQSTILIRDSATVFA
M.Mulatta Q G TFD SQSTILIRDSATVEFA
C. Lupus QGTFDSQSTILIRDSATVEFA
B. taurus QGTFDSQSTILIRDSATVEFA
M.musculus Q GTFDSQST|ILIRDSATVEFA
R.Norvegicus Q G TFDSQST|ILIRDSATVEFA
G. gallus QGTFDSQST|ILIRDSATVEFA
D. rerio QGTFDSQSTILIRDSATVEFA
X.tropicalis Q GTFDSQST|ILIRDSATVEFA

4.3 3 no’lu Aile

Olgul (I11.1): 48 yasinda kadin hasta, bacaklarda sertlikten ve hi¢ yiiriiyememekten
yakiniyordu. 6 yasinda yiirlirken ayagini yere siirtmeye basladigi. 27 yasinda koltuk degnegi,
46 yasinda tekerlekli sandalye kullanmaya basladig1 ifade edildi. idrara ani sikisma hissi
oldugu, idrar ve gayta kontrolii bulunmadigi, her iki goziinden de katarakt ameliyati oldugu
belirtildi. Fizik muayenede; Kas tonusu bilateral alt ekstremitede artmus (spastisite), kas giicii
tiim ekstremitelerde 5/5 (N), DTR iist ekstremitede ++, alt ekstremitede ++++ olarak aliniyordu.
Plantar yanit ekstansiyon, bilateral asil klonusu pozitifti. Her iki ayaginda pes kavus deformitesi
mevcuttu. EMG normaldi. Kraniyal MR’da patolojik bulgu yoktu. Spinal MR’da L4-L5 ve L5-

S1 dural kese basis1t mevcut, sinir kokii basis1 yoktu.

Olgu2 (I11.2): 37 yasinda erkek hastanin yiiriiyiis bozuklugu mevcuttu. Yiriyis
bozuklugunun 7 yasinda bagladigi, zamanla ilerleyerek 23 yasinda bacaklarinda kasilma ve
ignelenmenin eslik ettigi belirtildi. Son iki yildir tripod ile yiiriiyen hastanin yiiriirken denge
bozuklugu mevcuttu. Idrara ani sikisma hissinden yakinmakla birlikte idrar inkontinans1 yoktu.
Hipertansiyon tanisi alan hasta 5 yildir antihipertansif ila¢ kullaniyordu. Fizik muayenede; Kas
tonusu bilateral alt ekstremitede artmis (spastisite), kas giicii tiim ekstremitelerde 5/5 (N). DTR
alt ekstremitede artmis. Plantar yanit ekstansiyon, bilateral asil klonusu pozitif ve yiirtiylsi

spastik tarzdayda.

Olgu3 (11.2): 71 yasinda kadin hastanin bacaklarinda sertlik vardi ve hi¢ yiiriiyemiyordu.

Yiiriiyiis bozuklugunun 7 yasinda basladig: belirtildi. Hasta zamanla tripod kullanmak zorunda
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kaldigini, simdilerde tekerlekli sandalye ile mobilizasyonunu sagladigini ifade etti. Fizik
muayenede Kas tonusu bilateral alt ekstremitede artmus (spastisite), Kas giicii tim
ekstremitelerde 4/5 (azalmis), DTR {ist ekstremitede ++, alt ekstremitede alinamadi. Plantar
yanit lakayt ve asil klonusu negatifti. Her iki ayaginda ileri seviyede pes kavus deformitesi

mevcuttu.

3 no’lu ailenin pedigrisinde; I1.2 no’lu birey hastaydi. Bir kiz (I11.1), bir erkek ¢ocugu da
(111.2) benzer fenotipe sahipti. I11.1 ve I11.2 no’lu bireyler ¢gocuk sahibi degillerdi. 3 no’lu ailenin
pedigrisi Sekil 13’de sunuldu.

R L
- 41

II
1.

2 3 4
1l ;lll l ,

Sekil 13: 3 no’lu ailenin pedigrisi

5

1.1 no’lu bireyin SPAST geninde NM_001127713 numarali transkriptin 7. ekzonunda
heterozigot 1072’inci pozisyonda bulunan guanin niikleotidinin yerini sitozin niikleotidinin
aldigr (c.1072G>C) saptandi. Bu degisikligin 358 pozisyonda bulunan yiiksek derecede
korunmus olan valin aminoasidinin (Tablo 16) 16sin ile yer degistirmesine (p.V358L) neden
oldugu tespit edildi. Mevcut degisiklik literatiirde daha once bildirilmediginden mutasyon
veritabanlarinda bulunmamaktadir. 3 no’lu ailenin 11.2 ve 111.2 no’lu bireylerinde de benzer

(.1072G>C) degisiklik saptandi (Sekil 14).
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SPAST

c.1072G>C

;o ttacCTCAGGCCTCAGAGAAGGAAGAAT AR CAATTTCTTGCAATGCTTETTTTGCCAAGTCTTGACCAGCTATATC

TCTTACCTCAGGC L TCAGAGAAGGAAGAAT AARA AT TTCTTGCAATGCTTGTTTTGCCAAGTCTTGACCAGCTATATC
TTCTTACCTCAGGCCTCAGAGAAGGAAGAATAAMAATTTCTTGCAATGCTTGTTTTGCCAAGTCTTGACCAGCTATATCS
TETTACCTCAGGL CTCASAGAAGGAAGAAT AANAAT TTCTTGCAATGETTGTTTTGCCAAGTETTGACCAGCTATATC!
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Sekil 14: III.1 no’lu hastanin ve diger hasta aile bireylerinin Sanger sekans ve segregasyon
goriintiileri.

Tespit edilen varyant ACMG 2015 kriterlerine gore; cesitli veritabanlarinda kontrol
gruplarinda olmadig1 (1 orta), patojenik missense mutasyon tespit edilen bolgede farkli bir
missense degisikligin saptandig1 (1 orta), varyantin birden c¢ok etkilenmis bireyde segrege
oldugu (1 destekleyici), missense varyantlarin hastaligin mekanizmasinda rol alan bir gende
bulundugu (1 destekleyici), birden ¢ok bilgisayar programlarinin gen veya gen {irliniiniin zararl
oldugunun belirtildigi (1 destekleyici), fenotipi ve aile 6ykiisii tek bir genetik etiyolojisiye sahip
hastalikla uyumlu oldugu (1 destekleyici) kabul edilmektedir.
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Tablo 15: 358. pozisyonda bulunan valin aminoasidinin farkl tiirlerdeki yiiksek
korunmuslugu

H. sapiens LAKQALQEIV|IILPSLRPEL
P.Troglodytes L A K QALQEIWVIILPSLRPEL
M. Mulatta LAKQALQEIV|IILPSLRPEL
C. Lupus LAKQALQEIVIILPSLRPEL
B. taurus LAKQALQEIV|IILPSLRPEL
M.muscuus L AKQALQEIWVIILPSLRPEL
R.Norvegicus L AKQALQEIWVIILPSLRPEL
G. gallus LAKQALQEIVIILPSLRPEL
D. rerio LAKQALQEIVIILPALRPEL
X. tropicalis LAKQALQEIIVIILPSLRPEL

4.4  4no’lu Aile

Olgul (1V.3): 50 yasinda kadin hastanin yiiriiylis bozuklugu mevcuttu. Bel agrisinin 43
yasinda basladig1 zamanla ilerleyerek yiiriiyiis bozukluguna yol agtigina ifade edildi. Yiirtytis
bozuklugu ilerleyici tarzda olup, zaman igerisinde bacaklarda agr1 ve ayakta kasilmaya neden
olmus. Ani idrara sikigsma hissi ve inkontinansi baslamig. Fizik muayenede; Alt ekstremitede
bilateral artmig kas tonusu, dort ekstremitede kas giicti 5/5 (N), derin tendon refleskleri {ist
ekstremitede ++, alt ekstremitede ++++ olarak alindi. Plantar yanit fleksiyon, klonus yoktu ve

yiirliyiis spastik tarzdaydi. EMG ve MR normaldi.

Olgu2 (1V.6): 45 yasinda erkek hastanin yiiriiylis bozuklugu mevcuttu. Bacaklarda agr
ve kasilmanin 42 yasinda basladigi, zamanla ilerleyerek yiiriiylis bozuklugu olustugu ifade
edildi. Fizik muayenede; Alt ekstremitede bilateral artmis kas tonusu, dort ekstremitede kas
giicii 5/5 (N), derin tendon refleskleri iist ekstremitede ++, alt ekstremitede ++++ olarak alindu.

Plantar yanit fleksiyon, bilateral asil klonusu pozitif ve yiiriiyiis spastik tarzdaydi.

4 no’lu ailenin pedigrisinde; 1.1 ve 1.2 no’lu bireylerin vefat ettigi ve ailede HSP klinigine
sahip bireylere benzer yakinmalarinin olmadig: ifade edildi. Hastalara benzer sikayetleri oldugu
ve vefat ettigi belirtilen 11.2, 111.3 ve 111.4 no’lu bireylerin tarafimizdan muayene edilmedigi
veya hasta olduklarina iliskin bir rapor bulunmadig: i¢in (?) isareti ile gosterildi. 111.4 no’lu
bireyin bir saglikli erkek, bir hasta kiz (IV.3) ve bir de hasta erkek ¢ocugu (IV.6) vardi. 4 no’lu

ailenin detayl aile agac1 sekil 15°te gosterildi.
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Sekil 15: 4 no’lu ailenin pedigrisi

IV.3 no’lu bireyin SPAST geninde NM_001127713 numarali transkriptin 7. intron ile 8.
ekzonun birlesim bolgesinde, 8. ekzonun baslangicindan bir niikleotit dnce bulunan guanin
niikleotidin yerini heterozigot sitozin niikleotidinin aldig1 (¢.1099-1G>C) saptandi. Mevcut
degisiklik  literatirde daha Once  bildirilmediginden mutasyon veritabanlarinda
bulunmamaktadir. 4 no’lu ailenin IV.6 no’lu bireyinde de benzer (c.1099-1G>C) degisiklik
saptandi (Sekil 16).
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SPAST
¢.1099-1G>C

MARACGECECEAgARECATAETEARACTASAgEATATATERELTS ACACGOCTTAGAGCTCLYCCCACAGCOCTETTACTCTTTEOTS

AAAATGTCTCTAGAATCATAGTTOTAAACTARAGTATATATTTITTARTTGTTCACAS AGAGCTCCTGCCAGAGGOCTETTACTCTTITGOTC

AAAATGTCTCTACAATCATAGTTGTAAACTAAAGTATATATITITTARTTCTTC CTTACTCTTITCOTC

AAAATCTCTCTAGAATCATACTTCTAAACTAAAGTATATATITTTTAGTTCTTC CTTACTCTTTCETC
3

AAAATGTCTCTAGAATCATAGTTCTAAACTAAAGTATATATITITTALTTCTTCACAGGS
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Sekil 16: 1V.3 no’lu hastanin ve diger hasta aile bireyinin Sanger sekans ve segregasyon
goriintiileri.

Tespit edilen varyantin ACMG 2015 kriterlerine gore; splice site gibi fonksiyon
kaybettirici mutasyon oldugu (1 ¢ok giiglii), varyantin birden ¢ok etkilenmis bireyde segrege
oldugu (1 destekleyici) fenotipi ve aile oykiisii tek bir genetik etiyolojisiye sahip hastalikla
uyumlu oldugu (1 destekleyici) kabul edilmektedir.

45 5no’lu Aile

Olgul (111.5): 49 yasinda erkek hastann yiiriiyiis bozuklugu mevcuttu. Ik kez 30 yasinda
diizgiin kosamamaya, 38 yasindan sonra yiiriiyememeye basladigi, Ani idrar sikigma hissine
inkontinans eslik ettigi belirtildi. Fizik muayenede; Alt ekstremitede bilateral artmis kas tonusu,
dort ekstremitede kas giicii 5/5 (N), derin tendon refleskleri iist ekstremitede ++, alt
ekstremitede ++++ olarak alindi. Plantar yanit ekstansiyon, asil klonusu mevcut, yiiriiyiis

spastik tarzdaydi. Kraniyal ve spinal MR’da patolojik tespit edilemedi. EMG ise normaldi.

Olgu2 (111.7): 43 yasinda erkek hastanin yiiriiyiis bozuklugu mevcuttu. Yiriyis
bozuklugunun 35 yasinda basladig1 ifade edildi. Idrara ani sikisma hissinden yakimmakla
birlikte idrar inkontinans: eslik etmiyordu. Fizik muayenede; Alt ekstremitede bilateral artmis
kas tonusu, dort ekstremitede kas giicii 5/5 (N), derin tendon refleskleri iist ekstremitede ++, alt
ekstremitede ++++ olarak alindi. Plantar yanit fleksiyon, asil klonusu vardi ve yiiriiyiis spastik

tarzdaydi.
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Olgu3 (11.2): 72 yasinda kadin hastanin bacaklarinda belli belirsiz agr1 diginda bir
sikdyeti yoktu. Fizik muayenede; Alt ckstremitede bilateral hafif artmis kas tonusu, dort
ekstremitede kas giicli 5/5 (N), derin tendon refleskleri iist ekstremitede ++, alt ekstremitede

+++ olarak alindi. Plantar yanit fleksiyon, asil klonusu yok, yiirtiylis normaldi.

Olgu4 (111.4): 50 yasinda kadin hastanin uzun siire yiiridiginde bacaklarda
karicalanma diginda bir sikayeti yoktu. Fizik muayenede; Alt ekstremitede bilateral hafif artmig
kas tonusu, dort ekstremitede kas giicii 5/5, derin tendon refleskleri iist ekstremitede ++, alt

ekstremitede +++ olarak alindi. Plantar yanit fleksiyon, asil klonusu yoktu, yiiriiytis normaldi.

Olgu5 (IV.5): 30 yasinda erkek hastanin yiiriiylis bozuklugu mevcuttu. Bacaklarda
sertlesmenin 28 yasinda basladigi zamanla ileleyerek yiiriiyilis bozuklugu olustugu ifade edildi.
Fizik muayenede; Alt ekstremitede bilateral artmis kas tonusu, dort ekstremitede kas giicii 5/5,
derin tendon refleskleri iist ekstremitede +++, alt ekstremitede +++ olarak alindi. Plantar yanit

fleksiyon, asil klonusu yoktu, yiiriiyiisii spastik tarzdaydi.

5 no’lu ailenin pedigrisinde; 1.3 ve 1.4 no’lu bireyler vefat etmis olup, hasta olup
olmadiklar1 hakkinda tibbi bir bilgi bulunmamaktadir. Hasta I1.2 no’lu bireyin saglikli 1 kiz ve
1 erkek ¢ocugu, hasta bir kiz (I11.4) ve iki erkek ¢ocugu (I11.5 ve I11.7) vardz. II1.4 no’lu bireyin
1 hasta erkek (IV.5), 3 saglikli cocugu vardu. IIL1.5 ve I11.7 no’lu birey ise saglikli 3 erkek, 1 kiz

¢ocuga sahipti. 5 no’lu ailenin detayl aile agaci Sekil 17°de gosterildi.

1I 1 9

m Tl %)2 TS .4/.5 TE- .? 8 19 10

9 10 11 12

Sekil 17: 5 no’lu ailenin pedigrisi
II.5 no’lu bireyin ATL1, SPAST ve REEP1 genlerinin SD’sinde HSP ile

iliskilendirilebilecek herhangi bir mutasyon tespit edilemedi. Proband olarak segilen II1.5 no’lu
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bireye TED analizi yapildi ve HSP ile iliskilendirilen genlerde toplam 8 varyant belirlendi.

Tespit edilen bu varyantlar Tablo 17’de gosterildi.

Tablo 16: 111.5 no’lu bireyin TED analizinde belirlenen HSP ile iligkili varyantlar

Niikleotit Protein iizerinde Okuma Allel ACMG 2015 Klinik
Gen degisikligi degisiklik Sayis1  Frekans1 (%) Degerlendirmesi Onemi
NIP1A €.249G>A (het) p.Gly84Asp 23 91.1 1 Cok Giiglii Benign
ZFR €.1559T>C (het) p.11e520Thr 20 30.8 1 Cok Giiglii Benign
USP8 €.2292C>A (het) p.Asn764Lys 60 34.4 1 Cok Giiglii Benign
ZFYVE27 €.413G>T (het) p.Gly138Val 13 73.2 1 Cok Giiglii Benign
TECPR2 €.2047A>G (homo) p.lle683Val 58 28.3 1 Cok Giglii Benign
KIAA1840 €.1388T>C (het) p.Phe463Ser 41 46.5 1 Cok Giiglii Benign
KIAA0196  ¢.1859 T>C (het) p.Val620Ala 51 -
AP4AM1 €.812G>A p.Arg271His 22 6 1 Cok Giiglii Benign

Tespit edilen varyantlarin allel frekanslari, KIAA0196 geninde bulunan varyant harig,

%35’den yiiksekti (1 ¢ok gii¢lii benign). Bu varyantlardan KIAA00196 geninde tespit edilen

varyantin allel frekansi ise sifirdi. NM_ 014846 numarali transkriptin 15. ekzonunda heterozigot

1859’inci pozisyonda bulunan timin niikleotidinin yerini sitozin niikleotidinin aldig1 (c.1859

T>C) saptandi. Bu degisikligin 620. pozisyonda bulunan yiiksek derecede korunmus olan valin

aminoasidinin (Tablo 18) alanin ile yer degistirmesine (p.V620A) neden oldugu tespit edildi.

Belirlenen degisikligin mutasyon veritabanlarinda mevcut oldugu ve literatiide de daha 6nce

bildirildigi saptandi (138). Bulunan varyantin Sanger dizileme ile validasyon ¢alismas1 yapildi.

I1.2, II.5 ve II.7 no’lu bireylerde belirtilen varyant dogrulanirken, II1.4 ve IV.5 no’lu

bireylerde ise belirtilen mutasyon dogrulanamadi (Sekil 18).

78



KIAAO0196

c.1859 T>C

CCTGCTCAGCGTGTCACAGTACTATTCTOGGAGAGTTGG
ICTGCTCAGCGTETCACAGTACTATTCTCGAGAGTT GG
CTGCTCAGCGTGTCACAGTACTATTCTGGAGAGTTG
,E.'TGETE AGC GTGTCAEEGTACTEATTETGGLGELGTTGG
ICTGETCAGCETGTCACABTACTATTCTGEAGAGTTGE

TCCTATGTGAGAAAAGTAAGAARATGCATCAGGGTGATATTTACT
TCCTATCTGAGAAAACTAAGAAATCGCATCAGGGETGATATTTACT
ATCCTATGTGAGAAAAGTAAGAAATGCATCAGGGTGATATTTACT
ATCCTATGTCAGAAAAGTAAGAAATGCATCAGGGTGATATTTACT
ATCCTATGTGAGAAAAGTAAGAAATGCATCAGGGTGATATTTACT
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Sekil 18: I11.5 no’lu hastanin ve diger hasta aile bireyinin Sanger sekans ve segregasyon
goriintiileri.
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Tablo 17: 620. pozisyonda bulunan valin aminoasidinin farkli tiirlerdeki yiiksek korunmuslugu

H. sapiens

P. Troglodytes
M. Mulatta

C. Lupus

B. taurus

M. musculus
R. Norvegicus
G. gallus

D. rerio

X. tropicalis
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Bu asamadan sonra aym

olmadigin1 belirlemek amaciyla

ailede HSP’ye neden olabilecek baska bir genin olup
IV.5 no’lu bireye TED analizi yapildi ve HSP ile

iliskilendirilen genlerde toplam 15 varyant belirlendi. Tespit edilen bu varyantlar tablo 19°da

gosterildi.

Tablo 18: IV.5 no’lu bireyin TED analizinde belirlenen HSP ile iliskili varyantlar

Niikleotit Protein iizerinde Okuma Allel ACMG 2015 Klinik
Gen degisikligi degisiklik Sayis1  Frekansi (%0) Degerlendirmesi Onemi
AP4E1 ¢.487T>C (homo) p.Cys163Arg 51 43.5 1 Cok Giglii Benign
C12orf65 C.44G>A (het) p.Arg15GIn 16 2.8 . _1_ Benign
Destekleyici
IBA57 €.134G>C (het) p.Gly45Ala 15 48.9 1 Cok Giiglii Benign
RAB3GAP2  ¢.3275G>C (het) p.Ser1092Thr 68 8.9 1 Cok Guglii Benign
SPG7 ¢.1507A>G (het) p.Thr503Ala 46 15 1 Cok Guglii Benign
SPG7 €.2063G>A (het) p.Arg688Gin 14 15 1 Cok Gugli Benign
USP8 €.2287C>T (het) p.Arg763Trp 57 34.1 1 Cok Guglii Benign
USP8 €.2292C>A (het) p.Asn764Lys 60 34.4 1 Cok Giiglii Benign
USP8 €.2327T>C (het) p.Leu776Pro 60 0.8 2 Giicli Benign
ZFR €.1381G>A (het) p.Val461llle 47 93.6 1 Cok Giiglii Benign
ZFYVE26 ¢.5672A>G (homo) p.Asn1891Ser 27 95.4 1 Cok Giiglii Benign
ZFYVE27 C.244G>A (het) p.Val82lle 48 3.3 2 Gigli, .1 ] Benign
Destekleyici
ZFYVE27  ¢.413G>T (homo) p.Gly138Val 14 73.2 1 Cok Giglii Benign
PNPLA6  ¢.1280-6C>T (het) - 44 28.1 1 Cok Giiglii Benign
SPG7 €.987+5A>G (het) - 61 47.3 1 Cok Giiglii Benign
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Tespit edilen varyantlarin allel frekanslari, ti¢ varyant harig, %5’den yiiksekti (1 ¢ok
gliclii benign). ZFYVE27 ve C120rf65 genlerinde bulunan varyantlarin alel frekansi %5’in
altinda bulundu. Mevcut varyantlarin frekansi hastaligin frekansindan yiiksek olmasi (1 giiglit)
ve tam penetre olmasi beklenen heterozigot varyantin saglikli yetiskin bireylerde gézlenmesi
nedeniyle (1 gii¢lii), in silico programlarda patojenitesinin gosterilememesi (1 destekleyici)
ACMBG 2015 siniflandirmasina gore benign olarak kabul edildi. USP8’de 2 giiglii benign kriteri
bulunmasina ragmen, in silico programlarda patojenik olabilecegi belirtilmis, ancak 2 giigli

bulgu nedeniyle benign olarak degerlendirilmistir.

4.6 6 no’lu Aile

Olgul (V.2): 34 yasinda erkek hastanin bacaklarda kasilma, uyusma ve yliriyis
bozuklugu mevcuttu. ik kez ayagini yere siirtmeye 23 yasinada basladig, sikayetlerin zamanla
ilerledigi, ani idrara sikisma hissi oldugu buna ara ara idrar inkontinansi eslik ettigi ifade edildi.
Fizik muayenede; Kas tonusu bilateral alt ekstremitede artmis (spastisite), kas giicii tim
ekstremitelerde 5/5(N). derin tendon refleskleri iist ekstremitede ++, alt ekstremitede ++++
olarak alindi. Plantar yanit lakayt, asil klonusu yok, yiirliylis spastik tarzdaydi. Kraniyal MR’da
frontoparietalde hafif gliotik odak mevcuttu. Spinal MR’da ve EMG’de patolojik bulgu

saptanmadi.

6 no’lu ailenin pedigrisinde; I1.3 ve II1.4 no’lu bireylerin hastalara benzer sikayetleri
oldugu ancak vefat ettigi, tarafimizdan muayene edilemedigi veya hasta olduklarina iliskin bir
rapor bulunmadigi igin (?) isareti ile gosterildi. I1.3 no’lu bireyin 1 saglikli ve 1 hasta erkek
(I11.5) ¢ocugu vardi. I111.4 no’lu bireyin 2 saglikli kizi, 1 hasta erkek (IV.7) ve iki hasta kizi
(IV.3 ve IV.4) vardi. IV.3 no’lu birey saglikli 1 kiz, 1 erkek, hasta 1 erkek ¢ocuga (V.2) sahipti.
6 no’lu ailenin detayl pedigrisi sekil 19°da gosterildi.
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v T1 7;T2

Sekil 19: 6 no'lu ailenin pedigrisi

V.2 no’lu bireyin SD analizinde ATL1, SPAST ve REEP1 genlerinde HSP ile iliskili
herhangi bir mutasyon tespit edilemedi. Bu bireye TED analizi yapildi ve HSP ile iliskili
genlerde toplam 15 varyant belirlendi. Tespit edilen varyantlar tablo 20°de gésterildi.
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Tablo 19: V.2 no’lu bireyin TED analizinde belirlenen HSP ile iligkili varyantlar

Niikleotit Protein iizerinde Okuma Allel ACMG 2015 Klinik
Gen degisikligi degisiklik Sayis1  Frekansi (%) Degerlendirmesi ~ Onemi
ENTPD1 €.190A>G (het) p.Asn64Asp 21 10.62 1 Cok Giiglii Benign
NT5C2 C.7A>G (het) p.Thr3Ala 11 11.3 1 Cok Giiglii Benign
RAB3GAP2  ¢.3275G>C (het) p.Ser1092Thr 44 8.9 1 Cok Giiglii Benign
SLC16A2 €.97T>C (homo) p.Ser33Pro 10 56 1 Cok Giiglii Benign
SPG7 €.1507A>G (het) p.Thr503Ala 46 15 1 Cok Giiglii Benign
USP8 €.2287C>T (het) p.Arg763Trp 40 34.1 1 Cok Giglii Benign
USP8 €.2292C>A (het) p.Asn764Lys 42 34.4 1 Cok Giglii Benign
ZFR €.1559T>C (homo) p.11e520Thr 20 30.8 1 Cok Giiglii Benign
ZFR €.1381G>A (het) p.Val46llle 46 93.6 1 Cok Giiglii Benign
ZFYVE26  ¢.5672A>G (het) p.Asn1891Ser 11 95.4 1 Cok Giiglii Benign
ZFYVE26 €.3308C>T (het) p.Pro1103Leu 34 4.6 2 Gigli, _l ] Benign
Destekleyici
ZFYVE27 C.413G>T (het) p.Gly138Val 13 73.2 1 Cok Giiglii Benign
ATL1 €.630+7G>A (het) - 40 13.3 1 Cok Gugli Benign
SPG7 €.987+5A>G ((het) - 54 47.3 1 Cok Gugli Benign
ZFYVE26  ¢.2332+7delT (het) - 44 35 2 Gt | Benign
Destekleyici

Tespit edilen varyantlarin allel frekanslari, iki varyant harig, %5’den yiiksekti (1 ¢ok gii¢lii

benign). ZFYVE26 gendeki iki varyantin allel frekansi %5’in altinda bulundu. Mevcut

varyantlarin frekansi hastaligin frekansindan yiiksek olmasi (1 giiglii) ve tam penetre olmast,

beklenen heterozigot varyantin saglikli yetiskin bireylerde gozlenmesi (1 gii¢lii), in silico

programlarda patojenitesinin gosterilememesi (1 destekleyici) nedeniyle ACMG 2015

siniflandirmasina gére benign olarak kabul edildi.
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5 TARTISMA
Herediter Spastik Paraparezi (HSP) OR, OD, X’¢ bagh kalitilabilen alt ekstremitelerde

spastisite ve yiirime gii¢liigli ile karakterize genetik bir hastaliktir. Temel olarak klinik
bulgulara ve tutulum yerine gore “saf” ve “kompleks” olmak {izere iki tipi vardir. Saf HSP
hastalarinda genellikle ilerleyici yiiriime bozuklugu ve bacaklarda sertlik disinda bir bulguya
rastlanmaz (60). Dogum siirecini takip eden normal néromotor gelisim sonrasinda yasamin
herhangi bir déneminde baslayabilir, alevlenme ve remisyon donemleri gozlenmez. HSP nin
her iki tipinde de klinik bulgularinin ortaya ¢ikma donemi birbirinden farklilik gosterir.
Baglangic doneminde ailelerin veya hastalarin kendilerinin fark ettigi ylriiylis bozuklugu
mevcuttur. Yiriiylis bozuklugu uzun yillar boyu yavas bir progresyon gosterebilir ve koltuk
degnegi, tripod ve tekerlekli sandalye kullanmalarini gerektirebilir. Kompleks HSP’de ise, saf

HSP’ye ek olarak norolojik ve/veya ndrolojik olmayan anomalilerin eslik etmesi beklenir.

HSP iligkili genlerde tespit edilen mutasyonlara gore alt tiplere ayrilir. Bugiine kadar, OR,
OD veya X'e bagli kalitilan 76’dan fazla farkli HSP alt tipi tanimlanmistir. Bunlardan 19°u OD
kalitim paternine sahiptir. OD gegisli en sik goriilen alt tip SPG4’tiir. SPG3A ve SPG31 ise
SPG4’ten sonra sik goriilen diger iki alt tiptir. HSP’de alt tipler mutasyon bulunan gene gore
isimlendirilir. OD-HSP’de alt tiplendirme amaciyla yapilan farkli ¢alismalarda hastalarin %50-
60’min alt tipinin SPG4, SPG3A ve SPG31 oldugu tespit edilmistir (60). Fenotipe neden olan
mutasyonlarn biyiikk kismi missense, nonsense, kiigiikk delesyon ve insersiyonlardan
olugmaktadir. Bunun yaninda SPG4, SPG3A ve SPG31’e klinigine SPAST, ATL1 ve REEP1
genlerindeki biiyiik ekzonik delesyonlarin da neden oldugu bildirilmistir (60, 66, 75, 139). Bu
nedenle bazi derlemelerde ilk asamada SPG4, SPG3A ve SPG31 fenotipine neden olan SPAST,
ATL1 ve REEP1 genlerinde mutasyon bulunup bulunmadiginin arastirilmas: tavsiye
edilmektedir (140). OD kalitilan diger 16 alt tip ise SPG6, SPG8, SPG9, SPG10, SPG12,
SPG13, SPG17, SPG19, SPG29, SPG33, SPG36, SPG37, SPG38, SPG40, SPG41, SPG42 ve
SPG73’den olusmaktadir.

Sanger Dizileme (SD) bircok mendeliyan hastaligin molekiiler genetik etiyolojisinin
aydinlatilmasinda kullanilan bir metottur. Klinik ve rutin laboratuvar bulgulariyla OD-HSP
tanist almig bireylerde SPG4, SPG3A ve SPG31’e neden olan mutasyonun tanimlanmasi igin
SD yontemi kullanilarak birgok calisma yapilmis ve hastalarin molekiiler genetik etiyolojisi
aydinlatilmistir (141-143). Ancak HSP’nin klinik ve genetik agidan heterojen bir hastalik
olmasi, hastaliktan sorumlu 76 farkli genin bulunmasi, SD metodunun kullanimini

kisitlamaktadir. Bu nedenle iliskili genlerin tamaminin daha hizli ve uygun maliyetle
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taranabilmesinin geregi ortaya ¢ikmistir. Tim ekzom dizileme (TED) yo6ntemi, bu amacla
multigenik Mendelyan gegisli hastaliklarin molekiiler genetik etiyolojisinin aydinlatilmasinda
kullanilmaya baslamistir. HSP tanili bireylerde SD yapilmaksizin ilk asamada TED yontemi ile
hem SPG4, SPG3A ve SPG3L1 gibi sik rastlanilan alt tipler (139, 140), hem de SPG8, SPG10,
SPG12 veya SPG35 gibi daha nadir alt tipler belirlenmistir (137, 138). 2014 yilinda Novarino
ve ark.’nin yaptig1 kapsamli bir ¢alismada TED yontemi kullanilarak 18 farkli yeni HSP alt tipi
ve bunlarla iligkili genler ortaya konulmustur. Ayrica daha dnceden bildirilmis genler ile yeni
tanimlanan genler arasinda etkilesimler incelenmis ve HSPosome adi verilen ileride yapilacak

calismalara rehberlik etmesi amaciyla bir gen etkilesim ag1 tanimlanmustir (12).

Calismamizin ilk agsamasinda saf tip OD HSP tanisi ile takip edilen ailelerden segilen bir
hasta bireyin ATL1, SPAST ve REEP1 genlerine yonelik SD yapildi. Mutasyon saptanan
bireylerin ailelerinde ayni mutasyon taranarak diger aile bireylerinin de molekiiler genetik
etiyolojisi aydinlatildi. Ikinci asamada SD ile ATL1, SPAST ve REEP1 genlerinde mutasyon
saptanamayan bireylere TED yapildi. HSP ile iliskili genlerdeki patojenik varyantlar hem TED
yapilan bireyde, hem de diger aile bireylerinde SD ile dogrulandi.

Bir no’lu ailedeki hastalarin ATL1 geninde c.776C>A mutasyonu bulundu. Bu hastalar
SPG3A alt tip tanisi aldi. Hastalarin Klinik belirtilerinin ortaya ¢ikma yast SPG3A tanisi
alanlara benzer olarak 4 yas olup, yiirimeyi destekleyici cihaz kullanimi oldukga nadirdi.
Hastalarin ¢cogunda tespit edilen hiperaktif mesane SPG3A’da goriilen bir bulgu olmasina
ragmen, diger HSP alt tiplerinde nadir goriilmektedir (75). Hiperaktif mesane, sinir sisteminde
bir hasar nedeniyle normal mesane fonksiyonunun kaybina bagli olarak ortaya g¢ikar (144).
Hastalarimizin ¢ogunda daha 6nce SPG3A tanisi alan bireylere benzer sekilde kardinal
bulgulara eslik eden iskelet deformitesi vardi. Pes kavus ve skolyoz gibi iskelet deformiteleri
diger HSP alt tiplerine kiyasla SPG3A’da daha sik goriilmektedir (75). Pes kavus ayagin
intrinsik kaslar1 ile bacak kaslar1 arasindaki innervasyon dengesizligi neticesinde ortaya ¢ikan
bir deformitedir (145). Skolyozun ise viicudun postural kaslarmin asimetrik innervasyonu ile
ilgili oldugu belirtilmektedir (146). Goriintiileme ¢aligmalarinda hafif spinal atrofi gibi bulgular
beklenmesine ragmen hastalarimizin birinde tespit edilen torakal siringomyelinin klinik bir
yansimasi olmamasi nedeniyle insidental bir bulgu olarak kabul edildi. Aile agaci analizinde;
Birinci kusaktakilerin hasta olmadigi, ikinci kusaktakilerin ise hasta oldugunun ifade edilmesi,
birinci kugaktaki ebeveynlerden birinin germline mozaik bir mutasyon, ya da hastalifin
farkedilmeyecek kadar hafif bir formu veya her iki ebeveynin de saglikli kisiler olabilecegi

ihtimalini diisiindiirmektedir. Ikinci kusakta iki bireyin hasta oldugunun belirtilmesi, birinci
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kusaktaki ebeveynlerden birinin germline mozaik bir mutasyona sahip olma olasiligini
giiclendirmektedir. Hastaligin ikinci kusaktan itibaren vertikal olarak, kusak atlamaksizin ve
cinsiyet ayrimi gozetmeksizin devam etmesi ve mutasyonun gosterilmesi otozomal dominant

kalitim ile uyumludur.

Hastanin hikayesi, fizik muayenesi, aile agacit analizi ve diger tetkikler birlikte
degerlendirildiginde saf tip OD-HSP kabul edildi. yapilan SD’de 6 hastanin tamaminda ATL1
geninde literatiirde HSP fenotipine neden oldugu bildirilen heterozigot ¢.776C>A mutasyonu
saptand1. Tespit edilen heterozigot mutasyon (c.776C>A, p.S259Y) ATL1 geninin 8. ekzonunda
776. pozisyonda bulunan sitozin niikleotidinin adenin niikleotidi ile yer degistirmesi, 259.
pozisyonda bulunan serin aminoasidinin tirozin ile yer degistirmesine yolagmaktadir.
Literatiirde bildirilen 70°den fazla ATL1 mutasyonun biiyiikk kismi1 missens ve nonsens, kii¢iik
bir kismu ise splicing, kiiciik delesyon ve insersiyonlardan olusmaktadir (142). Belirledigimiz
degisiklik missens mutasyon tipindedir. Ayrica ATL1’de biiylik ekzon delesyonlar1 da
bildirilmistir (143). ATL1 geninde bulunan mutasyonlar SPG3A alt tip olarak
adlandirilmaktadir. Mutasyonun ilk defa tanimlandig1 hastalarda izole alt ekstremite spastisitesi
disinda baska bir bulgu olmadig: bildirilmistir (147). Bizim hastalarimizda hastaligin klinigine
iskelet deformiteleri ve iiriner semptomlarin da katilmasi hastaligin heterojen karakteriyle izah

edilmisgtir.

Iki no’lu ailedeki hastalarin ATL1 geninde ¢.470T>C mutasyonu bulundugundan hastalar
SPG3A alt tip tanist aldi. Hastalarin klinik belirtilerin ortaya ¢ikma yas1 SPG3A tanisi alan
hastalara benzer olarak 4 yasti. Bu tip hastalarda yiiriimeyi destekleyici cihaz kullaniminin
oldukca nadir oldugu bildirilmistir. Hiperaktif mesane SPG3A’da siklikla tespit edilen bir bulgu
olmasina ragmen diger HSP tiplerinde daha nadir goriilmektedir (75). Aile igerisindeki bireyler
fenotip olarak birbirinden ¢ok farkli oldugu gibi, yiirlimeyi destekleyici cihaz kullanimininda
daha fazla olmasi SPG3A’nin aile igerisinde de yiiksek oranda heterojeniteyle ilgili olabilir.
Bilateral alt ekstiremite kas tonusu artisi ve spastik yliriime paterni SPG3A’nin kardinal fizik
muayene bulgusu olarak bildirilmektedir. Ayrica pes kavus ve skolyoz gibi iskelet deformiteleri
diger HSP alt tiplerine kiyasla SPG3A’da daha sik goriilmektedir (75). Literatiir ile uyumlu
olarak hastalarimizin yaklagik yarisinda kardinal bulguya eslik eden iskelet deformiteleri de
vardi. Probandin EMG’sinde, kranial ve spinal MR incelemelerinde patolojik bir bulguya
rastlanilmamasi HSP hastalarinda beklenen bir durumdur. Aile agaci analizinde; vefat etmis ve
yakinlar tarafindan hasta oldugu ifade edilen I1.3 no’lu bireyde de novo mutasyon meydana

gelmis olabilir. Hastaligin ¢ocuklarina ve torunlarina kusak atlamaksizin ve cinsiyet ayrimi

82



gozetmeksizin gegmesi ve mutasyonun gosterilmis olmasi otozomal dominant kalitimi

onaylamaktadir.

Hastanin hikayesi, fizik muayenesi, aile agaci analizi ve diger tetkikler birlikte
degerlendirildiginde saf tip OD-HSP kabul edilen 6 hastaya SD yapildi ve ATL1 geninde
literatiirde daha 6nce bildirilmemis ¢.470T>C, p.L157S degisikligi saptandi. Bu yeni mutasyon
“Exome Sequencing Project”, “1000 Genomes Project” veya “Exome Aggregation
Consortium” veritabanlarinda bulunmamaktadir. “MutationTaster” ve “Polyphen2” gibi in
silico prediktif programlarda ise bu degisikligin proteinde fonksiyon kaybina neden olabilecegi
belirtilmektedir. Tespit edilen bu varyant ACMG 2015 kriterlerine gore 2 orta ve 4 destekleyici
bulgu ile olasi patojen olarak degerlendirilmektedir. ATL1 geninde tespit edilen bu mutasyon;
(c.470T>C, p.L157S) 4. ekzonda 470. Pozisyonda bulunan timin niikleotidinin sitozin
niikleotidi ile yer degistirmesi sonucu 157. pozisyonda bulunan 16sin aminoasidinin triptofan
ile yer degistirmesine yol agmaktadir. Literatiirde p.L157S degisikligi daha 6nce bildirilmemis
olmasina ragmen, p.L157W degisikligi sadece bir ailede bildirilmistir. Cocukluk cag1
baslangigli, progresyon gostermeyen diplejik serebral palsi tanisi ile takip edilen kadin hastada
klonus, reflekslerin canli olmas1 ve spastik tarzda yiiriiyiis paterni bildirilmistir. Hastanin birinci
cocugunda 9. ayda dipleji farketmesinin ardindan, aile HSP tanist ile tekrar degerlendirilmis ve
p.L157W degisikligi anne ve ¢ocukta tespit edilmistir. Her iki bireyde de saf HSP tablosu
mevcut olup triner disfonksiyon bildirilmemistir (146). 2 no’lu ailede tiim bireylerde
bacaklardaki spastisite p.L157W mutasyonuna sahip olan bireyler gibi yasamim ilk yilinda
baslamisti. ATL1 geninin kodladig1 Atlastinl proteininin bu bdlgesinde goriilecek olast bir
bozuklugun klinik bulgularin daha erken evrede ortaya c¢ikmasma neden olabilecegini
diistindiirmektedir. Bir hastada eslik eden hem pes kavus, hem de iiriner inkontinans varken,
diger hastada sadece iiriner inkontinans vardi. Iskelet deformiteleri ve iiriner sorunlarin SPG3A

tanisi alan bireylerde daha sik gortildigii bildirilmistir (75).

Uc no’lu ailedeki hastalarin SPAST geninde ¢.1072G>C mutasyonu bulundugundan
hastalar SPG4 alt tip tanisi aldi. 3 no’lu ailede literatiir ile uyumlu olarak SPG4 igin tan1 alma
yas1 7 olup, SPG4 tanisi alan hastalara siklikla 1. ve 3. dekadin basinda tan1 konulmaktadir.
SPG4 tanisi alan hastalarda siklikla idrara ani sikisma hissi de vardir. Literatirde SPG4
hastalarinda sfinkter kusuru hastalarin 1/3’iinde bildirilirken, hastalarimizda bu oran 2/3’ti.
Tekerlekli sandalye kullanma oran1 % 17 iken, hastalarimizda bu oran %66’dir. Bu farkliligin
hasta sayisinin az olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Hastalarimizin %66’sinda pes

kavus deformitesi vardi. iskelet deformiteleri ile SPG4 arasinda iliskiyi ortaya koyabilecek bir
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calisma bulunmamasina ragmen, hastalarda pes kavus gibi deformitelerin bulunabilecegi
vurgulanmistir (66). Probandin EMG’sinde, kranial ve spinal MR incelemelerinde patolojik bir
bulguya rastlanilmamasi HSP hastalarinda beklenen bir durumdur. Aile agaci analizinde
probandin annesinden daha st kusaklarin vefat ettigi, bu kusakta hastalik belirtisi olmamasi
probandin annesinde de novo mutasyon sonucu hastaligin ortaya ¢iktigini diistindiirmektedir.
Annenin bir erkek ve bir kiz ¢gocugunun hasta olmasi mitokondriyel kalitim1 da akla getirmekle

birlikte mutasyonun ortaya ¢ikarilmast mitokondriyel kalitimi diglamaktadir.

Hastanin hikayesi, fizik muayenesi, aile agaci analizi ve diger tetkikler birlikte
degerlendirildiginde saf tip OD-HSP kabul edilen 3 hastada yapilan SD’de SPAST geninde
literatiirde daha once bildirilmemis heterozigot ¢.1072G>C, p.V358L degisikligi saptandi.
Tespit edilen heterozigot mutasyon; (c.1072G>C, p.V358L) 7. ekzonda 1072. pozisyonda
bulunan guanin niikleotidinin sitozin niikleotidi ile yer degistirmesi sonucunda 358. pozisyonda
bulunan valin aminoasidinin 16sin ile yer degistirmesine neden olmaktadir. Bu yeni mutasyon
“Exome Sequencing Project”, “1000 Genomes Project” veya “Exome Aggregation
Consortium” veritabanlarinda bulunmamaktadir. Ancak SPAST geninin AAA domaininde daha
once missense mutasyonlarin HSP fenotipine neden oldugu bildirilmistir. “MutationTaster” ve
“Polyphen2” gibi in silico prediktif programlarda ise bu degisikligin proteinde fonksiyon
kaybina neden olabilecegi belirtilmektedir. Buldugumuz bu yeni mutasyon ACMG 2015
Kriterlerine gore 2 orta ve 4 destekleyici bulgu ile olas1 patojen olarak degerlendirildi. Bu yeni
mutasyonun hastaligin molekiiler genetik etiyolojisinin aydinlatilmasinda 6nemli oldugu ve

literatiire katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Dort no’lu ailede iki hastada klinik bulgularin ortaya ¢ikis zamani ve karakteri literatiirde
SPG4 tanisi alan bireylere benzerdi. Fizik muayenede hastalarimizin tamaminda SPG4’{in
kardinal klinik bulgusu olan bilateral alt ekstiremite kas tonusu artmus, derin tendon refleksleri
canli ve ylriiyiisleri spastik tarzdaydi. Probandin EMG’sinde, kranial ve spinal MR
incelemelerinde patolojik bir bulguya rastlanilmamasi HSP hastalarinda beklenen bir
durumdur. Aile agaci analizinde; hastaligin erkek bireyden kiz ve erkek ¢ocuklarina gegtigi,
hastaligin vertikal olarak kusak atlamaksizin ve cinsiyet ayrimi gozetmeksizin aktarildigi, bu

tip gecis 6zelliginin otozomal dominant kalitim ile uyumlu oldugu kabul edildi.

Hastanin hikayesi, fizik muayenesi, aile agaci analizi ve diger tetkikler birlikte
degerlendirildiginde saf tip OD-HSP kabul edilen 2 hastada yapilan SD’de SPAST geninde
literatiirde daha 6nce bildirilmemis heterozigot ¢.1099-1G>C degisikligi saptandi. Tespit edilen
bu mutasyon; (c.1099-1G>C) 7. intron ile 8. ekzonun birlesim bodlgesinde, 8. Ekzonun
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baslangincindan bir niikleotit 6nce bulunan guanin niikleotidinin yerini heterozigot sitozin
niikleotidinin almasi olarak degerlendirilmektedir. Bu yeni mutasyon “Exome Sequencing
Project”, “1000 Genomes Project” veya “Exome Aggregation Consortium” veritabanlarinda
bulunmamaktadir. Splicing bolgesinde yer alan bu mutasyonun kirpilma hatalarina neden
olabilecegi, hatali protein olussumunun fonksiyon kaybina yol agabilecegi belirtilmektedir
(148). Bu nedenle tespit edilen varyant ACMG 2015’¢ gore 1 ¢ok giiglii ve 2 destekleyici bulgu
ile patojenite lehine degerlendirildi. Bu yeni mutasyon hastaligin molekiiler genetik
etiyolojisinin aydinlatilmasinda 6nemli oldugu gibi literatiire de katki saglayacagi

diistiniilmektedir.

Bes no’lu ailede iki hastada klinik bulgularin ortaya ¢ikis zamani ve karakteri literatiirde
SPG8 tanisi alan bireylere benzer olup, 3 hastamizdan ikisi yiirlimek i¢in yardimci cihaz
kullaniyordu. SPGS8 diger alt tiplerden daha ciddi seyreder ve hastalar 3. veya 4. dekadda
tekerlekli sandalyeye bagimli hale gelir (138). Bizim hastalarimizin klinik tablolarinin bu kadar
siddetli ve ilerleyici olmamasi hastaligin ekspresyon farkliligindan kaynaklanmis olabilir (60).
Daha 6nce bildirilen bizim saptadigimiz mutasyonu tasiyan hastalarda klinik tablo ilerleyici
degildi (138). Hastalarin tiriner sikayetleri ve fizik muayene bulgular1 ise SPGS8 tanili hastalara
benzerdi (140). Probandin EMG’sinde, kranial ve spinal MR incelemelerinde patolojik bir
bulguya rastlanilmamast HSP hastalarinda beklenen bir durumdur. Aile agaci analizinde;
sadece kadin hastalardan erkek ve kiz cocuklarina hastaligin gectigi tespit edildi. Hasta
erkeklerin ¢ocuklarinin hastaligin klinik belirti ve bulgularinin ortaya ¢ikmasi i¢in heniiz
yaslarinin kiiclik olmasi, hastaligin disiden disiye geg¢mesi, mitokondriyel kalitimi da akla

getirmekle birlikte, mutasyonun ortaya ¢ikarilmasiyla mitokondriyel kalitim diglanmistir.

Hastanin hikayesi, fizik muayenesi, aile agaci analizi ve diger tetkikler birlikte
degerlendirildiginde saf tip OD-HSP kabul edilen III.5 no’lu hastaya yapilan SD’de OD-HSP
klinigine neden olabilecek herhangi bir varyant tespit edilemedi. II.5 no’lu bireye yapilan
TED’de HSP iligkili genlerde toplam 8 varyant saptandi. Allel frekanst %5’in lizerinde olan 7
varyant ACMG 2015’e gore benign kabul edildi. Allel frekans: sifir olan KIAA0196 genindeki
heterozigot ¢.1859 T> C varyantin ise literatiirde HSP fenotipine neden oldugu bildirilmistir
(138). Bu mutasyonun validasyonu i¢in yapilan SD’de anne (I1.2) ve iki oglunda (I11.7) ayn1
mutasyon gosterilirken diger iki hasta bireyde (II1.4 ve IV.5) mutasyon gosterilemedi. Tespit
edilen bu mutasyon; (c.1859 T> C, p.V620A) KIAA0196 geninin 15. ekzonunda 1859.
pozisyonda bulunan timin niikleotidinin sitozin niikleotidi ile yer degistirmesi sonucunda 620.

pozisyonda bulunan valin aminoasidinin alanin ile yer degistirmesine neden olmaktadir.
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Gilinimiize kadar KIAA0196 geninde toplam 14 adet mutasyon tanimlanmis olup, bunlarin
tamami missenstir. Bizim buldugumuz p.V620A mutasyonu da missens olup daha once bir
ailede bildirilmistir (138). Literatiirde bildirilmis bu ailede, bizim ailemizdeki bulgulara benzer
olarak probandin sikayeti 22 yasinda bacaklarda gii¢siizliik olarak ortaya ¢ikmis, annesinde ise
semptomlar 30’1u yaslarda baslamisti. Probandda birinci motor néron bulgulari ile pes kavus
ve idrara ani sikisma hissi mevcut olup, annesinde klinik detay belirtilmemisti. Literatiirde
bildirilmis bu ailenin iist kusaklarinda spinoserebellar ataksi tip 6’ya (SCA6) neden oldugu
tespit edilmis, ancak bu mutasyon yukarida belirtilen iki hastada gdsterilememistir. Iki bireye,
olas1 bagka mutasyon veya mutasyonlarin saptanmasi i¢in TED analizi yapilmis, analiz
neticesinde anilan iki bireyde de SPG8 alt tip olarak kabul edilen KIAA0196 geninde p.V620A
mutasyonu tespit edilmistir. Boylece spinoserebellar ataksi tip 6 ile HSP alt tip 8 ayni ailede
farkli bireylerde saptanmistir. Ayni ailede birden fazla norolojik hastalik goriilmesi, bir ailede
farkli alt tip HSP'lerin de olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgu lokus heterojenitesi ile izah
edilebilir. Bu mutasyonlar agisindan bes no’lu ailedeki IV.5 no’lu bireye TED yapildi. Tespit
edilen 19 varyanttan allel frekans1 %5’in iizerinde olan 16 varyant ACMG 2015’e gore benign
kabul edildi. Allel frekans1 %5’in altinda olan ZFYVE27 ve C120rf65 genlerindeki varyantlarin
frekanslarinin hastalik frekansindan yiiksek olmasi, saglikli yetiskin bireylerde mevcut olmasi
ve in silico programlarda patojenitesinin gosterilememesi nedeniyle ACMG 2015’°e gore benign
kabul edildi. USP8 genindeki ¢.2327C>T varyantinin yukarida belirtilen iki varyanttan farkli
olarak in silico programlarda patojenik olabilecegi belirtilmistir. Bu gendeki mutasyonlar OR
kalitilan SPGS59 alt tipine neden olmaktadir. Simdiye kadar bu gende HSP fenotipine sahip olan
bir ailede tek bir homozigot mutasyon gosterilmistir (12). Literatirde USP8 ¢.2327C>T
varyant1 heterozigot tastyan 1011 olgu bildirilmis, ancak hi¢ birinde HSP veya HSP benzeri
bulgu bildirilmemistir. Hem kalitim kalibinin uyumlu olmamasi hem de bu varyanti tasiyan
bireylerde benzer fenotipin goriilmemesi nedeniyle bu varyantin hastalik yapici etkisinin
olmadig1 disiintilmektedir. Sonug¢ olarak bes no’lu ailedeki iki hastada da mutasyon

bulunamadigi i¢in genetik etiyoloji aydinlatilamamustir.

Alt1 no’lu ailede hastanin baglangic sikayetleri yiiriiylis bozuklugu ve bacaklarda
sertlesmeydi. Klinik belirtilerin ortaya ¢ikis zamani 25 yasti. Hastanin klinik ve fizik muayene
bulgulart HSP ile uyumluydu. Probandin EMG’sinde, kranial ve spinal MR incelemelerinde
patolojik bir bulguya rastlanilmamasi HSP hastalarinda beklenen bir durumdur. Kalitimin
kusaklar arasinda gegis Ozelliklerine bakildiginda, hastaligin disiden disiye aktarildigi

goriilmektedir. Erkek hastalarin heniiz ¢ocuk sahibi olmamalar1 nedeniyle mitokondriyel
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kaliim diglanamadi. Ancak HSP benzeri fenotipe sahip kompleks tipte paraplejiye sahip olan
mitokondriyal gegisin ¢ok nadir olmasi nedeniyle mitokondriyel kalitimdan ¢ok otozomal

dominant kalitim paternine uygun oldugu kabul edildi.

Hastanin hikayesi, fizik muayenesi, aile agaci analizi ve diger tetkikler birlikte
degerlendirildiginde oncelikle saf tip OD-HSP kabul edilen 1 hastada yapilan SD’de OD-HSP
klinigine neden olabilecek herhangi bir mutasyon tespit edilemedi. ikinci asamada yapilan
TED’de HSP iliskili genlerde toplam 15 varyant saptandi. Allel frekans1 %5’in iizerinde olan
13 varyant ACMG 2015’e gore benign kabul edildi. Allel frekansi %5’in altinda olan ZFYVE26
genindeki varyantlarin frekanslar1 hastalik frekansindan yiiksek olmasi, saglikli yetiskin
bireylerde de mevcut olmasi ve in silico programlarda patojenitesinin gosterilememesi
nedeniyle ACMG 2015’e gore benign kabul edildi. Sonug olarak alt1 no’lu ailedeki hastada
mutasyon bulunamadigi i¢in genetik etiyoloji aydinlatilamadi. Bu duruma neden olabilecek
faktorlerden birincisi, her ne kadar fenotip olarak benzemese ve klasik bir HSP tipi olarak kabul
edilmese de mitokondriyel kalitilan kompleks tip HSP benzeri hastalikla iligkili olan MT-ATP6
gen mutasyonlar: da bildirilmistir (60). Bu amagla mitokondriyel DNA izolasyonu yapilarak bu
gende olabilecek mutasyonun taranmasi gerekmektedir. Diger taraftan, SPG4 alt tip tanis1 alan
bireylerin 1/4’tinde SPAST geninde, SPG3A alt tip tanis1 alan bireylerin yiizde birinden azinda
ATL1 geninde heterozigot ekzonik delesyon da bildirilmistir (66, 75). Ayrica, SPG39 gibi alt
tiplerde de heterozigot ekzonik delesyon tanimlanmistir (149). Bir allel kayb1 olsa bile PZR
esnasinda diger alel ¢ogalabilecegi i¢in SD ve TED analizleri ile bu durumun tespit edilmesi
miimkiin degildir. Heterozigot ekzonik delesyonlar1 saptamak i¢in MLPA yontemi
kullanilabilir. Giiniimiizde SPG4 ve SPG3A alt tipler i¢in ticari MLPA probu mevcut olup, daha
nadir alt tipler i¢in ise hali hazirda bir prob bulunmamaktadir (150). Bu durumda klinik bulgular
dikkate alinarak MLPA probu tasarlanabilir ve mutasyon taramasi yapilabilir. Calismamizda
MLPA yontemi ile bahsedilen deneyler biit¢e kisitliligi nedeniyle gerceklestirilememistir.
Bunun diginda TED analiziyle tespit edilen ancak klinige nasil yansidigi bilinmeyen varyantlar
da mevcuttur. (151). Her sene ortalama 2-3 genin HSP ile iligkilendirildigi g6z 6niine alinacak
olursa, elde edilen TED analizi verilerinin belirli periyotlarla ¢ok merkezli calismalardan elde
edilen verilerle birlikte degerlendirilmesi ve kontrol edilmesi, yeni nadir alt tiplerin
tanimlanmasina imkan saglayacaktir. (12). Mevcut ¢alismadan elde edilen varyantlar belirli
araliklarla veritabanlari taranarak yeni tanimlanmis HSP tipleri ile iliskisi arastirilacaktir. Diger
taraftan bu klinik tabloya neden olabilecek mutasyonun kaynagi kodlanan bolge disindaki

intronlar, diizenleyici bolgeler ve intergenik bolgelerde de olabilir (152). Bu durum “HSPsome”
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adi1 verilen gen etkilesim agindaki genlerin ifade diizeylerini degistirerek etki edebilir (12).
Buna iliskin HSP molekiiler etiyolojisi aydinlatilamamis hastalara TGD analizi ile tani
konulabilecegi fikri ortaya atilmigtir. HSP hastalarinda TGD analizi deneysel olarak
kullanilmakla birlikte etkinliginin tam anlamiyla ortaya konulabilmesi i¢in daha fazla sayida
hastanin verilerine ihtiya¢ duyulmaktadir (152, 153). Son olarak epigenetik degisimlerin birgok
hastalik ile iligkisi belirlenmistir (154). Bu baglamda HSP klinigine neden olabilecek epigenetik
degisikliklerin tespitine yonelik her hangi bir ¢alisma heniiz bulunmamaktadir. Bu nedenle
hastalikla iliskili genlerin metilasyon paternini ortaya koyabilecek yeni nesil metilasyon

dizileme c¢alismalar1 6nerilmektedir.

Sanger ve tim ekzom dizileme yOntemlerinin asamali olarak birlikte kullanildig1 bu
calisma, klinik olarak saf tip otozomal dominant kalitilan HSP tanisi1 ile takip edilen ancak
molekiiler genetik etiyolojisi bilinmeyen hastalarin genetik etiyolojisi aydinlatilmis ve bu
sayede alt tiplendirme yapilarak daha saglikli genetik danigma verilebilme imkan1 saglanmustir.
SD ve TED’in birlikte uygulanmas1 HSP tanisinda ve tiplendirmesinde rutin bir analiz yontemi

olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

6 SONUCLAR
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Bu ¢alisma Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
ile Noroloji polikliniklerinde HSP tanisiyla takip edilen hastalarda yapildi.
Calismamiz; HSP tanist ile takip edilen hastalarin molekiiler etiyolojisinin
aydinlatilmas1 amaciyla ilk asamada SD ile SPAST, ATL1 ve REEP1 genlerinde Sanger
dizileme ile mutasyon taramasi yapilan, mutasyon bulunamayan bireylere TED analizi
yapilan ilk ¢alisma olma 6zelligine sahiptir.

SD ile ATL1 geninde 6 hastada literatiirde daha 6nce bildirilmis ¢.776C>A mutasyonu,
6 hastada literatiirde daha 6nce bildirilmemis ¢.470T>C mutasyonu tespit edildi ve bu
hastalara SPG3A tanis1 konuldu. SPAST geninde literatiirde daha once bildirilmemis 3
hastada ¢.1072G>C mutasyonu, 3 hastada ¢.1099-1G>C mutasyonu tespit edildi. Bu
hastalar SPG4 alt tip olarak adlandirildi.

Mutasyon tespit edilemeyen 3 hastaya TED analizi yapildi. 1 hastada (%33) KIAA0196
geninde literatiirde daha 6nce bildirilmis ¢.1859 T> C mutasyonu tespit edildi ve bu
hastanin diger iki akrabasinda SD ile mutasyon dogrulanarak toplam 3 hasta SPG8 alt
tip tanis1 aldu.

SPG8 tanis1 konulan ailede HSP klinigine sahip olan tiim bireylerde mutasyonun OD
HSP kalitimina uygun bir sekilde segrege oldugu belirlendi. Ancak tiim HSP klinigine
sahip bireylerde bu mutasyon gosterilemedi. Hastaligin heterojen olmasi nedeniyle ayni
aile i¢inde farkli mutasyon olabilecegi ve farkli bir HSP alt tipi olabilecegi diisiiniildii.
Nadir goriilen hastaliklarda ¢alisilan hasta sayisinin artmasiyla gen hastalik iligkisine
imkan saglacagi, bu nedenle TED analizi ile elde edilen varyantlarin klinik 6neminin
aciklanabilecegi diistiniilmektedir.

Calismada saptanan 5 mutasyondan 3’{i yeni mutasyondur. Bunlardan ACMG 2015'e
gore 1'1 patojen, diger 2'si ise olasi patojen olarak kabul edilmektedir. Bu mutasyonlarin
bilimsel literatiire katki saglayacagi 6ngoriilmektedir.

SD ve TED analizlerinin birlikte kullanilmasiyla ¢alismaya dahil edilen 23 bireyden
20’sinin (%87) molekiiler genetik etiyolojisi aydinlatilmisg, Klinik alt tipler belirlenmis

ve uygun genetik danisma verilmesi saglanmstir.
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