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RESUMEN (en espafiol)

La Paraparesia Espastica Hereditaria (PEH) agrupa un conjunto de desordenes
neurodegenerativos caracterizados por una dificultad insidiosa, progresiva, en ocasiones
severa, para la marcha. Todos ellos estan relacionados, clinica y patolégicamente, y su rasgo
comun es la degeneracion retrégrada de los axones mas largos del tracto corticoespinal (TCE)
y las columnas dorsales de la médula espinal. Esto ocasiona un sindrome piramidal
caracterizado por la aparicion de paresia y espasticidad crecientes en los miembros inferiores.
Algunos pacientes desarrollan ademas sintomas adicionales, neuroldgicos o no, como ictiosis,
neuropatia periférica o sindrome cerebeloso. También existe una gran variabilidad en cuanto al
grado de afectacion, la edad de inicio de los sintomas y la velocidad de progresién de la
enfermedad.

Esta heterogeneidad clinica se debe, en parte, a las bases genéticas de la enfermedad ya que
hasta el momento se han descrito 48 loci asociados a la enfermedad, para los que se han
descubierto 27 genes. Sus mutaciones afectan a diversas funciones intracelulares como el
transporte intracelular, la biogénesis de los organulos membranosos o la funcidon mitocondrial.
El patron de herencia puede ser autosémico dominante (PEH-AD), autosémico recesivo (PEH-
AR) o ligado al cromosoma X en funcién del locus, e incluso se ha descrito una forma de
herencia materna ligada a una mutacién en el genoma mitocondrial. Las formas dominantes
son las mas frecuentes en los paises occidentales, donde comprenden casi el 80% de los
casos; mientras que las formas recesivas constituyen alrededor del 15% y el 5% restante
corresponderia al resto de patrones de herencia (ligada al sexo, mitocondriales). También se
ha descrito que aproximadamente un 5-10% pacientes sin antecedentes familiares o
esporadicos son portadores de mutaciones en alguno de los genes ya identificados. Destacan
los genes SPAST/SPG4 y ATL1/SPG3A, pues en conjunto se encuentran mutados en
alrededor del 50% de las formas dominantes. El gen SPAST se asocia al 40% de los casos de
PEH-AD vy codifica para la proteina espastina, una ATPasa de la familia de las AAA, con
diversas isoformas e implicada en el corte de microtubulos, el transporte intracelular y el
remodelado de ciertos organulos. El gen ATL1 codifica para la atlastina-1, una GTPasa que
participa en la biogénesis del reticulo endoplasmico y resulta esencial en el desarrollo de
nuevas neuritas. Se estima que sus mutaciones afectan al 10% de los casos dominantes y
suele asociarse a una edad de inicio juvenil inferior a los 20 afios. Un gen mutado tanto en
formas recesivas como esporadicas es SPG7. Este codifica para la paraplegina que forma
parte del complejo mAAA y participa en la sintesis y degradacion de algunos componentes de
los complejos respiratorios y los ribosomas mitocondriales.

Por otro lado, la elevada frecuencia de casos aparentemente esporadicos y el hallazgo de
familias con una gran heterogeneidad fenotipica, sugieren la existencia de factores ambientales
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0 genéticos capaces de modular el desarrollo de la enfermedad. La genética mitocondrial
podria ser una fuente de heterogeneidad clinica ya que numerosas mutaciones asociadas a la
PEH se encuentran en genes codificantes de proteinas mitocondriales (SPG7, Hsp60 y ATP6)
y muchos casos de fenotipo complicado presentan similitudes con ciertos desoérdenes
mitocondriales. Ademas numerosos estudios han relacionado diferentes haplogrupos, o
combinaciones de polimorfismos del genoma mitocondrial, con la etiologia de ofras
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson o de Huntington.

En base a estos datos establecimos como objetivo general de este estudio determinar la
frecuencia, tipo y correlacion con el fenotipo clinico de las mutaciones en los genes
SPAST/SPG4, ATL1/SPG3A y SPG7 en una cohorte de pacientes espafioles con PEH, y
establecer si los haplogrupos mitocondriales pueden actuar como factor de riesgo y/o modular
el fenotipo de la enfermedad.

En el estudio se incluyeron 511 pacientes espanoles diagnosticados de PEH y no
emparentados entre si. También se incluyé una poblacion control de 400 individuos sin historial
de enfermedad neuroldgica. Para cada individuo se recopilé la informacién clinica relevante asi
como una muestra de ADN extraida a partir de sangre periférica. Cada gen fue analizado, en
un conjunto de pacientes seleccionados por sus caracteristicas clinicas, mediante
secuenciacion automatica y MLPA. En aquellos casos en que se halld6 una variante
potencialmente patogénica se procedidé a su caracterizacion mediante el estudio de la
segregacion con la enfermedad en los familiares disponibles y el andlisis de la poblacion
control. También se utilizaron herramientas bioinformaticas para realizar predicciones del
efecto de estas nuevas variantes en la estructura y funcion del ARN mensajero o la proteina
codificados por el gen. Para analizar la influencia de la variacion mitocondrial seleccionamos
los polimorfismos mitocondriales determinantes de los haplogrupos mas comunes y los
analizamos mediante digestion enzimatica. El analisis de las frecuencias de las diferentes
variantes halladas y su correlacion con las diferentes variables clinicas se realiz6 mediante el
paquete estadistico SPSS, recurriendo a los tests de Chi-cuadrado y ANOVA en funcién de las
necesidades.

Entre los resultados de este estudio cabe destacar que, aunque nuestra serie de pacientes es
similar a otras poblaciones caucasicas en cuanto a su estructura genética y caracteristicas
clinicas, presenta un porcentaje de casos juveniles y de casos con herencia recesiva y fenotipo
puro mayores que en otras poblaciones. El gen SPAST fue el mas frecuentemente mutado en
la poblacion espafiola y presenté una mayor penetrancia entre los hombres. Las mutaciones en
el gen ATLL1 se asociaron a una edad de inicio juvenil y destacé la mutacion p.Arg239Cys como
punto caliente mutacional. El andlisis de los genes SPAST y SPG7 mediante la técnica de
MLPA es imprescindible en casos con claros antecedentes familiares, dada la frecuencia
relativamente alta de grandes reordenamientos hallados. Hallamos una asociacion entre las
mutaciones en SPG7 y un patréon de herencia dominante con penetrancia incompleta mientras
que su asociacién al desarrollo de fenotipo complicado fue menor a la descrita en otras
poblaciones. Ademas confirmamos el efecto deletéreo del alelo p.510Val del gen SPG7 en
presencia de otras mutaciones y su papel como factor de riesgo para el desarrollo de PEH. Un
9% de los pacientes esporadicos o de historia familiar desconocida fueron portadores de
mutaciones en uno de los 3 genes analizados, por lo que seria recomendable abordar su
estudio molecular aun en ausencia de antecedentes familiares. Finalmente, los haplogrupos
mitocondriales europeos mas comunes no contribuirian a la patogenia de la PEH en la
poblacion espafiola. Sin embargo, tanto el haplogrupo J como el polimorfismo mitocondrial que
lo define (M.A10398G) parecieron relacionarse con desarrollo de sintomas adicionales.
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RESUMEN (en Inglés)

Hereditary Spastic Paraplegia (HSP) englobes a group of neurodegenerative disorders
characterized by a progressive —can become severe- difficulty in walking. These disorders are
clinically and pathologically related and their common feature is the “diying-back” axonopathy
that afects the longest axons of the corticospinal tract and the dorsal columns of the spinal cord.
This retrograde degeneration causes a pyramidal syndrome characterized by an insidiously
progressive weakness of the lower-extremities and spasticity in the legs. Some patients present
additional neurological or non-neurological symptoms such us ichthyosis, peripherial
neuropathy or cerebelar syndrome. Besides, the age of the patient, speed and degree of the
patient’s symptoms vary greatly.

This clinical heterogenity is partly due to the genetics of the disorder. At this moment 48 loci had
been related to HSP and 27 genes have been discovered. Mutations in these genes affect
different intracelular functions such us intracelular cargo transport, membranous organelles
biogenesis or mitochondrial function. HSP may be transmitted in an autosomal dominant (AD-
HSP), autosomal recessive (AR-HSP) or X-linked manner depending on the locus. Even
maternally inherited form, related to a mutation on mitochondrial genome, has been described.
Domint forms are most frequent on occidental countries, accounting for almost 80% of cases;
while recessive forms and other inherited patterns correspond to 15% and 5% of cases (X-
linked and mitochondrial forms), respectively. Some data point out that around 5-10% of
sporadic cases or patients without a family history of the disease present a mutation in any of
the already known genes. Overall, SPAST/SPG4 y ATL1/SPG3A genes related cases
correspond to 50% of AD-HSP. SPAST is associated to 40% of dominant cases and encodes
spastin protein, an AAA family ATPase, with several isoforms and implicated in microtubules
severing, intracellular transport and certain organelles shaping. ATL1 encodes atlastin-1
protein, a GTPase participating in endoplasmic reticulum biogenesis that is critical for new
neurites growing. Mutations in ATL1 are associated to the 10% of dominant cases in our cohort
and are related to a juvenile onset, under 20 years-old. SPG7 is mutated among recessive and
sporadic cases. It encodes paraplegin, a component of the mAAA complex that takes part in the
synthesis and degradation of some respiratory complex and mitochondrial ribosomes proteins.

However, the high frequency of apparently sporadic cases and the existence of fenotypically
heterogeneous families suggest the influence of different environmental and genetic factors on
the progression of the disease. Mitochondrial genetics could be a source of such clinical
heterogeneity as several HSP associated mutations had been found in genes encoding
mitochondrial proteins (SPG7, Hsp60 y ATP6) and many additional symptoms resemble those
present in patients with mitochondrial disorders. Besides, several studies had yet related some
haplogroups, or mitochondrial polymorphisms combinations, with different neurodegenerative
disorders etiology, like Parkinson’s or Huntington’s diseases.

Based on these data we decide to determine SPAST/SPG4, ATL1/SPG3A and SPG7 genes
mutation frequency, type and correlation to clinical phenotype in a Spanish cohort of HSP
patients, and to establish the influence of mitochondrial haplogroups on the disease by acting
as a risk factor or modulating the phenotype.

The study included 511 HSP Spanish non-related patients and a control population of 400
individuals without a history of neurologic disease. We obtained the clinical information and a
peripherial blood purified DNA sample of each individual. We analyzed each gene, in a group of
patines selected by their clinical characteristics, by means of automatic sequencing and MLPA.
We analyzed the familial segregation and the control population for every potentially pathogenic
variant found. We also utilized bioinformatic tools to predict the effect of those new variants on
the structure and function of the messenger ARN and the protein encoded by the affected gene.
To analyze the influence of mitochondrial variation we selected the mitochondrial polimorfisms
that determined the most common European haplogroups and analyzed it by enzimatic
digestion. The analysis of each variant frequency and its correlation to the different clinical
variables was performed using the SPSS statistics program, using the Chi-squared and ANOVA
tests.
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Although the genetic structure and clinical characteristics of our HSP patients resemble those
described in other Caucasian populations, the percentage of juvenile cases and patients with
recessive inheritance and pure phenotype is higher than in other cohorts. SPAST gene is the
most frequently mutated gene in Spanish patients and presents a higher penetrance among
men. ATL1 mutations are associated to a juvenile age at onset and p.Arg239Cys is highlighted
as a mutational hotspot. SPAST and SPG7 analysis by MLPA technique seems to be essential
in cases with a clear family history, due to the relatively high frequency of rearrangements
found. There is an association among SPG7 mutations and AD-HSP with an incomplete
penetrance while its association to complicated phenotype development is lower than that
observed in other populations. Furthermore, we confirmed the deleterious effect of p.510Val
allele in SPG7 in presence of other mutations and its paper as a risk factor for HSP
development. 9% of the sporadic patients or cases with an unknown family history carry a
mutation in one of the three studied genes, pointing to the necessity of addressing their
molecular study even in the absence of a family history. Finally, the mitochondrial haplogroups
most common in Europe do not seem to contribute to HSP pathogeny in the Spanish
population. However, both haplogroup J and the mitochondrial polymorphism that defines it
(m.A10398G) seem to be related with the development of additional symptoms.

SR. DIRECTOR DE DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA Y MORFOLOGIA CELULAR



Lo que sabemos es una gota de agua,

lo que ignoramos es el océano.

Sir Isaac Newton
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Introduccién

1. Introduccidén

1.1. Paraparesia Espéastica Hereditaria:  Caracteristicas
generales, diagndéstico y tratamiento

El término Paraparesia Espastica Hereditaria (PEH [MIM 182601]) agrupa un conjunto
de desérdenes neurodegenerativos caracterizados por una dificultad insidiosa,
progresiva, en ocasiones severa, para la marcha'. Todos ellos estan relacionados, clinica
y patoldgicamente, y su rasgo comun es la degeneracion retrégrada de los axones mas
largos del tracto corticoespinal (TCE) y las columnas dorsales de la médula espinal.
Esto ocasiona un sindrome piramidal caracterizado por la aparicion de paresia y

espasticidad crecientes en los miembros inferiores®.

1.1.1. Epidemiologia

Se trata de una patologia relativamente poco frecuente cuya prevalencia en Cantabria
fue fijada por Polo y colaboradores (1991) en 9,6 pacientes por cada 100.000
individuos, por lo que podria haber unos 4000 casos en todo el pais’. Sin embargo se ha
descrito que la prevalencia varia con el origen étnico y geografico, asi como con el
subtipo considerado. Segun diferentes estudios, se estima que la PEH puede afectar a
entre 1 y 20 individuos por cada 100.000 habitantes en funcion de la poblacion
analizada, aunque la mayoria de los autores lo sitlian entre 3 y 6 casos. Las tasas de
prevalencia tienden a ser mayores en las regiones con mayor tasa de consanguinidad, y
la gran variabilidad descrita podria explicarse, en parte, por la elevada proporcion de

. L. . ., . 3-8
portadores asintomaticos que genera una subestimacion de la frecuencia real™™.

1.1.2. Antecedentes historicos

En 1880, Ernst Adolf Striimpell realiz6 la primera descripcion fiable de un caso de PEH
al mencionar a dos hermanos con una “seudo-paralisis progresiva espasmoédica de las
piernas”, con preponderancia de la espasticidad dindmica sobre la debilidad y la
hipertonia en reposo. Incluso fue capaz de circunscribir la neurodegeneracion a la
médula espinal, afectando especialmente al tracto corticoespinal y a las columnas
dorsales. Su trabajo fue continuado por el neurdlogo francés Maurice Lorrain, quien en
1894 escribi6 una tesis sobre el tema. Ya a principios del siglo XX, Pratt fue el primero

en sugerir la division entre los casos que exhibian Gnicamente una paraparesia espastica
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y aquellos en los que se observaban sintomas adicionales, y que ¢l dio en llamar “PEH

., 9-10
mas sindromes”

. Dada la gran variedad de sintomas que podian presentar los
pacientes, durante afios no se reconoci6 la PEH como una entidad clinica y patologica
bien definida. Schwarz y Liu (1956) y Behan y Maia (1974) revisaron la escasa
literatura existente y realizaron estudios histopatologicos detallados, sugiriendo la
inclusion de este conjunto de patologias bajo el término eponimo “paraplejia espastica

familiar de Stn'jmpell—Lorrain”l1'12

. En 1981, Anita Harding estableci6 una clasificacion
de la PEH, segun la cual se determinaba la existencia de un fenotipo puro o complicado
en funcion de la ausencia o presencia de sintomas adicionales al sindrome piramidal.
Propuso ademas la clasificacion de la enfermedad en funcion de la edad de debut en
PEH tipo I y tipo II"°. En el momento actual, las clasificaciones de PEH se hacen en

funcién de criterios clinicos, pero también genéticos.

1.1.3. Cuadro clinico y prognosis

La PEH es una enfermedad heterogénea, tanto a nivel clinico como genético. La edad de
inicio considerada como el momento en que aparecen los primeros sintomas y/o signos
oscila entre la primera infancia y la octava década. En los casos de presentacion mas
temprana puede manifestarse como un retraso psicomotor en el inicio de la sedestacion,
la bipedestacion o en el inicio de la deambulacién'*'®. No obstante, los primeros
sintomas suelen aparecer mas tarde, a modo de rigidez en las piernas y torpeza al
caminar, con tropiezos y caidas recurrentes seguidas de un deterioro de la marcha lento
pero progresivo. La progresion parece ser mas rapida cuanto mas tardio es el inicio de la
enfermedad mientras que en los casos con inicio antes de los 20 afios la evolucion es
més lenta'”.

Se estima que al menos el 65% los individuos presentan la forma pura de la enfermedad
cuyo rasgo distintivo es la presencia de espasticidad en los musculos de los miembros
inferiores debida a hipertonia e hiperreflexia, es decir, un tono muscular excesivo
acompafiado de una exaltacion de los reflejos'®. Las respuestas plantares suelen ser
extensoras (signo o reflejo de Babinski positivo). Otros posibles sintomas son debilidad
muscular, urgencia urinaria asociada a la hipertonia del esfinter urinario, disminucion de
la sensaciéon vibratoria en el extremo distal de las extremidades inferiores
(hipopalestesia) y en ocasiones, deterioro de la propiocepcion. Con el tiempo, es comun
que el sujeto desarrolle escoliosis, deformaciones de los pies y “paso de tijera”,

consistente en cruzar una pierna por delante de la otra durante la marcha a causa de un
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espasmo del musculo aductor extensivo'*'’. Aunque los miembros superiores no suelen
verse afectados ocasionalmente puede detectarse cierta hiperreflexia®.

En los casos de PEH complicada se suman otros sintomas, neuroldgicos o no, como
ictiosis, neuropatia periférica, ataxia, nistagmo, distonia, epilepsia, retinopatia,
amiotrofia, retraso mental o demencia entre otros. Pueden aparecer aislados,
combinados o incluso en forma de sindromes cominmente asociados a un tipo genético
de PEH concreto, como son los sindromes de Kjellin (SPG15) o Silver (SPG17) 2122

La enorme variabilidad inter e intrafamiliar impide pronosticar el curso de la
enfermedad. Algunos autores han sefialado que el fenotipo puro se asocia por lo general
a una prognosis mas benigna al no verse afectadas la fuerza y la destreza en los
miembros superiores, las funciones cognitivas o la deglucion; mientras que las formas

. e 1723
complicadas suelen tener un peor prondstico' .

Variabilidad fenotipica

En general, las familias con patron de herencia dominante suelen presentar fenotipo
puro, pero se han descrito numerosas excepciones en pacientes portadores de mutacion
en algunos de los loci mas comunes como SPG3A, SPG4 y SPG10 ***. Por el
contrario, las familias con patron de herencia recesiva tienden a desarrollar sintomas
adicionales, pero se han hallado casos con fenotipo puro asociados a mutaciéon en los
genes SPG7 y SPG11 ***". Ademas, las formas ligadas al cromosoma X mas comunes,
SPG1 y SPG2, suelen cursar con un cuadro complicado y con frecuencia muy severo™.
Sin embargo, se han descrito familias con ligamiento a los loci SPG16 y SPG34,
localizados en el cromosoma X, que manifestaron fenotipo puro incluso tras décadas de
evolucién™™".

También existe variabilidad intrafamiliar de modo que pacientes de una misma familia y
portadores de la misma mutacion pueden manifestar diferentes fenotipos. Ademas, se
han descrito mutaciones con penetrancia incompleta o expresividad variable
dependientes de la edad'*** .

Esta gran heterogeneidad dificulta el diagnostico genético pues, aunque la presentacion
clinica pueda dar indicios de la causa genética subyacente, no es posible predecir el
locus mutado. El asesoramiento genético permite estimar el riesgo de herencia de una

determinada mutacion y se pueden realizar diagndsticos presintomaticos y prenatales,

pero no se puede predecir la edad de inicio o la evolucion de la enfermedad.
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Factores modificadores del fenotipo

La elevada frecuencia de casos aparentemente esporadicos, asi como la existencia de
familias con una gran heterogeneidad fenotipica, sugiere la existencia de factores
ambientales o genéticos capaces de modular el desarrollo de la enfermedad®.

En los tltimos afos se han descrito familias con PEH ligada al locus SPG4 en las que
los hombres presentaban una mayor penetrancia y expresividad de la enfermedad con
una prevalencia aparentemente mayor entre los hombres (ratio hombres:mujeres de
1,29; p-valor < 0,001)***. Por ello, se ha planteado la hipétesis de que el papel
neuroprotector de los estrégenos podria reducir la penetrancia de las mutaciones en las
mujeres. El consumo de alcohol o la exposicidon a neurotoxinas se han postulado como
factores ambientales moduladores del fenotipo®®>’.

Entre los factores genéticos moduladores destacan las variantes p.Ser44Leu y
p-Pro45GIn en el gen SPAST/SPG4 que se han asociado a variaciones en la edad de

16,38
d B

inicio y la agresividad de la enfermeda . Ambas se encuentran en sitios de

fosforilacién y se cree que podrian modular la actividad o el nivel de expresion o
degradacion de la espastina, la proteina codificada por este gen™*.

Por otra parte, la variante p.Gly563Ala hallada en la Hsp60 (SPG13), se asoci6 a una
disminucion significativa de la edad de inicio en pacientes portadores de mutaciones en
SPAST?.

Se ha observado en algunas familias el fendmeno de anticipacion o disminucién de la
edad de inicio con las generaciones, -caracteristico de otras enfermedades
neurodegenerativas y relacionado con la expansion de ciertos tripletes de nucledtidos™.
Sin embargo, no se han detectado expansiones de tripletes en los loci SPG y hay quien
considera los casos descritos son fruto de un sesgo, ya que es mas sencillo detectar a los
nifios con antecedentes familiares* ™.

La genética mitocondrial podria ser una fuente de heterogeneidad clinica mas ya que
numerosas mutaciones asociadas a la PEH se encuentran en genes codificantes de
proteinas mitocondriales y muchos casos de fenotipo complicado presentan similitudes

. , . .1 46-47
con ciertos desordenes mitocondriales .

1.1.4. Diagnéstico

La sospecha clinica de PEH se basa en la existencia de signos o sintomas caracteristicos
de la enfermedad como la alteracion de la marcha, hipertonia e hiperreflexia en las

piernas, debilidad muscular, presencia de reflejos patoldogicos como Babinski, etc.
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Ademas, la sospecha diagndstica puede apoyarse en estudios neurofisiologicos, estudios
de neuroimagen, existencia o no de antecedentes familiares y un diagndstico diferencial
con otras causas de paraparesia espastica como la esclerosis multiple, la ataxia de
Friedrich o los traumatismos y neoplasias en la médula espinal. En el caso de formas
complicadas, también se debe excluir la posibilidad de la coexistencia de PEH con otra
enfermedad neurologica'.

El diagnéstico definitivo de PEH se establece una vez identificada la mutacion causante
de la enfermedad. En los ultimos afios y gracias a los avances en el campo de la
genomica se han descrito muchos loci/genes nuevos, documentandose hasta el momento
mas de 48 loci asociados a la enfermedad para los que ya se han identificado 27 genes®.
Aunque el solapamiento clinico entre muchos de estos loci hace dificil predecir la causa
genética en un paciente concreto, el tipo de fenotipo y el patron de herencia pueden ser
Gtiles en la aplicacion de una estrategia racional para el diagnostico molecular®.
Ademas, el diagndstico genético permite realizar estudios genéticos presintomaticos y

prenatales en aquellas familias en las que se ha identificado la mutacioén causante de la

enfermedad facilitando, asi, el asesoramiento genético49.

1.1.5. Tratamiento

En la actualidad, el tratamiento de la PEH es puramente paliativo ya que no existen
farmacos capaces de curar la enfermedad o frenar su evolucion. Asi, el procedimiento
ante esta enfermedad se basa en el control médico de los sintomas complementado con
medidas y equipamiento de apoyo como férulas o muletas. Los firmacos empleados
atenuan la sintomatologia para aumentar la calidad de vida del paciente. La mayoria son
antiespasmodicos o relajantes musculares que ayudan a reducir la espasticidad como el
baclofeno (un depresor del sistema GABAérgico a nivel medular), el dantrolene (un
relajante directo del musculo esquelético) o las inyecciones intramusculares de toxina
botulinica (con accion anticolinérgica en la uniéon neuromuscular). En casos avanzados,
estos farmacos pueden llegar a suministrarse por via intratecal. La urgencia urinaria es
debida a una hiperreflexia del musculo detrusor que puede ser mitigada mediante
oxibutinina, un antiespasmodico que ejerce un efecto anticolinérgico sobre el musculo
liso de un modo selectivo, aumentando la capacidad de la vejiga y retrasando el deseo
inicial del vaciado. La fisioterapia no puede detener la degeneracion del tracto
corticoespinal pero mantiene y aumenta la fuerza y la amplitud de movimiento de los

, eqe 17
musculos, facilitando la marcha .
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Gracias al mayor conocimiento de la patologia molecular de la enfermedad se estd
investigando en modelos animales el posible uso de nuevas terapias como la vinblastina,
un farmaco capaz de desestabilizar los microtubulos; o la inyeccidon de copias normales
del gen mutado. Sin embargo, estas alternativas terapéuticas se encuentran aun en fases

iniciales del estudio™®>!.

1.2. Fisiopatologia

La principal caracteristica neuropatologica de la PEH es la degeneracion del TCE, la via
descendente encargada de la iniciacion de los movimientos voluntarios finos y habiles,
cuya disfuncion genera debilidad, torpeza y dificultad en la iniciaciéon de los
movimientos voluntarios'*?’. El TCE también se conoce como via piramidal pues se
compone de los axones de las motoneuronas superiores o de primer orden, que son
neuronas piramidales de la corteza motora. La via piramidal atraviesa la cdpsula interna
y el tronco encefélico, para formar las pirdmides de la médula donde el 75-95% de las
fibras cruzan o “decusan” al lado opuesto formando el haz piramidal cruzado que inerva
la musculatura del lado contrario del cuerpo. El resto de las fibras, el haz piramidal
directo, acabaran decusando a la altura del cuello y el torax. Una vez que el terminal
axonico alcanza el segmento medular correspondiente, cada motoneurona superior
contacta con una motoneurona inferior o de segundo orden por mediacion de una
interneurona. Finalmente, la motoneurona inferior lleva el impulso nervioso desde el
asta anterior de la médula hasta el musculo correspondiente. La degeneracion de los
axones de las motoneuronas superiores entorpece o impide la inhibicién del arco reflejo
miotatico medular por lo que el tono muscular se eleva y aparece la espasticidad.
También, parece ser el origen de la urgencia urinaria por hipertonia del esfinter
urinariog’sz(Figura 1).

En la PEH también pueden degenerar algunas vias ascendentes o sensitivas que
transportan la informacién captada por propioceptores como los husos neuromusculares
y los organos tendinosos de Golgi. En condiciones normales permiten conocer la
posicion relativa de las articulaciones y la tension ejercida por cada musculo, una
informacion esencial para realizar los movimientos con destreza. Normalmente se ve
afectado el fasciculus gracilis o tracto de Goll, cuyas neuronas reciben sinapsis de los
receptores sensoriales situados en los miembros inferiores y del tronco hasta la vértebra
T6, transmitiendo la informaciéon al tdlamo donde sera filtrada antes de pasar a la

corteza sensorial. Su degeneracion podria estar implicada en la aparicion de algunos de
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los sintomas iniciales mas frecuentes como son la inestabilidad, los tropiezos y las
caidas. Aunque en menor medida, también puede degenerar el fasciculus cuneatus o
tracto de Burdach, que lleva al tdlamo la informacion sensorial de la parte superior del
cuerpo, incluyendo el tronco por encima de la vértebra T6 y las extremidades
superiores. Estos tractos transportan también parte de la informacion del tacto profundo,
la vibracion y el dolor visceral, pudiendo ser la base de trastornos de la sensibilidad
como son la hipopalestesia (disminucion de la sensibilidad a la vibracion) y las
disestesias (trastorno de la sensibilidad, que suele dar sensacion de hormigueo e incluso
dolor). Por otra parte, alrededor de un cuarto de los casos tienen afectado el tracto
espinocerebeloso dorsal. Este lleva la informacion sensorial al cerebelo y es basico en el
control de la posicion de las articulaciones, afectando al mantenimiento de la postura
corporal y el equilibro. Es mas, se cree que el dafio en estas vias propioceptivas es la

, 14.53-
causa de que la PEH tenga un efecto mas acusado durante la marcha que en reposo'*”’

54
Es notable el hecho de que los dos tractos afectados de modo constante en los pacientes
de PEH sean los compuestos por las fibras mas largas del sistema nervioso central
(SNC) y que, a pesar de la duracién de la enfermedad, las células de origen de estos
tractos se conserven practicamente intactas en la mayoria de los casos'’. Esto seria
consecuencia de que el proceso de degeneracion de las vias nerviosas es retrogrado
(fenomeno “dying-back™), iniciandose en los extremos finales de los axones™.

En los casos de fenotipo complicado pueden verse lesionadas otras partes del sistema
nervioso, tanto central como periférico. Por ejemplo, la degeneracion axonal puede
extenderse al sistema nervioso periférico causando neuropatia periférica y a la materia
blanca en otras regiones del SNC observandose lesiones difusas de la materia blanca o
el adelgazamiento del cuerpo calloso o TCC (del ingles thin corpus callosum). En
ocasiones se produce degeneracion de la retina o atrofia del nervio optico. También hay
casos con atrofia cortical tanto del cerebro, relacionada con retraso mental o deterioro
cognitivo; como del cerebelo, que genera signos cerebelosos como ataxia, nistagmo,
disartria, dismetria, temblor, etc. Se han descrito algunos casos con distonia, lo que
sugiere que también puede existir afectacion de los ganglios basales. Ademads, puede
producirse amiotrofia aunque probablemente sea secundaria debida a la degeneracion de
las motoneuronas inferiores. Algunos pacientes presentan ictiosis, una enfermedad

, . 12,52
cuténea en la que la piel aparece seca y escamosa'””>.
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Figura 1. Tracto corticoespinal (Extraido del sitio web http://iupucbio2.iupui.edu).
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1.2.1. Anatomia patoldgica

La degeneracion de los axones se puede detectar en las regiones correspondientes a las
vias descendentes (motoras) y ascendentes (sensitivas) de la médula espinal al tefiir
cortes histoldgicos de la médula espinal observandose desmielinizacion y gliosis en las
regiones con degeneracion axonal ',

La degeneracion del TCE concuerda con los resultados de las pruebas de neuroimagen,
como la resonancia magnética nuclear (RMN), en las que se observa un adelgazamiento
de la médula precisamente en la region cervical inferior y explica que las extremidades
inferiores sean las primeras y, normalmente, las tnicas afectadas®®. Entre las vias
ascendentes o sensitivas el fasciculus gracillis es el mas afectado por la degeneracion y
por ello se cree que es el responsable de la disminucion del area transversal medular
observada en la region toracica superior' '’

También, se ha descrito pérdida de células del asta anterior y de células de Betz en la
capa V de la corteza motora y pérdida de mielina concomitante con la degeneracion
axonal' >,

En algunos casos se han observado dilatacion ventricular, aparicion de lesiones difusas
en diferentes zonas de la materia blanca (hiperintensidades en RMN e hipodensidades
en tomografia axial computerizada), incluido el cuerpo calloso, y atrofia leve a

moderada de regiones de la corteza cerebral, el cerebelo o los ganglios basales® .

1.2.2. Patologia molecular

Los genes/loci cuyas mutaciones se han asociado a PEH codifican para proteinas de
funciones muy diversas, aunque parecen converger en un nimero limitado de vias como
son el transporte intracelular, la actividad mitocondrial o el desarrollo embrionario.
Todas ellas estan estrechamente ligadas al desarrollo y mantenimiento de los axones

(Figura 2).

Transporte intracelular y trafico de membranas

Las motoneuronas superiores transmiten la informaciéon motora a gran velocidad desde
la corteza motora hasta el asta anterior de la médula espinal gracias a que su
extraordinaria longitud, de hasta 1 metro, evita la necesidad de disponer de sinapsis
intermedias. El mantenimiento de sus largos axones implica una compleja maquinaria

intracelular en la que intervienen citoesqueleto, proteinas motoras y diversos organulos
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membranosos. La gran variedad de mecanismos y componentes implicados en todo el
proceso, asi como la especificidad del mismo, lo hacen muy vulnerable y, quiza por
ello, sea una de las funciones celulares mas frecuentemente afectada en los casos de
PEH. Al menos 8 de los 48 loci / 27 genes asociados a la enfermedad, estan
relacionados con esta funcidon y las mutaciones en €stos suponen aproximadamente, un
60% del total de los casos™ .

Asi, el gen KIF5A (SPG10) codifica la cadena pesada de la kinesina, una proteina
motora implicada en el transporte axonal anterégrado rapido dependiente de los
microtubulos®’. La espastina, codificada por el gen SPAST (SPG4), interviene en el
remodelado y reciclaje de los microtibulos que actian a modo de vias de transporte
para las kinesinas y otras proteinas motoras .

En otros casos, las proteinas afectadas participan en el modelado de estructuras
membranosas. La interaccion entre atlastina-1 (codificada por el gen ATL1/SPG3A), la
espastina y la proteina REEP1 (del inglés receptor expression-enhancing protein 1,
SPG31), es fundamental en el modelado del RE®. La estrumpelina (SPG8) y la
maspardina (SPG21) intervienen en el trafico de vesiculas endosémicas hacia el trans-
Golgi®®.

Por ultimo, estarian las moléculas implicadas en la regulacion de la sefializacion
mediada por receptores. La atlastina-1 (SPG3A), la espastina (SPG4), la espartina
(SPG20) y la proteina transportadora de magnesio NIPA1 (SPG6) inducen normalmente
la degradacion del receptor tipo II de BMP (BMPRII) inhibiendo la via de sefalizacion
BMP (proteinas morfogenéticas Oseas), implicada en numerosos procesos del

66-67
desarrollo

. Este hecho sugiere que el efecto patogénico de las mutaciones en estas
proteinas podria revertirse mediante drogas capaces de inhibir esta via. Ademads, la
espartina (SPG20) media la degradacion del EGFR (del inglés epidermal growth factor
receptor) mientras que la alsina (ALS2), implicada en caso de esclerosis lateral
amiotrofica con cuadros clinicos muy similares a la PEH, se ha relacionado con la via

de sefializacion Ras®®®.

Funcidon mitocondrial

Las neuronas del tracto corticoespinal y las columnas dorsales son grandes y tienen un
gran consumo energético por lo que, a fin de compensar la lenta difusion del ATP en el
citoplasma, presentan mitocondrias en las regiones mas alejadas del soma o con mayor

demanda energética. La distribucion de estos organulos y su correcto funcionamiento
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son fundamentales para el mantenimiento neuronal. Al menos cuatro de las proteinas
ligadas a la PEH actian como chaperonas que intervienen en el correcto plegamiento y
ensamblaje de diversos péptidos mitocondriales: REEP1 (SPG31), paraplegina (SPG7),
Hsp60 (del inglés Heat shock protein 60 KDa, SPG13) y espartina (SPG20)""".
También se ha descrito una familia con una mutacion en el gen mitocondrial ATP6, que

codifica una subunidad de la ATPsintasa o0 Complejo V de la cadena respiratoria® .

Desarrollo neuronal

Se han descrito dos genes cuyas mutaciones estan asociadas a formas de PEH en las que
los pacientes presentan defectos en el desarrollo neuronal. El gen LICAM (SPGI)
codifica para la molécula de adhesion celular L1, una glicoproteina implicada en la
migracion neuronal y la extension de las neuritas’®. Por otro lado, el gen PLP1 (SPG2)
codifica para la lipoproteina-1, que es expresada por los oligodendrocitos y resulta
esencial en el mantenimiento de los axones”.

También, la atlastina-1 participa en el desarrollo de las sinapsis y el crecimiento axonal,
probablemente a través de la via de sefializacion BMP y de la morfogénesis del RE y el
aparato de Golgi (AG), lo que podria explicar su frecuente asociacion al inicio infantil

67,76-77
de la enfermedad’” .

Otras funciones

El gen CYP7B1 (SPGS5) codifica un miembro de la familia de citocromos P450
monooxigenasas implicado en el metabolismo del colesterol en diversos organos,
incluido el cerebro donde parece estar implicado en la sintesis de neuroesteroides’®.

Las mutaciones en la espartina (SPG20) y la seipina (SPG17) también afectan al
metabolismo lipidico, ya que regulan la biogénesis y reciclaje de los cuerpos lipidicos o
adiposomas’”*’. Ademas, las mutaciones en la seipina también parecen causar la
acumulacién de la proteina aberrante en el RE con el consiguiente estrés para el
organulo, por lo que podria considerarse un caso de agregacion proteica®'.

La proteina ERLIN2 (del inglés endoplasmic reticulum lipid raft associated 2, SPG18)
media la degradacion de los receptores activados del inositol trifosfato. Por este motivo
su mutacion altera la homeostasis del calcio, un mecanismo esencial en funciones como
el aprendizaje motor, la transmision sinaptica o la expresion génica entre otras

muchas®.
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Figura 2. Patologia molecular de la PEH. Resumen de algunas de las proteinas y vias o funciones

intracelulares afectadas en la PEH (Figura extraida de Blackstone 2012)

1.3. Genéticade la PEH

La PEH es una enfermedad genéticamente compleja pues se sabe de, al menos, 48 loci
asociados a alguna de las formas de la enfermedad para los que se han identificado 27

genes (Tabla 1) (HGNC www.genenames.org, consultado el 8 de agosto de 2012)%. Los

patrones de herencia pueden ser autosdémico dominante (PEH-AD), autosémico recesivo
(PEH-AR) o ligado al cromosoma X, e incluso se ha descrito una forma de herencia
materna®. Las formas de PEH-AD son las mas frecuentes en los paises occidentales,
donde comprenden casi el 80% de los casos; mientras que las formas recesivas
constituyen alrededor del 15% y el 5% restante corresponderia al resto de patrones de
herencia (ligada al sexo, mitocondriales). También se ha descrito que aproximadamente
un 5-10% de los pacientes sin antecedentes familiares o esporadicos son portadores de

mutacion en algunos de los genes ya identificados'’.
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Tabla 1. Loci/genes implicados en la patogenia de la PEH.

Locus Localizacién Gen Proteina Funcién afectada Frecuencia  Fenotipo Referencia
Herencia autosémica dominante
SPG3 14921.3 ATL1 atlastin-1 Trafico ER-Golgi. Estructura ER 10% Puro/Complicado 102
SPG4 2p24-p21 SPAST spastin Microtibulos. Transporte intracelular. 40% Puro/Complicado 125
SPG6 15q11.2 NIPAl NIPA1 Transporte de Mg2+. Trafico endosdmico. 9 familias Puro/Complicado 126
SPG8 8q24.13 KIAA0196  strumpellin  Trafico de vesiculas endosémicas 5 familias Puro 127
SPG9 10923.2-q24.2 - - - 2 familias Complicado 128
SPG10 12q13.13 KIF5A KIF5A Transporte anterdgrado rapido 7 familias Puro/Complicado 129
SPG12 19q13 RTN2 reticulon-2  Estructura ER 2 familias Puro 130
SPG13 2q33.1 HSPD1 Hsp60 Biogénesis mitocondrial 1 familia Puro 131
SPG17 11q13 BSCL2 seipin Metabolismo lipidico 16 familias Sind. de Silver 22
SPG19 9q33-q34 - - - 1 familia Puro 132
SPG29 1p31.1-p21.1 - - - 1 familia Complicado 133
SPG31 2pl1.2 REEP1 REEP1 Estructura ER 2.3%-6.5% Puro/complicado 134
SPG33 10q24.2 ZFYVE27 Protrudin Crecimiento de neuritas 1 familia Puro 135
SPG36 12g23-q24 - - - 1 familia Puro 136
SPG37 8p21.2-q13.3 - - - 1 familia Puro 137
SPG38  4pl6-pl5 - - - 1 familia Complicado 138
SPG40 - - - - 1 familia Puro 139
SPG41 11p14.1-p11.2 - - - 1 familia Puro 140
SPG42 3q SLC33A1 SLC33A1 ( Transportador de acetil-CoA? 1 familia Complicado 141
Herencia autosémica recesiva
SPG5A  8q21.3 CYP7B1 CYP7BI Metabolismo neuroesteroideo 5 familias Puro/Complicado 142
SPG7 16q24.3 SPG7 paraplegin Biogénesis mitocondrial 1-4% Complicado 110
SPG11 15q13-q15 KIAA1840  spatacsin (Expresion génica? 21% Complicado 143
SPG14 3q27-q28 - - - 1 familia Complicado 144
SPG15 14g23.3 ZFYVE26 spastizin Trafico endosdémico 10 familias Complicado 21
SPG18 8pl11.23 ERLINZ2 ERLIN2 Degradacion del receptores activados de IP3 3 familias Complicado 145
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(Continuacion tabla 1)

Locus Localizacién Gen Proteina Funcién afectada Frecuencia Fenotipo Referencia
Herencia autosémica recesiva
SPG20 13q13.1 KIAA0610  spartin Homeostasis mitocondrial. Trafico endosémico 1 familia Sind. de Troyer 146
SPG21 15921-q22 ACP33 maspardin Trafico endosoma-Golgi 1 familia Sind. de Mast 65
SPG23 1q24-q32 - - - 5 familias Sind. de Lison 147
SPG24 13q14 - - - 1 familia Puro 148
SPG25 6q23-q24.1 - - - 1 familia Complicado 149
SPG26 12pll.1-q14 - - - 1 familia Complicado 150
SPG27 10922.1-q24.1 - - - 1 familia Complicado 151
SPG28 14921.3-q22.3 - - - 1 familia Puro 152
SPG30 2q37.3 KIF1A - Transportador axonal de vesiculas sinapticas 1 familia Puro/Complicado 153
SPG32 14q12-g21 - - - 1 familia Complicado 154
SPG35 16921-g23.1 FA2H FA2H Mielinizacion 2 familias Complicado 155
SPG39 19p13 PNPLAG NTE Desarrollo embrionario. Mantenimiento axonal 1 familia Complicado 156
SPG43 19p13.11-q12 - - - 1 familia Complicado 157
SPG44 1q41-q42 GJC2 GJC2 Conexina expresada en ciertas células gliales 1 familia Complicado 158
SPG45 10924.3-q25.1 - - - 1 familia Complicado 159
SPG46 9p21.1-g21.11 - - - 1 familia Complicado 160
SPG47 Ip13.2-1p12 AP4B1 - - 1 familia Complicado 161
SPG48 7p22.1 KIAA0415 - (Reparacion del ADN? 2 familias Puro 162
Herencia ligada al sexo
SPG1 Xq28 L1CAM L1CAM Mielinizacion Raro complicado 163
SPG2 Xq22 PLP1 PLP1 Mielinizacion Raro Complicado 164
SPG16 Xqll.2 - - - 1 familia Puro 165
SPG22  Xq2l SLC16A2  MCTS - - Ef:i d‘};ﬁ;ﬁﬁ‘ey 119
SPG34 Xq24-q25 - - - 1 familia Puro 31
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1.3.1. Formas Autosdmicas Dominantes

Se han identificado 19 loci con herencia autosémica dominante para los que se han
descrito, hasta el momento, 11 genes. Tres de ellos, SPAST/SPG4, ATL1/SPG3A y
REEP1/SPG31, comprenden alrededor del 50% de los casos de PEH-AD, lo que
corresponde aproximadamente al 40% de los casos totales™. Sin embargo, se cree que el
numero de loci es mucho mayor ya que hay familias en las que atn no se ha identificado
el gen/loci asociado a la enfermedad. Esta forma de herencia suele asociarse a fenotipo
puro aunque cada vez se describen mdas casos complicados con mutaciones en estos

85
genes .

Gen SPAST (SPG4)

La PEH de tipo 4 (SPG4) (MIM #182601) es con diferencia la forma mas frecuente ya
que comprende alrededor del 40% de los casos de PEH-AD, lo que equivale
aproximadamente al 30% de los casos totales; si bien en algunas poblaciones se han
descrito frecuencias menores cercanas al 15%"%°,

El gen SPAST/SPG4 es de expresion ubicua aunque es mas abundante en ciertos
subtipos neuronales de la corteza o el estriado como las células de Purkinje o las
neuronas piramidales®*’. Se encuentra en la regién cromosoémica 2p22-p21, se expande
a lo largo de 95 Mb y comprende 17 exones™. Presenta dos inicios de transcripcion
situados en los codones 1 y 87, a partir de los cuales se generan una isoforma larga
(M1) y una corta (M87), respectivamente™. Ademas, como un proceso no patogénico,
se puede producir el procesamiento alternativo del exén 4.

Este gen codifica para la proteina espastina una proteina cortadora de microtiibulos. Al
igual que el resto de proteinas de la familia AAA (ATPasas asociadas a diversas
actividades celulares), presenta una region muy conservada que contiene un dominio de
unién e hidrdlisis de ATP. Este se sitia en la region carboxilo-terminal, entre los
aminoacidos 342 y 599, que son codificados por los exones 6 a 17 del gen. En el
extremo amino-terminal se encuentran otros dominios importantes como el dominio
transmembrana putativo o HR (del inglés hidrofobic region), el dominio MIT (domain
contained within microtubule-interacting and trafficking molecules) y el dominio
MTBD (microtubule binding domain) (Figura 3). Estos median la unién de la espastina
a otras moléculas como la atlastina-1, el NA14 o el CHMPI1B, y le permiten anclarse a

los microtibulos. Se cree que de este modo reclutan a la espastina localizando su accion
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en zonas de remodelado de microtibulos o transporte intracelular. En el extremo amino-
terminal también se encuentran dos senales de localizacion nuclear (NLS) y dos senales
de exportacion nuclear (NES). Dado que la isoforma corta carece de los 86 primeros
aminoacidos no presenta la HR, las NES y la primera NLS, lo que modifica su patron de
distribucion y su capacidad de interaccionar con otras proteinas® "%,

No existe un consenso sobre cudl de las isoformas tiene mayor relevancia patogénica.
La isoforma corta es la mas abundante en todos los tejidos, se asocia a los microtubulos
y aparece en el nlcleo y asociada a proteinas centrosémicas. En cambio, la isoforma
larga se expresa casi exclusivamente en el SNC y es activamente expulsada del nucleo
hacia el citoplasma gracias a las sefiales de exportacion nuclear, coincidiendo con la
localizacion mayoritariamente citoplasmica de la espastina en las neuronas®**°!. Otra
evidencia a favor de la importancia de la isoforma larga es la existencia de mutaciones
situadas en los codones iniciales y el aparente efecto modificador del fenotipo de los
polimorfismos p.Serd44Leu y p.Pro45GIn. Sin embargo, hay quienes sugieren que en
realidad podrian afectar a la expresion de la isoforma corta a partir del promotor criptico
situado en el primer exon®>? |

Las mutaciones en SPG4 se han asociado clasicamente al desarrollo de PEH pura
aunque en los Gltimos afios se han descrito varias familias con formas complicadas'®**"
' Hay descritas mas de 400 mutaciones de diferentes tipos: mutaciones de cambio de
sentido, mutaciones sin sentido, mutaciones que afectan a la pauta de lectura, y

mutaciones que afectan al proceso de ayuste del ADN

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=SPAST, consultado el 8 de agosto de

2012). La frecuencia de mutaciones recurrentes es baja y la mayor parte de ellas son

familia-especificas’>*>*°

. Dado que las mutaciones tienden a concentrarse en el dominio
AAA y la espastina se reune formando hexdmeros activos, se ha propuesto que
provocan la pérdida de funcién de la proteina con efecto dominante negativo’ *. Sin
embargo, muchas de las mutaciones generan una proteina truncada o incluso un
mensajero inestable que se degrada antes de traducirse. En este caso se podria postular
como mecanismo patogénico la haploinsuficiencia o disminucion de la espastina activa

por debajo de un umbral determinado®**’.

Esta hipotesis encajaria mejor con la
penetrancia incompleta y variable expresividad de algunas de las mutaciones asociadas
a SPG4, pero no se excluye que el mecanismo patogénico difiera en funcién del tipo de

mutacion y de la funcion afectada.
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La secuencia del gen SPAST estd muy conservada a lo largo de la escala evolutiva lo
que concuerda con el bajo nimero de polimorfismos descritos. Destacan las variantes
p.Ser44Leu y p.Pro45GIn que aparecen tanto en la poblacion control como en la de
pacientes, si bien parecen actuar como modificadores del fenotipo clinico

condicionando edades de inicio mas precoces™.

A)
1 2 3 4 67 89 10 1112 13 14 15 16 17

]

B

) M1 57 79 M|87116 197 270 328 342 599 616
I HR I [ omT ' MTBD AAA ATPasa ]
NLS NES NLS

Figura 3. A) Gen SPAST/SPGA4. B) Estructura de la proteina espastina.

Gen ATL1 (SPG3A)

Las mutaciones en el gen ATL1/SPG3A (MIM #182600) aparecen en alrededor del 10%
de las familias con patrén de herencia autosémico dominante y estan asociadas a edades
de inicio muy temprano (<10 afios)'”. Aunque tradicionalmente se ha considerado un
locus ligado a fenotipo puro, en los Gltimos afios se han descrito varias familias con
fenotipo complicado'®".

El locus SPG3A se encuentra en la region 14q11-q21 y se expande a lo largo de unas 75
kb. Contiene el gen ATL1, de 14 exones, que se transcribe para dar un ARN mensajero
de 2528 pb. y se traduce generando la proteina atlastina-1, de 553 aminoacidos. Esta
proteina es homodloga en secuencia, estructura y funcion a la familia de las dinaminas, a
la proteina de unidon a guanilato 1 (GBP1) y a las mitofusinas, todas ellas GTPasas
implicadas en procesos de trafico intracelular de membranas (Figura 4) '%.

En la regiéon amino terminal de la atlastina-1 se encuentra el dominio de uniéon a
guanilato llamado dominio G o GBP que adquiere una estructura globular y permite a la
atlastina-1 aprovechar la energia generada en la hidrolisis de GTP a GDP y GMP'**'®,
Ademas, presenta dos dominios transmembrana situados en la region carboxilo-
terminal, que adquieren una conformacion en horquilla permitiendo la insercion en la
cara externa de la bicapa lipidica de las vesiculas y haciendo que los dos extremos de la

proteina se encuentren orientados hacia el citoplasma. Entre el dominio G y los

dominios transmembrana se sitia el dominio M (del inglés middle domain), que
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contiene dos motivos denominados “coiled-coils” capaces de formar un haz de a-hélices
entrelazadas que participan tanto en la dimerizacion, pues la atlastina-1 forma
homotetrameros activos, como en la interaccion con otras proteinasm.

Aunque es una proteina de expresion ubicua, la atlastina-1 se halla en mayor
concentracion en el cerebro, en especial en las neuronas piramidales de la lamina V del
cortex motor, las areas CA1 y CA3 del hipocampo, la amigdala y los nticleos talamicos.
Este hecho concuerda con la disfuncion selectiva del TCE en los pacientes con
mutaciones en el gen SPG3A'®. Su distribucién varia en funcién del estadio celular.
Durante el desarrollo neuronal se encuentra principalmente en los conos de crecimiento
axonal y de hecho, se ha comprobado que su déficit durante este estadio inhibe la
elongacion de los axones, lo que podria estar relacionado con su asociacion a formas
precoces de PEH'®. Sin embargo, en las neuronas ya maduras se encuentra tanto en las
neuritas como en el soma, generalmente en asociacion con organulos membranosos
como el Endosoma, el RE y el AG'®.

Hasta el momento actual, se han descrito casi 50 mutaciones, tanto de cambio de
aminoacido  como  deleciones e  inserciones en el gen  ATL1

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=ATL1, consultado el 8 de agosto de

2012). Las mutaciones tienden a concentrarse en los exones 4, 7, 8 y 12, los cuales
codifican los dominios citoplasmico y transmembrana, y se cree que interfieren en la
oligomerizacion y en la interaccion con otras proteinas. El predominio de mutaciones
que generan cambios de aminoacido sugiere que el efecto patogénico podria ser debido
a una ganancia de funcidon de efecto toxico o a una pérdida de funcion, si bien la
haploinsuficiencia no puede ser descartada. Por ejemplo, se cree que las mutaciones que
afectan a la actividad GTPasa actian de modo negativo dominante al promover la
formaciéon de oligdomeros disfuncionales compuestos tanto por formas mutantes como
normales de la proteina’®. Se han propuesto diversas actividades celulares que podrian
verse alteradas por las mutaciones en la atlastina. Inicialmente, se apost6 por el trafico
vesicular por su similitud con las dinaminas. Sin embargo, en los ultimos afios ha
ganado importancia su papel en el modelado de la red tubular del RE y en la formacion
y maduraciéon del AG, pues parece promover la formacion y trafico de vesiculas desde

el RE hacia el AG'%17,
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A)
1 2 34 5 6 78 9 10 11 12 13 14
54 HIHH! H—HH
B)
1 30 338 347 449 468 472 494 553
[ Dominio G Dominio M ™ ™

Figura 4. A) Gen SPG3A/ALT-1. B) Estructura de la proteina atlastina-1.

1.3.2. Formas Autosdmicas Recesivas

Esta forma de herencia es especialmente frecuente en regiones con altas tasas de
endogamia y que, por lo tanto, presentan una mayor tasa de consanguinidad*'®®. En
Thnez se ha estimado que el 97.3% de las familias presentaban un patrén de herencia
recesivo'”. Por otro lado, los sindromes de Troyer y MAST, dos raras formas de PEH-
AR asociadas a mutaciones en las proteinas espartina y maspardina(SPG20 y SPG21),
respectivamente, son especialmente frecuentes entre las familias de la etnia Amish®*.
Hasta el momento, se han descrito 24 loci y 13 genes asociados a las formas recesivas
de PEH entre los que destacan: SPG5A, SPG7, SPG11 y SPG15 ®. El resto de
loci/genes solo se han encontrado en una ¢ 2 familias y, junto al hecho de que en mas de
un 50% de los casos no se haya identificado el loci/gen causal, sugiere que este tipo de
herencia presenta un elevado grado de heterogeneidad genética.

Los fenotipos complicados son habituales en las familias con PEH-AR, siendo el mas
frecuente el adelgazamiento del cuerpo calloso, que se ha estimado aparece en un 28-

. 1
35% de los casos recesivos’ ™%,

Gen SPG7Y
El locus SPG7 (MIM *602783) contiene el gen SPG7, que fue el primero que se asocio

a PEH-AR. Se localiza en la region cromosdmica 16q24.3, se compone de 17 exones
que abarcan 52 kb y codifica una proteina de 795 aminoacidos llamada paraplegina''
(Figura 5).

La paraplegina es una metaloproteasa mitocondrial perteneciente a la familia de las
AAA, y ademds del dominio AAA caracteristico, presenta dos dominios peptidasa
denominados FtSH y M41. Junto a su proteina homologa AFG3L2 forma los complejos

m-AAA, unos heterotetrameros situados en la membrana mitocondrial interna, donde

ejercen su funcion chaperona y proteasa, interviniendo en el ensamblaje y degradacion
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de los complejos de la cadena respiratoria. Se ha demostrado que la disfuncion de sus
proteinas homologas en levaduras dificulta el ensamblaje de los complejos respiratorios
induciendo un déficit de actividad de la cadena respiratoria''' "', Ademas, los analisis
en fibras musculares de pacientes portadores de mutacion en SPG7, revelaron una
reduccion de la actividad del Complejo I y un aumento de la sensibilidad al estrés
oxidativo, un fenotipo que pudo ser rescatado gracias a la expresion exdgena de
paraplegina normal®’. Por otra parte, se observé en levaduras y ratones que el complejo
m-AAA participa en la regulacion de la biogénesis mitocondrial a través del
procesamiento del péptido MrpL32, una de las subunidades de las particulas
ribosomales mitocondriales'"”.

Esta forma de PEH representa aproximadamente el 1,5%-4,5% de los casos totales de
PEH-AR, aunque ha sido asociado a un numero creciente de casos aparentemente

26,47,114

esporadicos . Por el momento se han descrito 40 mutaciones de todo tipo en el gen

SPG7 (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=SPG7, consultado el 8 de agosto

de 2012). Algunos autores han sugerido que la herencia en PEH asociada a SPG7 podria
seguir un patron AD con penetrancia reducida pues abundan las familias que presentan
una sola mutacion en heterocigosis segregante con la enfermedad **''>'1°,

A diferencia de los genes SPAST y ATL1, el gen SPG7 es muy polimorfico y se han
hallado numerosos cambios no sinénimos que aun no han podido ser clasificados como
variantes neutras, factores de susceptibilidad o mutaciones causales, dificultando la
interpretacion de los resultados obtenidos™. Destaca la variante p.Ala510Val cuya
frecuencia parece menor en la poblacion general que entre los pacientes y para la que se
ha postulado un papel patogénico que se pondria de manifiesto al aparecer en “trans”

con una mutacién®®'®,

Esta hipotesis estaria avalada por los estudios de
complementacion realizados en levaduras que indican un efecto deletéreo de esta
variante sobre la funcion de la proteina''”.

Las mutaciones en este gen suele asociarse a fenotipo complicado con neuropatia
periférica o signos de afectacion cerebelosa pero también se han descrito casos de PEH

47,116,118
pura™” .
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Figura 5. Estructura A) del gen SPG7 y B) de la proteina paraplegina.

1.3.3. Formas de herencia ligada al cromosoma X

Son formas raras pero ya se han descrito 5 loci para los que se conocen 3 genes: L1-
CAM (SPG1), PLP (SPG2) y SLC16A2 (SPG22)"*7>'"®_ Son relativamente faciles de
reconocer en la practica clinica por su fenotipo y modo de herencia. Las mutaciones en
L1-CAM suelen dar lugar a retraso mental, disgenesia del cuerpo calloso e hidrocefalia,
solapandose con la clinica de los sindromes de MASA y CRASH. La PEH asociada a
mutaciones en PLP cursa con anomalias en la materia blanca que pueden generar desde
un fenotipo leve de inicio adulto hasta uno mas severo, conocido como enfermedad de
Pelizacus-Merzbacher. Las mutaciones en SLC16A2 dan lugar al sindrome de Allan-

Herndon-Dudley, caracterizado por retraso mental, hipotonia y atrofia muscular®.

1.3.4. PEH idiopética o esporadica

En la practica clinica se detectan casos aparentemente esporadicos o idiopaticos de

59,120
. La

paraparesia espastica que comprenden alrededor del 8% de los casos totales
ausencia de antecedentes familiares puede deberse a factores tan diversos como la
muerte prematura del transmisor, la existencia de portadores asintomadticos o la
ocurrencia de mutaciones de NOVO o mosaicismos germinales. En algunos casos, el
diagnodstico inicial de paraparesia espastica aparentemente esporadica es transitorio,
pudiendo cambiar cuando se profundiza en la historia familiar o la enfermedad
evoluciona identificindose otra enfermedad como por ejemplo, esclerosis lateral
amiotrofica'®.

Aproximadamente un 2%-15% de los casos esporadicos son portadores de mutaciones

, 114,116,121-124
en alguno de los genes mas frecuentemente mutados .

1.4. Genética Mitocondrial y PEH

Numerosas evidencias sugieren la existencia de una relacion entre la funcion

mitocondrial y la PEH ya que al menos 2 de los genes asociados a PEH codifican
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proteinas mitocondriales: SPG7 y Hsp60 '°*'®". Ademas, se ha observado un déficit de
la actividad de los complejos I y II/III en pacientes con PEH, independientemente de la
presencia de mutaciones en los genes asociados a las proteinas mitocondriales
paraplegina y Hsp60*®'®. También se ha descrito una gran familia, que presentaba un
cuadro clinico tipo PEH de inicio tardio y herencia por via materna, en la que
finalmente se detectd la mutacion m.9176T>C en el gen mitocondrial ATP6 que
codifica para un componente del Complejo V de la cadena respiratoria o ATP Sintasa®’.
Algunos autores incluso han sefialado las similitudes entre algunos fenotipos
complicados de PEH y Ia clinica asociada a algunas enfermedades mitocondriales, como
son la presencia de demencia, ataxia, atrofia Optica, sordera o neuropatia periférica,
entre otras*®>’.

La disfuncion mitocondrial parece un factor determinante en la etiologia de numerosas
enfermedades degenerativas multisistémicas humanas. La funcion de estos organulos se
relaciona, en parte, con las diferentes combinaciones de polimorfismos presentes en el
ADN mitocondrial (ADNmt), cominmente denominadas haplogrupos mitocondriales
(Figura 6). Esta relacion parece deberse a que los haplogrupos generan sutiles
diferencias tanto en las tasas de transcripcion y traduccion de la molécula de ADNmt
como en los niveles de actividad de las proteinas polimorficas que codifican, lo que
finalmente se traduce en variaciones en el ratio de produccion de ATP, calor y especies

109171 Asi, algunos haplogrupos actuarian como factores de

de oxigeno reactivas
susceptibilidad para el desarrollo de diversas patologias y/o como modificadores del
fenotipo o de la agresividad con que se manifiesta la enfermedad. Por ejemplo, los
haplogrupos J y U se han asociado a un menor riesgo de padecer enfermedad de
Parkinson y demencia tipo Alzheimer, respectivamente; mientras que el haplogrupo H
se ha asociado a un mayor riesgo de desarrollar esclerosis multiple. La edad de inicio de
la enfermedad de Huntington podria estar condicionada por el haplogrupo H, mientras
que ciertos haplogrupos y subhaplogrupos influyen en la penetrancia de algunas

mutaciones del ADNmt asociadas a la neuropatia Optica hereditaria de Leber o
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Figura 6. Representacion del genoma mitocondrial con los polimorfismos que determinan los

haplogrupos mitocondriales europeos mas frecuentes (indicados entre paréntesis).
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2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es determinar la frecuencia, tipo y correlacion con el

fenotipo clinico de las mutaciones en los genes SPAST/SPG4, ATL1/SPG3A y SPG7 en

una cohorte de pacientes espafioles con PEH, y establecer si los haplogrupos

mitocondriales pueden actuar como factor de riesgo y/o modular el fenotipo de la

enfermedad.

Los objetivos concretos fueron los siguientes:

1.

Obtener informacion clinica de una serie de 511 pacientes diagnosticados de
PEH.
Estudio molecular del gen SPAST/SPG4 en toda la cohorte de pacientes.

Establecer correlaciones genotipo-fenotipo.

. Estudio molecular del gen ATL1/SPG3A en pacientes con PEH autosoémica

dominante y/o edad de inicio temprana (menor de 10 afios) sin mutacion en el
gen SPAST. Establecer correlaciones genotipo-fenotipo.

Analizar el gen SPG7 en pacientes con PEH autosdmica recesiva y en casos,
aparentemente aislados, no portadores de mutaciéon para el gen SPAST.
Establecer correlaciones genotipo-fenotipo.

Analizar la posible correlacion entre la variabilidad fenotipica y los haplogrupos
mitocondriales.

Elaborar en base a los resultados obtenidos un protocolo de diagnostico

genético-molecular de la PEH en nuestra poblacion.
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Pacientes y métodos

3. Pacientes y métodos

3.1. Pacientes y controles

Este estudio fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Universitario Central de
Asturias (HUCA) y todos los participantes, tanto pacientes como controles, firmaron un
consentimiento informado para su inclusion en el mismo.

En total se incluyeron en el estudio 511 pacientes espafioles diagnosticados de
paraparesia espastica hereditaria, siendo todos ellos casos indice no emparentados. El
diagnostico fue establecido por neurdlogos cualificados pertenecientes a Servicios de
Neurologia de diferentes hospitales de Espafia en base a los criterios establecidos para la
PEH". Los pacientes presentaban fundamentalmente signos piramidales en los
miembros inferiores (debilidad y espasticidad) y, mediante los hallazgos clinicos,
radiologicos o bioquimicos disponibles, se excluyeron otras causas de paraparesia
espastica como esclerosis multiple, tumores cerebrales, leucodistrofia, etc.

Los datos relativos a la historia clinica que fueron recogidos incluian sintomatologia de
inicio (retraso en hitos motores como sedestacion o deambulacion, rigidez, calambres,
perturbacion de esfinteres, depresion, etc.), signos piramidales (reflejos exaltados,
respuesta plantar extensora, tono muscular), debilidad y atrofia muscular en miembros
superiores e inferiores, sensibilidad vibratoria, signos y sintomas extrapiramidales
(neuropatia periférica, distonia, sindrome o sintomas cerebelosos, atrofia Optica,
deterioro cognitivo, retraso mental, etc.).

La presencia de historia familiar se establecid tras entrevista con el paciente y, cuando
fue posible, por examen de los familiares en primero y segundo grado del probando,
clasificandose como patron de herencia autosdémica dominante o recesiva segun el caso.
Los pacientes que carecian de antecedentes familiares se catalogaron como
“aparentemente esporadicos” mientras que los casos con supuestos antecedentes
familiares imposibles de comprobar o sin datos clinicos acerca de los familiares se
clasificaron como “patron de herencia desconocido™.

Por otro lado, para validar las variantes genéticas no descritas previamente, se
estudiaron 400 individuos control de la poblacion del Principado de Asturias reclutados
a través del Banco de Sangre del Centro Comunitario de Transfusion del Principado de
Asturias. Ninguno de ellos presentaba sintomas de PEH u otros desordenes

neuroldgicos.
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3.2. Extraccion de ADN de sangre periférica

Se obtuvieron 10 ml de sangre periférica en tubos de extraccion con EDTA como
anticoagulante. E1 ADN de los linfocitos fue extraido y purificado siguiendo el método
de precipitacion salina (salting out), previamente descrito por Miller y colaboradores
(1988)'". El ADN asi obtenido se resuspendio en 500 pl de agua destilada con azida
sodica. A partir de cada muestra obtenida se prepard un alicuota diluida a unos 50 ng/ul
que se conservo a 4°C para su uso diario, reservando el resto para su conservacion a —

20°C.
3.3. Estudio de los genes SPAST, ATL1y SPG7

3.3.1. Andlisis mediante secuenciacion directa

Se amplificaron mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (o PCR por sus siglas
en inglés) los 17 exones codificantes del gen SPAST/SPG4 y unas 50 pb de la regiones
intronicas flanqueantes. Las amplificaciones se realizaron utilizando las parejas de
cebadores indicados en la tabla 2, que se disefiaron a partir de la secuencia genémica

ENSG00000021574 (http://www.ensembl.org).

Para el analisis del gen ATL1/SPG3A se amplificaron los exones codificantes 2 a 14y a
unas 50 pb de los intrones flanqueantes tomando como referencia la secuencia genémica
ENSG00000198513. Los cebadores empleados se indican en la tabla 3.

Para el gen SPG7 se amplificaron los 17 exones codificantes junto con 50 pb de los
intrones flanqueantes. Ademas, se amplifico la region 3° no traducida (3°’UTR)
contenida en el exén 17 (ENSG00000197912). Los cebadores empleados se indican en
la tabla 4.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo partiendo de unos 100 ng de ADN, 0.7 uM de
cada cebador (sentido, también llamado forward o F y antisentido, reverse o R)
(Thermo, Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulm, Alemania), 200 uM de cada
desoxirribonucleotido-trifosfato dNTP (Fermentas, Thermo Fisher Scientific GmbH,
Ulm, Alemania), 2 mM de MgCI2 (BIOTOOLS B&M Labs, S.A., Madrid, Espafia) y 1
unidad (U) de Tag ADN polimerasa (BIOTOOLS B&M Labs, S.A., Madrid, Espana),
completando con agua destilada hasta un volumen final de reaccion de entre 10 y 20 pl
segun las necesidades. Los fragmentos amplificados fueron purificados utilizando el kit
DNA Extraction Kit (BIOTOOLS B&M Labs, S.A., Madrid, Espafa), siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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Los fragmentos purificados fueron secuenciados bidireccionalmente. La reaccion de
secuenciacion se realizo utilizando 1-5 pl del producto de PCR, 3 pmol del cebador
correspondiente y Sul Terminator Ready Reaction Mix. Posteriormente, se procedio a la
purificacion de ésta mediante la adicion de 37 ul de solucion SAM™ y 9ul de la
solucion BigDye®XTerminator™ Applied Biosystems (California, EEUU). Los
productos purificados se sometieron a electroforesis capilar en un sistema ABI
PRISM® Genetic Analyzer 3130 Applied Biosystems (California, EEUU).

Las secuencias obtenidas fueron alineadas mediante el programa informatico
SeqScape® version 2.6 y los electroferogramas fueron comparados con la secuencia de
referencia del gen correspondiente.

La nomenclatura a nivel de ADN complementario (o cDNA por sus siglas en inglés) y
de proteina se realiz6 siguiendo las recomendaciones de la Human Genome Variation

178

Society (http://www.hgvs.org/mutnomen/) *°. En todos los casos se nombraron las

posiciones nucleotidicas considerando como la posicion 1 el nucledtido A de la
metionina indicada como codon de inicio de la transcripcion (ATG) en las secuencias de
los cDNAs de SPAST/ SPG4 (ENST00000315285), ATL1/SPG3A (ENST00000358385)
y SPG7 (ENST00000268704). En cuanto a la region 3’UTR, las posiciones se
nombraron tomando como posicion 1 el primer nucledtido después del ultimo

nucleodtido del codon de parada indicado en la secuencia del cDNA.
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Tabla 2. Cebadores empleados en la amplificacion del gen SPAST/SPG4. Se indican ademas el exén
amplificado, la temperatura de anillamiento de cada pareja de cebadores y el tamafio del

fragmento resultante.

Exén Secuencia (5" =2 3") Temperatura Tamarfio del
de cebamiento  amplificado
W) (pb)

| F- GACAGCGACAGGAAGGGAG 59 474
R- AGAGCCACACGAAGAGGAG

1 F- GTTTGGTCGCCTTCCACCT 61 306
R- ACCCCACCGCCTTCTTCC

5 F- GATTTGCAATATTTAGTGTACTC 54 295
R- AAATAAATAGATCTGAAATCTGG

3 F- TTATCGTGAAACAATATTAGTTG 54 225
R- CTATTTCTTTCTACAAATTAAAGTTT

4 F- TGTTCATTATCTTTTTTCTTTTT 54 220
R- TAAGTAAGACTCTTACTTTGCATG

5 F- GTAAATGTTAGGTTGTATTTTCAT 54 315
R- TCCTGACATGTTTTATAAGTAAA

6v 7 F- TCATAGGGCTTAGGCTTC 54 630
Y R- TGGATTCAGTAACAGATGGT

3 F- CTGTTTGGGAAGATGCTACTG 54 260
R- CTCAAGGACAAGATAAGTTTCTT

9 F- GGCCTCATAGCTTACATTTTTAG 54 270
R- ATACGACAATATTGGAAACAGAG

10212 F- CTGTGTGCTAGATTTTCAACA 54 730
R- TGTAAGATGGACACATGAGTAA

13 F- CTTTTCCTGTCATTTGCTGT 54 132
R- GATGGTAGTTCTTGTTTCTGC

14 F- ATCATTAATTCTGAAATTAGACTGA 54 220
R- ACTCATTTCATACTTAAGATTACTTT

15 F- GATCATGCCATTGCACTC 54 240
R- GGACTTCTTAAACTTCTAAGGTG

16 F- TGTATGTATTTTTAAGTGCCTGAC 54 125
R- TTACAATATAGAAGACAAAGAAAAT

17 F- AACCACCATATACCTGTTGA 54 300
R- GTAAGACTCTAAAAAGTCCTGTAA
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Tabla 3. Cebadores utilizados en la amplificacién del gen SPG3A/ATL-1. Se indican ademas la

temperatura de anillamiento de cada pareja de cebadores, el exon amplificado y el tamafio del

fragmento resultante.

Exén Secuencia (5' 23") Temperatura Tamafio del
de cebamiento  amplificado
W) (pb)

) F- AGCATAAAATGAGCATTTATAA 54 410
R- AAAGCACTGAGGTTGGAAT

344 F- CCTTTTAACTCGAATTGGAG 54 283
R- CTAATTATAACATGTATGTAGAAACAC

5 F- GTGGTAACTGATATTTTTAAAAGT 54 246
R- CAGAATCAGAATCTGATTATGTT

6 F- GAAAGAAAGCCAAGAATTAAA 54 241
R- GAGAAGGAAACATGACCCT

748 F- ACTGGTTTCCATATAAAGCA 54 1200
R- AAAATGACATTTTTATAATCAGAC

9 F- GAGTGATGGCATTATCACTG 54 347
R- GTACCTTTGCTCCCATATTAT

10 F- GGGAATTTAAGTATGAGAAAGA 54 182
R- ATTCTGTCTAATATTGTTATTTGG

11 F- ATTTTGAGGACTTTGGTTTCT 54 270
R- GTGTGTACAGTGTAACATGGAA

12 F- TTTTGATACAGTTGCCAATT 54 550
R- ACATTCAAATGTGTGCTGAA

13 F- AAATTAATATTGTAAGCAAAGTTG 54 277
R- CACCAAAGATTGTTCTAATCTAC

14 F- TTTTACATCTGTGTGTTTAATAAA 54 250

R- AGCACTTTGAATGTTTGCA
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Tabla 4. Cebadores utilizados en la amplificacion del gen SPG7. Se indican ademas la temperatura
de anillamiento de cada pareja de cebadores, el exédn amplificado y el tamafio del fragmento

resultante.

Exén Secuencia (5" 2 3") Temperatura  Tamafio del
de cebamiento amplificado
W) (pb)

| F- AGCTGTGGGGACCGCGCA 65 329

R- GGCTGGGCCTTACAGAGCAGA

> F- CGATTTTTAGTCTGCATTGCT 56 330
R- GAGCTCTGATCACACCATTG

3 F- GATATAAGTAGGTTTTTCAGATGG 53 300
R- GACTGGTTTCACCTTGCTAA

4 F- TCTGTTGCTCATGTGTTTGTT 54 365
R- CCACAGCCTCACTCTCACA

5 F- TAGTTTCTGAATGGTGTCCTCT 53 303
R- CAAGCATCAACAAATACATCC

6 F- CTCATCTTGGAAACATTGCC 53 279
R- CTTATGGGAAAAGTATTCAGCA

7 F- GACATGAGTGAAGCCTTGG 56 347
R- CACGTCATCGATGGAATTC

3 F- GACCCAGAGAGACCTTACCTC 53 317
R- CCAGAGGAAGGATGTGTGA

9 F- GTACAGGAAGAGGCTTTGTTT 56 306
R- TGTTCTGAAAGACATCGGAA

10 F- GGGGAAATCTGTTGTGTCA 53 277
R- TCTTAGAGGAGAGGCCAGAC

1 F- TGTGGCAGTAACTAGGCTTGA 55 293
R- CAGGCTTGTACTGAGCAGA

12 F- TCCTCTTAAGCCCTGATAGC 53 265
R- TTCCATCCACCTCACCTCT

13 F- CTCGAACTCCTGTCCTCAG 55 331
R- CCCAGTCAGCTACTGACACA

14 F- TAATGACGGAGACCTCTTAGTC 56 320
R- ATGCACTGGAACAGAAGGA

15 F- CTGCCTCAGTGCTCTGAC 55 336
R- CGACCCTTGTGTGGTAGA

16 F- GTGTTCCCAGTCTGCCATT 56 759
R- CCTTGGAAATACTTCACGAGA

17 F- GGACATAGAGATGCTCTGTCTG 56 348
R- CTCAGCTGAAAAGCAACTCA

, F- AGAAACAGGACTTGGGCGAG
SUTRA R- GATCCCCTTAGCATTCCGAG 65 500

, F- CAGTCGTTCCCAGTGTGGC
SUTR-L R- TGTGATCCAGGGCAAGCC 65 450
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3.3.2. Anéalisis mediante MLPA

El analisis mediante Amplificacion de Multiples Sondas dependiente de Ligacion (o
MLPA del inglés Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) permite
amplificar simultdneamente varias regiones del genoma, pertenecientes a uno o
diferentes genes, y detectar alteraciones de dosis (duplicaciones/deleciones) que pueden
afectar a uno o varios exones o a la totalidad del gen'”. La deteccion de
reordenamientos se realiz6 utilizando la técnica MLPA con la mezcla de sondas SALSA
MLPA P165 para los genes SPAST y ATL1 y con la SALSA MLPA P213 para el gen
SPG7 (MRC Holland). En ambos casos el protocolo utilizado fue el recomendado por el
proveedor. Brevemente, se mezclo 1ul de la mezcla de sondas correspondiente y 5 pl
del ADN molde desnaturalizado y se incubd la mezcla a 60°C durante 16 horas para
facilitar su hibridacion. A continuacioén se agrego6 una ligasa capaz de unir cada pareja
de sondas hibridadas en secuencias adyacentes para formar un oligonucledtido. Este se
empled como molde para la posterior reaccion de PCR realizada mediante el uso de una
pareja de cebadores universales, que hibridan en secuencias consenso presentes en todas
las sondas (Figura 7). El producto de esta PCR se someti6 a electroforesis capilar en un
equipo ABI3130 o 3130XL. El andlisis de fragmentos se realizé con el programa
GeneMapper version 4.1 (Applied Biosystems, California, EEUU). Posteriormente, los
datos numéricos se descargaron a una hoja Excel y se trataron segun los métodos
previamente descritos por Beetz y colaboradores (2006)'*". A modo de resumen, la
fluorescencia de cada banda se puede medir como una curva cuya area queda definida
por la altura del pico y la amplitud del mismo. El valor del area bajo la curva (VAC)
correspondiente a cada sonda de cada muestra fue normalizado mediante dos célculos:
1) division de cada VAC entre la suma de los VAC de las cuatro sondas controles mas
similares en tamafo y 2) division del valor obtenido en el primer paso entre la mediana
de los VAC de todas las sondas del mismo tamafio. De este modo se obtuvo un ratio
para cada sonda de cada muestra que indicaba el nimero de dosis del fragmento
correspondiente en el genoma: 0 = ninguna (deleciéon en homocigosis), menor de 0.5 =
una dosis (delecion en heterocigosis), entre 0.5 y 1.5 = dos dosis, y mayor de 1.5, mas

de dos dosis (amplificacion: duplicacion, trisomia, tetraploidia, etc.).
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1. Denaturation and Hybridization

PCR primer sequence X PCR primer segquence Y

i
== Stuffer sequence

Hybridization sequence (left) Hybridization sequence {right)

h&—_ﬁ

2. Ligation

R

3. PCR with universal primers X and Y
exponantial amplification of ligated probes only

X Y

4. Fragment analysis

‘ |‘H||||||' STy

Figura 7. Esquema de la reaccion de MLPA y electroferograma obtenido mediante electroforesis
capilar en secuenciador automatico, correspondiente al perfil de MLPA de una muestra (Imagen

extraida de la pagina web MRC-Holland http://www.mlpa.com).

3.3.3. Analisis de transcritos de los genes SPAST y SPG7

Para determinar el efecto a nivel d¢ ARNm de algunas mutaciones en los genes SPAST
y SPG7, se extrajo el ARN total de una muestra de 10 ml de sangre periférica de cada
paciente mediante el protocolo descrito por Chomczynski y Sacchi (1987)'*.
Brevemente, tras aislar los linfocitos se lisaron mediante 1 ml del reactivo TRIzol®
Reagent (SIGMA), se afiadieron 200 pl de cloroformo y se centrifugd la muestra. Se
tomo la fase superior acuosa y se precipitdo el ARN mediante 500 pl de Isopropanol frio.
Tras un lavado con etanol al 75% frio se resuspendi6 el ARN en 12 pl de agua estéril y

se midid su concentracion mediante un espectrofotometro NanoVue Plus (GE
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Healthcare, New Cork, EEUU). A partir del ARN total se realiz6 la retrotranscripcion
para obtener el cDNA, empleando 1 pg de ARN como molde y usando el kit comercial
QuantiTect® Revers Transcription Kit (QUIAGEN, GmbH, Hilden). Este kit contiene,
ademds de una retrotranscriptasa apropiada, una mezcla de cebadores tanto oligo-dT
como oligonucledtidos aleatorios o degenerados que permiten la sintesis de cDNA a
partir de todos los transcritos presentes en la muestra incluyendo sus regiones 5’ no
traducidas (5’UTR por sus siglas en inglés). E1 cDNA obtenido fue utilizado como
molde para amplificar, mediante PCR, el fragmento tedricamente afectado por cada una
de las mutaciones utilizando los cebadores indicados en la tabla 5. El producto de PCR
se sometid a electroforesis en gel de agarosa para su visualizacion y los productos de
amplificacion se purificaron mediante el kit de columnas comerciales Montage Gel
Extraction Kit (Millipore™, Billerica, MA, EEUU) y fueron secuenciados, utilizando el

protocolo anteriormente descrito.

Tabla 5. Cebadores empleados en la amplificacion de los cDNAs de los genes SPAST y SPG?7.

Exones Secuencia del cebador T2 de Tamario
cebamiento (pb)
()
SPAST/SPG4
2a7 2F- 5> GCTGTGGAATGGTATAAGAA 54 660

TR- 5> CAGAGAAGGAAGAATAACAAT

7a17 7F-5' AATTTGATGATATAGCTGGTCG 54 398
17R- 5' GTAAGACTCTAAAAAGTCCTGTAA

11*F-5' TTTTGTGTGAAAGAAGAGAAG

tal7 17R-5' GTAAGACTCTAAAAAGTCCTGTAA >4 631
SPGY7
a4 1F- 5' GGCCTGGAGTCCAGGGTT 56 432

4R- 5' ACAAAGTCGTTCCAGGAAATGC

1al0 1F- 5' GGCCTGGAGTCCAGGGTT 56 1328
10R- 5' GGCCTGGCCTCATCAGAG

3.4. Estudio de los haplogrupos mitocondriales

El genotipado de cada una de las variantes se realizd por amplificacion de la region de
interés con cebadores especificos y digestion de los productos de amplificacién con
endonucleasas de restriccion (Tabla 6). La digestion se realizd en un volumen final de
reaccion de 12pul, incluyendo 10ul del correspondiente producto de PCR con la adicién
de 0,5-1U del enzima de restriccion apropiado y 1ul del tampdn (10X). La mezcla se

incubo a la temperatura Optima para cada endonucleasa (37°C 6 60°C segun el caso)
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durante al menos 2 horas. Finalmente se afiadieron 3ul del tampon de carga rojo cresol
(0,25 mg/l) a Sul del producto de la digestion y se cargd la mezcla en un gel de agarosa
a una concentracion del 2-3% segun las necesidades, que se sometid a electroforesis
para visualizar los fragmentos resultantes de la digestion.

Tabla 6. Cebadores empleados en el estudio de los polimorfismos mitocondriales. Se indican

ademés, las temperaturas de anillamiento para cada pareja de cebadores, el enzima de restriccion

utilizado para digerir cada fragmento y el tamafio de los fragmentos resultantes en funcion del

alelo.
Polimor-  Secuencia (5" -> 3") T@  Tamafio Enzimade Alelos (pb)
fismo (°C) (pb) restriccion
G1719A TCACCCTCCTCAAGTATACTTCA 58 250 Dde I G:148+79
ATTTGGGTAAATGGTTTGGC +23
A: 148+102
G4580A ACCTATCACACCCCATCCTAAA 60 300 Nhe I G:200+100
AAGGATTATGGATGCGGTT A:300
C7028T AATGATCTGCTGCAGTGCTC 60 308 Alul C: 156+152
TCCGGATAGGCCGAGAA T: 152+126
+30
G8251A ATGCAATTCCCGGACGTCT 54 263 Hae III G: 149+114
TTCACTGTAAAGAGGTGTTGGTTCT A: 263
G9055A CCCATACTAGTTATTATCGA 58 300 Hhal G: 185+115
TAGGGGTCATGGGCGGGTT A: 300
A10398G  AGCCCTACAAACAACTAACCTGC 53 273 Dde I A: 205+68
AGTAGGGAGGATATGAGGTGTGAG G: 167+68
+38
A12308G  ATTTACCGAGAAAGCTCACAAG 60 134 Hinf I A: 134
TTTTATTTGGAGTTGCACCAAGAT G: 109+25
G13368A  TAGCCTTCTCCACTTCAAGTC 60 264 Sau96 I G: 137+127
AGAAACCTGTAGGAAAGGTATT A: 264
G13708A  CCTCACAGGTTTCTACTCCAAA 57 318 Fnu4 HI G: 197+121
AAGTCCTAGGAAAGTGACAGC A:318
G16391A  AACCTACCCACCCTTAACAG 60 286 Sau96 I G: 114+104
CATCGTGATGTCTTATTTAAGGG +65
A: 172+114

3.5. Caracterizacion de nuevas mutaciones

La caracterizacion de las variantes no descritas (polimorfismo o mutacion) se realizo del
siguiente modo:

1. Estudio de segregacion de la nueva variante con la enfermedad en la familia en

aquellos en casos en que dispuso de muestras de sangre de familiares del

probando.
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2. Estudio de 400 controles sanos a fin de determinar la frecuencia de la nueva
variante en la poblacion control, ya que su presencia en la poblacién control
haria pensar que se trata de una variante no patogénica. El analisis de cada una
de las variantes en poblacion control se realizo bien por PCR-RFLP (del inglés
Restriction Fragment Length Polymorphism) o por SSCA (del inglés Single
Strand Conformation Analysis) de acuerdo a protocolos previamente
descritos'**'*.

3. Andlisis de segregacion alélica con marcadores microsatélites distribuidos a lo
largo del genoma para confirmar el caracter de novo de la mutacion en aquellas
familias en las que se hall6 una mutacion no presente en los dos progenitores del
paciente.

4. Analisis bioinformatico de la variante:

a) Estimacion de la conservacion evolutiva del residuo mediante la alineacion
de las secuencias genoémicas de cada gen en diferentes especies. Estas

secuencias fueron descargadas de la base de datos Ensembl

(www.ensembl.org). Evaluaciéon del posible efecto sobre el proceso de

ayuste y empalme de aquellas variantes proximas a un sitio de ayuste y
empalme, mediante los  programas gratuitos ~ NNSplice0.9
(http://www.fruitfly.org/seq _tools/splice.html) y Human Splicing Finder v.2.4
(http://www.umd.be/SSF).

b) El efecto de los cambios de aminoacido sobre la funcion y estructura de la
proteina  fue estimado mediante dos herramientas:  PolyPhen

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) y SIFT (http://sift.jcvi.org/).

¢) Se consultaron diversas bases de datos para estimar si las variantes halladas
en la region 3°’UTR podian afectar a la diana de union de algiin microARNS:
Microcosm (http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/),

miRanda y mirSVR (Www.microrna.org), DIANA LAB

(http://diana.cslab.ece.ntua.gr/), miRBase (http://microrna.sanger.ac.uk/),

TargetScan (http://www.targetscan.org/vert 40/) y MicroTar

(http://tiger.dbs.nus.edu.sg/microtar/).
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3.6. Analisis estadistico

Los anélisis estadisticos fueron llevados a cabo mediante el paquete estadistico SPSS
version 17.0 (IBM, Armonk, Nueva York, EEUU). Para todos los andlisis realizados el
nivel de significacion se establecid en 0,05.

El test Chi-cuadrado () se empled para comparar las frecuencias alélicas y genotipicas
de cada variante hallada y para comparar las frecuencias de cada haplogrupo
mitocondrial entre pacientes y controles. Se empled el test exacto de Fisher cuando el
valor en alguna de las casillas era inferior a 5, atendiendo al resultado del contraste
bilateral. Del mismo modo se analizaron las frecuencias de otras variables cualitativas
como “sexo” (hombre o mujer), “fenotipo” (puro, complicado o desconocido),
“antecedentes familiares” (presencia o ausencia) o “patrén de herencia” (esporadico,
autosdmico dominante, autosdmico recesivo o desconocido/datos insuficientes).

Las variables continuas “edad al diagnostico”, “edad de inicio de los sintomas” y
“duraciéon de la enfermedad” fueron analizadas mediante Analisis de la Varianza
(ANOVA) comparando grupos de pacientes definidos en base al gen mutado, patrén de
herencia, fenotipo y sexo.

Se utiliz6 la regresion logistica multivariante para determinar el efecto de los diferentes
haplogrupos y polimorfismos mitocondriales sobre el fenotipo, incluyendo como
covariables la edad de inicio, el sexo y la historia familiar.

Para analizar la desviacion de las frecuencias genotipicas de las variantes mas comunes
respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg se empled el programa disponible en la
pagina electronica de Genetic Calculations applets and other programs
(http://www.husdyr.kvl.dk/htm/kc/popgen/genetik/applets/0.htm).
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4. Resultados

4.1. Caracteristicas demogréaficas

Se estudiaron un total de 511 casos indice de PEH no emparentados entre si y
procedentes de diversas regiones espafolas. Las caracteristicas poblaciones de esta
muestra de pacientes se resumen en la tabla 7. Ademas, se analizaron un total de 130
muestras pertenecientes a familiares de los casos indice con mutacidn caracterizada.

Del total de probandos, 170 (33%) presentaban un patrén de herencia autosomico
dominante (PEH-AD), 49 (10%) un patréon de herencia autosoémica recesiva (PEH-AR),
y 292 (57%) eran aparentemente esporadicos (PEH-SP) por carecer de antecedentes
familiares de la enfermedad o de consanguinidad o con historia familiar desconocida.
Un total de 390 pacientes (76%) presentaban fenotipo puro, mientras que 121 (24%)
eran casos complicados. El hallazgo clinico méas frecuente en formas complicadas fue el
sindrome cerebeloso, pero también habia pacientes con neuropatia periférica, deterioro
cognitivo, retraso mental, amiotrofia, atrofia Optica, distonia o adelgazamiento del
cuerpo calloso, entre otros. Observamos una asociacion significativa entre el tipo de
herencia y el fenotipo, de modo que la frecuencia de casos puros era significativamente
mayor entre los pacientes con PEH-AD (90%; 154/170 vs. 69%;:236/341; p-valor <
0,001). No observamos diferencias en las frecuencias de fenotipo puro entre los casos
AR (72%) y los aparentemente esporadicos (69%).

La edad de inicio (EI) se situ6 entre el primer afio de vida y los 77 afios, con una media
de 28 afios y una desviacion tipica de = 20 afios. Un 30% de los casos presentaron
sintomas a edades inferiores a los 10 afios y un 44%, antes de los 20 afios. Las EI media
fue de 29 afios (= 19) en los casos de PEH-AD, 27 afos (£ 19) en los AR y 27 afios (+
21) en los PEH-SP. No se hallaron diferencias significativas en la EI en funcion del
modo de herencia (p-valor del test ANOVA = 0,554).

La EI fue significativamente menor en los casos complicados (22 + 21 afios) que en los
puros (30 = 19 afios) (p-valor = 0,001). De hecho, observamos una disminucién de la
proporcion de casos complicados al aumentar la edad de inicio pasando de un 37%,
entre los pacientes con inicio antes de los 10 afios (N = 155), a un 22%, cuando la EI se
situaba entre los 10 y los 20 afnos (N = 71). Cuando la EI era posterior a los 30 afos, la

proporcion de casos complicados se mantuvo alrededor del 18%.
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La edad al diagnostico minima fue de 1 afio y la maxima, de 86 afios; obteniéndose una
edad de diagndstico media de 42 + 20 afios. El 50% de los pacientes eran diagnosticados
en los primeros 10 afos desde el inicio de los sintomas; el 30%, en los primeros 5 afos;
el 20%, en los tres primeros anos y el 10%, durante el primer afio. Al comparar entre si
los diferentes modos de herencia observamos que la ED era mayor entre los casos de
PEH-AD (46 + 18 afos) que en los casos de PEH-SP (41 + 21 afios; p-valor = 0,001).
En los pacientes con PEH-AR la edad también fue inferior (42 + 17 afos; p-valor =
0,095) aunque las diferencias no llegaron a ser significativas, quizé por el menor tamafio
muestral de este grupo. No se hallaron diferencias significativas en funcion del fenotipo.
La duracion media de la enfermedad fue de 15 afios (+ 14), distribuida en un rango de
entre 0 y 67 afios. No se hallaron diferencias significativas en funcion de la herencia o el
fenotipo.

La proporcion de hombres y mujeres en nuestra cohorte fue equitativa con un 53% de
hombres, lo que da un ratio hombres:mujeres de 1:1. No encontramos ninguna
correlacion entre el sexo y la presencia de antecedentes familiares, el fenotipo o la edad
de inicio.

Tabla 7. Caracteristicas poblaciones de los pacientes incluidos en el estudio.

Modo de herencia (%0) Autosomico dominante 170 (33)
Autosdmico recesivo 49 (10)
Aparentemente esporadico 292 (57)
Fenotipo (%0) Puro 390 (76)
Complicado 121 (24)
Edad al diagnostico (afios) Media £ DT 42 +£20
Rango 1-86
Edad de inicio (afios) Media = DT 28 +£20
Rango 0-77
Duracién (afios) Media + DT 15+ 14
Rango 0-67
Sexo Hombres (%) 269 (53)

4.2. Estudio del gen SPAST

El estudio molecular del gen SPAST/SPG4 se realizé en todos los casos indice (n=511)

de los que 70 (14%) fueron portadores heterocigotos de una mutacion en este gen. De
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éstos, 56 (80%) eran casos con PEH-AD, 13 (19%) eran aparentemente esporadicos y
una familia presentaba un patron de herencia recesivo (1%). Ademads, 64 (91%)
presentaban un fenotipo puro y 6 (9%), complicado.

La frecuencia de portadores en funcién del modo de herencia fue de un 33% (56/170) en
los pacientes con PEH-AD, un 4% (13/292) en los casos esporadicos y un 2% (1/49) en
los PEH-AR. Tres de los casos aparentemente esporadicos resultaron ser portadores de
mutaciones de novo (p.Leud26Val, p.Lys503 Arg504insArg y p.Met390Val) tras
confirmarse la ausencia de las mismas en los progenitores y realizar un analisis de

segregacion alélica para verificar la paternidad (Figura 8).

Caso 170 Caso 178 Caso 273
Exén 10, ¢.1276 C>G exon 13, ¢.1507-1508insGGC, exon 8, c.1168A->G
p.Leud426Val p.Lys503insArg p-Met390Val
[ITGGTG GGGC . TTTTGC CGa l..A .A GT GT TTT G AC . TGCTGGT

c
89 97 666666666677 77111717 146 151 156 1

Figura 8. Casos portadores de mutaciones de novo en el gen SPAST/SPG4. Los asteriscos sefialan

los familiares del caso indice analizados.

4.2.1. Mutaciones puntuales en el gen SPAST

Mediante secuenciacion hallamos 57 mutaciones en heterocigosis, de las que 6 estaban
presentes en 2 pacientes cada una: p.Glu398fs*9, p.Phe404del, p.Pro489Leu,
p-Arg562*, p.1le580Thr, p.*617Glu (Tabla 8). 26 mutaciones (46%) generaban cambios
de aminoécidos conservados en la escala evolutiva, 10 (18%) eran variantes que
alteraban la pauta de lectura, 9 (16%) eran mutaciones sin sentido, 7 (12%) afectaban a
las secuencia consenso de ayuste y empalme entre exones ¢ intrones, 4 (7%) generaban
inserciones y deleciones de aminoacidos y 1, daba lugar a mutacion de sentido en el
codon de parada.

El 61% (35/57) de estas mutaciones fueron nuevas y sélo 3 de éstas aparecieron en dos
pacientes aparentemente no emparentados (p.Glu398fs*9, p.1le580Thr, p.*617Glu), si

bien procedian de areas geograficas cercanas. Dentro de las mutaciones puntuales
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descritas previamente, 3 de ellas fueron recurrentes: p.Phe404del, p.Pro489Leu,
p-Arg562%*.

Las mutaciones se distribuyeron a lo largo de todo el gen, a excepcion de los exones 4 y
16. El ex6n mas frecuentemente mutado fue el exon 9 en el cual se localizaban un 14%

de las mutaciones (8/57) (Figura 9).
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Tabla 8. Mutaciones halladas en el gen SPAST/SPG4.

Caso El (afios) Modo de herencia Fenotipo Exon Cambio de nucle6tido Efecto en la proteina Referencia
401 - Esporadico Puro 1 c.139A>T p.Lys47* Este estudio
193 60 Desconocido Puro 1 ¢.349C>T p.Argl17* 5o
69 45 Esporadico Puro 2 ¢.469delG p.Glul57Lysfs*2 5o
415 20 AD Puro 2 c.486 487insA p.lle163Asnfs*7 Este estudio
81 35 Esporadico Puro 3 ¢.577C>T p.Glu193* %
138 2 AD Complicado 3 ¢.583C>G p.Leul95Argfs*43 »
300 8 AD Puro 5 ¢.746C>G p.Ser249* 184
166 43 AD Puro 5 ¢.782C>G p.Ser261* 3
257 23 AD Puro 5 ¢.806C>G p.Tyr269* %
197 53 AD Puro 5 ¢.857 859delCTA p.Pro286 Thr287delinsPro 5o
335 32 Esporadico Puro 6 ¢.878C>T p.Pro293Leu 56
174 1 AD Puro 6 ¢.879delG p.Pro293fs*21 5o
205 20 AD Puro 6 ¢.936 937insA p.Lys312fs*6 56
206 30 Desconocido Puro 6 ¢.977 978insA p.Asn326fs*5 56
405 40 AD Puro 7 c.1034C>A p.Ala345Asp Este estudio
13 40 AD Puro 7 c.1040A>C p.GIn347His Este estudio
133 35 AD Puro 7 ¢.1054C>T p.GIn352*% %6
130 0 AD Complicado 7 ¢.1082C>T p.Pro361Leu 1o
351 - AD Puro 7 ¢.1091 1098delGGCCTGAG p.Arg364fs*28 86
481 40 AD Puro 7 c.1094C>A p.Pro365His Este estudio
111 49 AD Puro 8 ¢.1133T>G p.Leu378Arg 56
47 66 AD Puro 8 c.1139T>A p.Leu380His %
273 1 Esporadico Complicado 8 c.1168A>G p.Met390Val 185
180 54 AD Puro 8 c.1172T>C p.Leu391Pro ot
22 42 AD Puro 9 c.1174 1180delGCTAAG p.Ala392fs*13 %6
32 35 AD Puro 9 ¢.1177 1180delAAAGCAGTAGCT  p.Lys393 Ala396del %6
98 29 AD Puro 9 ¢.1192 93delGA/insT p.Glu398fs*8 %6
179 10 AD Puro 9 ¢.1192 93delGA/insT p.Glu398fs*8 %6
52 45 AD Puro 9 c.1210 1212delTTT p.Phe404del 180
80 38 AD Puro 9 ¢.1210 1212delTTT p.Phe404del 180
7 44 AD Puro 9 ¢.1215 1219delTATAA p.Asn405£s*36 3
23 35 AD Puro 9 ¢.1226G>A p.Ala409Thr 5o
363 2 AD Puro 9 ¢.1228A>C p.Ser410Arg 5o
398 64 AR Puro Intron 9 c.1245+1G>A Elimina el exén 9 ¥
170 3 Esporadico Complicado 10 ¢.1276C>G p.Leud26Val %
488 39 AD Puro 10 c.1291C>T p.Arg431* %
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(Continuacién tabla 8)

Caso El (afios) Modo de herencia Fenotipo Exon Cambio de nucleotido Efecto en la proteina Referencia
135 47 AD Puro 10 c.1306T>C p.Ser436Pro 86
373 10 AD Puro 10 c.1321G>A p.Asp441Asn 86
200 35 AD Puro 11 c.1378C>A p.Arg460Ser 187
429 3 Esporadico Puro 11 ¢.1379C>T p.Arg460Cys 158
50 2 AD Puro 11 ¢.1387A>G p.Thr463Ala 8o
322 30 AD Puro Intronl 1 ¢.1414-1G>C Elimina el exon 12 8o
308 30 AD Puro Intronl 1 c.1414-2A>C Elimina el exon 12 8o
86 40 AD Puro 12 ¢.1439 1145delTACTTGT/insC p.Val480fs 8o
118 61 AD Puro 12 ¢.1466C>T p.Pro489Leu 1
339 50 AD Puro 12 ¢.1466C>T p.Pro489Leu 189
352 - AD Puro 12 c.1474C>T p.Leud92Phe 5o
177 20 AD Puro 12 c.1492A>G p.Arg498Gly 5o
145 16 AD Puro Intron12 ¢.1494-2A>G Elimina el exén 13 86
178 1 Esporédico Puro 13 c.1507 1508insGGC p-Lys503 Arg504insArg 5o
334 32 AD Puro 13 c.1507C>T p.Arg503Trp %
470 - AD Puro 13 ¢.1508G>T p.Arg503Leu 2
358 30 AD Puro 14 ¢.1540A>G p.Arg514Gly %
427 - Esporadico Puro 15 ¢.1636G>C p.Gly546Arg Este estudio
253 18 AD Puro 15 ¢.1684C>T p.Arg562* %
379 38 AD Puro 15 ¢.1684C>T p.Arg562* 73
261 50 AD Puro 15 c.1687+1G>A Elimina el exon 15 73
62 40 AD Puro 15 c.1687+1G>T Elimina el exén 15 86
103 40 AD Puro 17 c.1739T>C p.11e580Thr 86
112 56 AD Puro 17 c.1739T>C p.11e580Thr 86
310 36 Desconocido Puro 17 c.1838A>C p.Asp613Ala 86
212 35 AD Puro 17 ¢.1849T>G p.*617Glu 56
286 54 Desconocido Complicado 17 c.1849T>G p.*617Glu 86
DELECIONES EXONICAS
383 20 AD Puro Exon 1 c.1A-2 415G+? p.Metl p.Lysl138del 180
225 14 AD Puro Exones 6-7 ¢.871G-2 1098G+?del p.Gly291 Glu366del 5
477 30 AD Puro Exones 8-16 c.1099T-? 1728G+?de p.Leu367 Glu576del Este estudio
123 50 AD Complicado  Exones 10-12  ¢.1246G-? 1494+2del p.Val416 Argd98delfs*13 '™
199 20 AD Puro Exones 10-16  ¢.1246G-? 1728G+?del p.Val416 Glu576del 10
167 - AD Puro Exones 10-16  ¢.1246G-? 1728G+?del p.Val416 Glu576del 10
418 45 AD Puro Exones 14-17  ¢.1537A-? 1851A+2del p.Val513 *617del 1
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A345D S410R c.1245+1G>A
Q347H L426V €.1414-1G>C
Q352* R431* €.1414-2A>C
R117* P286_T287delinsP  P361L S436P V480fs
E157Kfs*2 P293L R364fs*28 D441N P489L
1163Nfs*7 P293fs*21 P365H R460S L492F
E193* K312fs*6 L378R R460C R498G
L195Rfs*43 N326fs*5 L380H T463A €.1494-2A>G
M1 57 79 “A%7 116 197 270 328 342 599 616
I HR J MIT I MTBD AAA ATPasa ]
K47* S249* M390V K503_R504insR D613A
S261* L391P R503W *617E
Y269* A392fs*13 R503L
K393 A396del R514G
E398fs*8 G546R
F404del R562*
i N405fs*36 c.1687+1G>A
Del. Exdn 1 A409T C.1687+1G>T
Del. Ex. 6-7 15807
Del. Ex. 8-16
Del. Ex. 10-12
Del. Ex. 10-16
Del. Ex. 14-17

Figura 9. Localizacién de las mutaciones en la espastina. En negrita se indican las mutaciones

nuevas.

Mutaciones de cambio de aminoacido

De las 57 mutaciones puntuales detectadas, 41 (72%) se localizaban en el dominio AAA
(Figura 9). De las 26 mutaciones de cambio de sentido, 24 (92%) se localizaron en el
dominio AAA. Las dos mutaciones de cambio de aminoacido localizadas fuera de este
dominio, p.Pro293Leu y p.Asp613Ala, afectaban a aminoicidos conservados
evolutivamente y no estaban presentes en los cromosomas control.

El paciente portador de la variante p.Pro293Leu era varén con una edad de inicio de 31
afnos, una duracion de la enfermedad de 18 afios y fenotipo puro. Tanto su hermana de
46 afios como una de sus hijas, de 18, eran portadoras heterocigotas. Ambas
presentaban hiperreflexia y signo de Babinski, pero sin espasticidad y con marcha
normal.

La variante p.Asp613Ala se detectd en un paciente varon de 45 aios con fenotipo puro e
inicio a los 36 afios que no referia antecedentes familiares, aunque no se pudo examinar
ni clinica ni genéticamente a sus familiares directos.

Ademas, encontramos la variante de significado incierto p.lle328Leu en un paciente de
15 anos que presentaba fenotipo complicado y edad de inicio temprana (18 meses). El
cambio no fue detectado en los cromosomas control y afecta a un aminoacido

conservado en la escala evolutiva (Tabla 10). Su abuela paterna (asintomadtica) también

era portadora, pero no fue posible obtener muestra ni informacion clinica del padre. La
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prediccion bioinformatica sugeria que el cambio p.lle328Leu no tendria un efecto

patogénico.

Mutaciones gue afectan al proceso de ayuste del ARNm

Encontramos seis cambios intronicos (c.1245+1G>A, c.1414-1G>C, c.1414-2A>C,
c.1494-2A>G, c.1687+1G>A y c.1687+1G>T) en las secuencias consenso implicadas
en el proceso de corte y empalme del ARNm. El analisis “in silico” sugeria que éstos
afectarian al procesamiento del pre-ARNm. Tras obtener el cDNA de 4 de estos
portadores, y amplificar las regiones de interés con cebadores que hibridaban en los
exones 7, 11 y 17 obtuvimos dos productos de amplificacion para cada portador. Tras la
secuenciacion comprobamos que el fragmento de mayor tamafo correspondia al alelo
normal y el de menor tamafio se generaba como consecuencia de la perdida de exones

durante el proceso de ayuste.

A)
kG ZT TTTTTGCTTGT.‘\;. CGTACA T CT @C T GG AG AT GACK G A
B a1 43 45 47 49 S O 55 57 59 a1 a3 585 a7 59 T T3 F5 T W
Varios transcritos 1 Exo6n 13
B) P Cl C2GC 168 258 238 438
N AN ENEEE EEFNEN NEENEE 5 N E RN S EREEN 2= SN WA NE 20

Figura 10. Andlisis de mutaciones que afectan al procesamiento del ARNm. A) Electroforesis del
cDNA y secuencia genémica de la variante ¢.1414-1G>C. B) Electroforesis del cDNA y secuencia del
cDNA para la variante c.1414-2A>C.

Mutacién con sentido

La mutacion ¢.1849T>G (p.*617Glu) afecta al codon de parada de la traduccion y se
detectd en heterocigosis en 2 pacientes, aparentemente no relacionados.
Hipotéticamente, el transcrito mutado daria lugar a una proteina con 46 aminoacidos
mas que la espastina normal. Para determinar si la presencia de esta alteracion inducia la
degradacion de la copia de ARNm mutante, se obtuvo cDNA y se amplificé con

cebadores localizados en el exon 11 y la region 3’UTR. La secuenciacion del cDNA
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amplificado mostrd la presencia en heterocigosis, y equimolecular, de ambos alelos,
sugiriendo que el alelo ¢.1849G no incrementa el “decay” del ARNm y probablemente

se traduzca en una proteina de mayor tamafo (Figura 11).

R AR & G5T AT T T E C'I"I‘li'-. ECR QRS G R TOE T & &4

29 B 105 Jal,

Figura 11. Estudio en cDNA de la mutacién ¢.1849T>G (p.*617Glu). Electroforesis mostrando el
amplificado a partir del cDNA del portador (P) y un control sano no portador (C) y la ausencia de
amplificado a partir de ADN gendmico (G). Secuencia obtenida del amplificado del cDNA del

portador.

Mutacién c.583C>G

La mutacion ¢.583C>G, localizada fuera del dominio AAA, se habia asociado
previamente a PEH como una variante de cambio de aminoacido (p.Leul95Val). Sin
embargo, su localizacion en el pentltimo codon del exon 3 y el resultado de los analisis
bioinformaticos sugerian un papel patogénico para el alelo ¢.583G que, hipotéticamente,
afectaria al proceso de corte y empalme de pre-ARNm. La amplificacion del cDNA del
probando, con cebadores situados en los exones 2 y 7, demostré que el transcrito
obtenido a partir del alelo mutante carecia de los 4 ultimos nucleétidos del exon 3
originando un cambio en la pauta de lectura y la insercién de un codon de parada
prematuro (p.Leul95Argfs*43). Probablemente, el cambio de nucledtido abolia el sitio
de ayuste normal permitiendo el reconocimiento de un sitio criptico en el interior del
exon. En nuestra cohorte, aparecid en un probando de 19 afios con inicio de los
sintomas a los 2 afios de edad, con un fenotipo complicado con neuropatia periférica y
un patrén de herencia autosémico dominante. Se estudiaron otros individuos de esta
familia y todos los afectados fueron portadores heterocigotos de la mutacion ¢.583C>G.
Tanto la edad de inicio como el fenotipo de los afectados resultaron bastante variables
(Figura 12). La madre del paciente mostréo un fenotipo puro sin neuropatia. Un tio
materno, con inicio antes de los 40 afos, también fue portador y tenia un fenotipo puro
con neuropatia. Una hija de éste, también portadora, tenia una forma complicada con

neuropatia periférica con inicio en la adolescencia. Otra hija (prima materna del
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paciente) presentaba una forma subclinica s6lo con hiperreflexia, Babinski indiferente y

minimos signos de neuropatia axonal.

[ ®

L e

EI: 35 afios EI: 40 afios
Puro Puro
MO @ @ OF
EI 2 afios EI: adolescencia EIL: ?
Polineuropatia Polineuropatia ~ Polineuropatia

Figura 12. Estudio de la mutacién ¢.583C>G. Electroforesis de los amplificados obtenidos a partir
del cDNA del caso indice (P), su madre (M), un control no portador (C) y ADN genémico (G).

Secuencia del cDNA del caso indice y arbol familiar.

4.3. Estudio del gen ATL1

El estudio molecular del gen ATL1 se realiz6 en 224 casos negativos para el gen SPAST
de los cuales 115 (51%) se seleccionaron por presentar un patron de herencia AD y 109
(49%), por presentar una edad de inicio inferior a los 20 afos independientemente de su
historia familiar. De todos ellos, 55 (25%) presentaban un fenotipo complicado y 118
(53%) eran hombres. La edad media de inicio fue de 16 (+ 16) afios, y la edad al
diagnoéstico media, de 35 (£ 21) afios. La duracion media de la enfermedad fue de 18 (=
16) afios.

En total encontramos 8 mutaciones, en heterocigosis, en 14 pacientes (6%), de las
cuales 4 (50%) fueron nuevas. Todas fueron cambios de aminoacido y la mutacion
p.Arg239Cys fue recurrente, apareciendo en 6 probandos no emparentados (43%)
(Tabla 9). El ex6n mas frecuentemente mutado fue el 12, con 4 de las 8§ mutaciones
(50%) (Figura 13).

Un 93% de los portadores (13/14) presentaban un patron de herencia AD y 1 paciente
(7%) fue aparentemente esporadico. En cuanto a la frecuencia en funcion del patron
herencia observamos que el 11% de los casos AD (13/115) y el 1% de los casos

aparentemente esporadicos (1/90) analizados resultaron portadores de mutacion en el

gen ATL1.
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La nueva variante p.GIn154Glu resulté ser una mutacion de novo y se detectdé en un
paciente con fenotipo puro e inicio de la PEH en la infancia. Su hijo, portador
heterocigoto de la misma variante, mostraba alteracion de la marcha desde los 2 afios de
edad (Figura 14).

La mutacion p.Phe413Val fue hallada en un paciente con inicio a los 6 afos de edad y
que desarrolld un fenotipo complicado con neuropatia. Esta alteracion no estaba
presente en los cromosomas control, afectaba a un aminoacido conservado en la escala
evolutiva y el analisis bioinformatico predijo un efecto dafiino para la funciéon de la
proteina.

La tercera mutacion no descrita p.Alal65Ser se detectd en una paciente de 32 afios con
2 afios de evolucion de la enfermedad, fenotipo puro y un patrén de herencia dominante.
No fue posible realizar el analisis de segregacion familiar al no disponer de muestras de
otros afectados.

Ademas, encontramos una familia portadora de una variante no descrita, p.His256Asp,
para la que las predicciones bioinformaticas sugerian un efecto patogénico. El probando
era una mujer de 45 afios con inicio de la enfermedad hacia los 3 afos de edad y un
patron de herencia autosémico dominante. Un hijo de la paciente, 3 hermanos y 2
sobrinos, todos ellos afectados de PEH, eran portadores de la variante p.His256Asp.
También resultaron portadoras la madre de la paciente y una tia materna si bien eran
asintomaticas a los 60 y 63 afios, respectivamente. Aunque podria tratarse de una
mutacion con penetrancia incompleta, en ausencia de nuevos datos clinicos

consideramos la alteracion p.His256 Asp como una variante de significado incierto
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Tabla 9. Mutaciones halladas en el gen ATL1/SPG3A.

Caso EI Herencia Fenotipo Ex6n Nucledtido Mutacion Referencia
(afios)

57 1 AD Puro 4 c.460C>G  p.GInl154Glu

406 32 AD Puro 4 c.493G>T p.Alal65Ser Este estudio

97 8 AD Puro 7 c.715C>T  p.Arg239Cys '

102 4 AD Puro 7 c.715C>T  p.Arg239Cys '*

220 3 AD Puro 7 c.715C>T  p.Arg239Cys '

279 5 AD Puro 7 c.715C>T  p.Arg239Cys '

439 8 AD Puro 7 c.715C>T  p.Arg239Cys '

464 1 Esporadico Puro 7 c.715C>T  p.Arg239Cys '

64 10 AD Puro 8 c.757G>A  p.Val253Ile

232 6 AD Complicado 12 c.1237T>G p.Phe413Val ™

233 16 AD Puro 12 ¢c.1243C>T p.Argdl5Trp *°

110 17 AD Puro 12 c.1319A>C p.Asn440Thr

198 18 AD Puro 12 c.1319A>C p.Asn440Thr

159 5 AD Puro 12 c.1483C>T p.Argd95Trp °°

1 30 338 347 449 468 472 494 553
Dominio G Dominio M ™ ™ ]
Q154E R239C F413V  N440T R495W
Al165S V253 R415W

Figura 13. Localizacion de las mutaciones halladas en el gen ATL1/SPG3A. En negrita se indican las

mutaciones descritas por primera vez en nuestra poblacién.

A) B)
E &BcC GF CRG BiAR r. CAT AT T COT G . » g T TG AC T . C TAT CA & AG O
P 70 73 76 79 82 85 88 91 o 113 120 127

it g2 g3 14

Tq. v +l ‘1_.!?1'[? %.!.4,4;

* *

- -2 -3

Figura 14. Secuencias y arboles familiares de los casos portadores de A) la variante de significado
incierto ¢.766C>A, p.Hys256Asp; B) la mutacion de novo ¢.460C>G;p.GIn154Glu.
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4.4. Estudio mediante MLPA de los genes SPASTy ATL1

En 104 pacientes que presentaban un patrén de herencia autosémico dominante y en los
que no se detectd ninguna mutacion puntual en los genes SPAST y ATL1, se realizé un
estudio mediante MLPA para la deteccién de reordenamientos génicos. En 7 de ellos
(7%) se identificé una delecion en heterocigosis de exones completos del gen SPAST vy,
en todos aquellos casos en que fue posible, la existencia de €sta se confirmé a nivel de
ARN mensajero (Figura 15). Detectamos 6 mutaciones diferentes, ya que la delecion de
los exones 10 a 16 del gen SPAST aparecié en 2 familias no emparentadas. Las
deleciones de los exones 6 y 7 y de los exones 8 a 16, respectivamente, no habian sido
descritas en otros estudios. Las grandes deleciones se localizaron, fundamentalmente, en
la region final del gen. Ningln paciente fue portador de reordenamientos génicos en el

gen ATL1.

A)

Exon 17 | Exon 9
141 1 151

i ‘
BEEENEENEE NN EENEN EEE A NEEE

A

B),

Figura 15. MLPA del gen SPAST, amplificacion y secuencia del cDNA en los pacientes portadores
de las deleciones de los exones 10 a 16 (A) y 8 a 16 (B). G= ADN gendmico, C= cDNA de caso
control, P= cDNA del paciente.
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4.5. Polimorfismos en los genes SPAST y ATL1

En el gen SPAST encontramos un total de 10 polimorfismos de los cuales 6 habian sido
previamente descritos (Tabla 10). Tres de las variantes no descritas codificaban para
cambios silentes mientras que la cuarta, c.844T>A (p.Ser282Thr), afectaba a un
aminodcido conservado evolutivamente, no apareci6 en la poblacion control y los
programas bioinformaticos predijeron que se trataba de un cambio “posiblemente
dafiino”. Sin embargo, este cambio se encontrd6 en una paciente portadora de la
mutacion p.Ser261*, también localizada en el exdn 5. Para determinar si ambos cambios
estaban en el mismo o en diferentes cromosomas, y en ausencia de familiares de primer
grado de la paciente, aplicamos un protocolo de doble digestion con las endonucleasas
Mnll y Mbol y demostramos que se encontraban en “cis”. Este resultado, junto con el
hecho de que es un cambio de aminoéacido fuera del dominio AAA, sugeriria que el
cambio p.Ser282Thr es un polimorfismo mas que una variante patogénica.

Las variantes p.Serd44Leu y p.Pro45Leu, para las que se ha propuesto un efecto
modulador del fenotipo, no aparecieron en ninguno de nuestros probandos.

En el gen ATL1 encontramos 9 polimorfismos, de los cuales s6lo uno fue nuevo. Solo

dos de ellos se hallaban en la region codificante y eran silentes (Tabla 10).
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Tabla 10. Polimorfismos identificados en los genes SPAST/SPG4 y ATL1/SPG3A.

Gen Cambio de nucledtido Exon/Intron Referencia Cambio de
aminoécido

Variantes de significado incierto

ATL1 c.766C>A' Exo6n 8 Novel p.His256Asp

SPAST  c.992A>T’ Exén 6 Novel p.lle328Leu
Polimorfismos

ATL1 c.84A>G Exo6n 2 rs35014209 p-Pro28Pro

ATL1 c.351A>G Exon 3 rs17850684 p-Glul17Glu

ATL1 c.418-19G>T Intrén 3 rs1060197

ATL1 €.574-33 34del2 Intrén 5 rs35968976

ATL1 c.630 +7G>A Intrén 6 rs3759588

ATL1 ¢.863-54A>G Intrén 8 rs11157759

ATL1 c.1048 -58G>A Intrén 10 Novel

ATL1 c.1552 -103G>T Intrén 12 rs61985479

ATL1 ¢.1552-111TTCTTins/del Intrén 12 rs35540751

SPAST c.391C>T Ex6n 1 Novel p-Leul31Leu

SPAST c.844T>A Exon 5 Novel p-Ser282Thr

SPAST  ¢.879G>A Exon 6 184 p.Pro293Pro

SPAST c.1374T>C Ex6n 11 Novel p-Ser458Ser

SPAST c.1722C>T Exo6n 15 Novel p.Ala574Ala

SPAST ¢.503+53T>C Intrén 2 rs7561519

SPAST  ¢.1332-37delG Intrén 10 S

SPAST c.1413+42 TATAins/del Intrén 11 rs10627985

SPAST c.1494-3delT Intrén 12 190

SPAST c.*51A>G 3'UTR rs6730121

1. ATL1 ¢.766C>A (p.His256Asp) se halld en un caso y en ningin control pero fue clasificado como
variante de efecto patogénico incierto por estar presente en dos familiares asintomaticos.

2. SPAST ¢.992A>T (p.lle328Leu) fue hallado en un caso y en ningun control pero, dado que las
predicciones bioinformaticas indicaban que no alteraba la funcion proteica, fue clasificado como variante

de efecto patogénico incierto.

4.6. Correlacion genotipo-fenotipo

De los 164 pacientes portadores de mutaciones en los genes SPAST y ATL1, 148 (90%)
tenian un fenotipo puro y 16 (10%) mostraron un fenotipo complicado, siendo la
complicacion mas frecuente la neuropatia periférica. No observamos diferencias
estadisticamente significativas en las frecuencias de fenotipos al comparar entre si

ambos grupos de portadores (91% de casos con fenotipo puro entre los portadores de

mutacion en SPAST vs. 90%, en ATL1) (Tabla 11).

-57 -



Resultados

La EI media de los portadores de mutaciones en el gen SPAST fue 33 afos (£ 17, rango
de 0 a 66) siendo significativamente mayor que la observada en los casos no portadores
de mutacién en SPAST (EI media de no portadores = 27 + 20 afios; p-valor = 0,009).
Los portadores de mutaciones en ATL1 presentaron una EI media de 9,5 afios (= 9),
distribuida en un rango entre 1 y 32 afos, que fue significativamente menor a la
observada en los pacientes no portadores de mutacion en ATL1 (EI media de no
portadores = 29 + 20 afios; p-valor < 0,001). Del mismo modo, observamos también una
diferencia significativa en la EI media entre los portadores SPAST y ATL1 (p-valor <
0,001).

La duracion media de la enfermedad en los portadores de mutaciones en el gen SPAST
fue de 15 afios (+ 12), oscilando entre 0 y 49 afos, y no difiri6 de la observada en los no
portadores (15 + 14 afios, p-valor = 0,663). La duracion media de la enfermedad en los
casos portadores de mutacion en ATL1 fue de 24 (+21, rango 0-67) y resultd
significativamente mayor que la observada tanto en los no portadores (14 + 13 afios,
rango 0-57, p-valor = 0,016) como en los portadores de mutacion en el gen SPAST (p-
valor = 0,041).

La frecuencia de hombres afectados fue significativamente mayor entre los portadores
SPAST que en los ATL1 (ratio hombres:mujeres = 1,6 y 0,5; respectivamente, p-valor =

0,019).

Tabla 11. Correlaciones observadas al comparar los casos portadores en SPAST y ATL1.

Portadores SPAST Portadores ATL1 p-valor

N =137 N =27
Fenotipo puro 91% 90% 0,753
EI (media + DT) afios 33 +17 9,5+9 <0,001
ED (media + DT) afios 47+ 18 36 +21 0,019
Duracion (media = DT) afios 15+ 12 24 + 21 0,041
% Hombres (ratio) 62% (1,6) 35% (0,5) 0,019

4.7. Estudio del gen SPG7

Se estudiaron en total 285 casos indice de los cuales 251 (88%) eran casos
aparentemente esporadicos o historia familiar desconocida, aunque no en todos los
casos habia sido posible la evaluacion clinica de familiares de primer grado para
descartar la existencia de otros afectados. Los 34 (12%) casos restantes presentaban
antecedentes familiares compatibles con un patron de herencia AR. Un total de 174

casos (61%) tenian un fenotipo puro, mientras que los 111 restantes (39%) desarrollaron
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sintomas adicionales. Las complicaciones mas frecuentes fueron la ataxia y la atrofia
cerebelosa. Un total de 139 (49%) probandos eran hombres y la edad media de inicio de
los sintomas fue de 28 afios (£ 21). La edad media al diagnostico fue de 41 afios (£ 20),

con un periodo de evolucion medio de 13 afios (£ 12).

4.7.1. Mutaciones en el gen SPG7

Los exones 1-17 y regiones intronicas flanqueantes del gen SPG7 fueron estudiados en
los 285 pacientes mediante secuenciacion automatica. En aquellos pacientes en que no
se detectd ninguna mutacion puntual y tenian un patréon de herencia AR (n = 30) y en
los portadores heterocigotos de una mutacion puntual o de la variante p.Ala510Val (n =
18) realizamos un estudio mediante MLPA para la deteccion de reordenamientos
génicos en el gen SPGY. Identificamos un total de 14 portadores (5%) de mutaciones,
13 de ellos fueron heterocigotos para una mutacioén y 1 fue heterocigoto compuesto (ver
tabla 12). Nueve de los 14 portadores eran aparentemente esporadicos (64%), 4 eran AR
(29%) y uno resulto ser aparentemente AD (7%).

Identificamos 14 mutaciones, de las cuales 12 (86%) fueron nuevas. Cinco (36%)
fueron mutaciones de cambio de aminoécido, 4 (29%) fueron mutaciones sin sentido, 2
(14%) grandes deleciones intragénicas, 1 (7%) alteraba la pauta de lectura, 1 (7%)
provocaba la insercion de un aminoécido y 1 (7%) afectaba al procesamiento del pre-
ARNm.

Los exones mas frecuentemente mutados fueron el 8, el 13 y el 15, con 2 mutaciones
cada uno. Sélo las mutaciones p.Leu78* y p.Glul26Argfs*4 se localizaron fuera de las
regiones codificantes de dominios, aunque eliminaban dichos dominios por truncar la
proteina (Figura 16). Las grandes deleciones comprendieron los exones 1 a5y 2 a9,
respectivamente; de modo que la primera de ellas truncaba parte del dominio
FtSH_extracelular y la segunda, el dominio FtSH extracelular completo y parte del

dominio AAA.

1 163 318 344 481 541 746 795
[ FtsH | [ A || PeptidasaM41 | |
L78* K221* V258Gfs*33 L348_G349insR V549M K593* M661T
E126Rfs*4 G354A R400W A572V K663*
Del. Ex. 2-5
Del. Ex. 2-9

Figura 16. Localizacién de las mutaciones en la proteina paraplegina. En negrita se destacan las

mutaciones previamente descritas.
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Tabla 12. Mutaciones halladas en el gen SPG7.

Caso ElI Fenotipo Exén  Nucledtido  Mutacion Referencia
(afios)
Portadores heterocigotos compuestos (dos mutaciones en SPG7)
36 39 PEH-AR, 8 c.1061G>C  p.Gly354Ala 192
Complicado 13 c.1715C>T  p.Ala572Val 47

Portadores heterocigotos de una mutacion en SPG7

40 44 PEH-SP, 15 c.1987A>T  p.Lys663* 192
Puro

48 32 PEH-SP, 5 c.661A>T  p.Lys221* 192
Complicado

173 52 PEH-SP, 9 c.1198C>T  p.Arg400Trp 192
Puro

244 29 PEH-SP, 8 c.1044 1047 p.Leu348 Gly349insArg 192
Complicado insGCT

260 39 PEH-SP, 12 c.1645G>A  p.Val549Met 192
Complicado

296 20 PEH-AD, 2 c.233T>A p.Leu78* 26
Puro

312 40 PEH-SP, 6 c.773_774de p.Val258Glyfs*33 192
Puro ITG

370 18 PEH-AR, - c.183-2_ Delecion exones 2-5 192
Puro 757+7del (p.Ser62 Asn253delfs*35)

416 25 PEH-AR, 3 c.376G>C  p.Glul26Argfs*4 192
Complicado

Portadores heterocigotos compuestos de una mutacion en SPG7 y la variante p.Ala510Val

240 26 PEH-AR, 311 ¢376G>C  p.Glul26Argfs*4 192
Complicado 11 c.1529C>T  p.Ala510Val 1561755320

365 36 PEH-SP, 15 c.1982T>C  p.Met661Thr 192
Puro 11 c.1529C>T  p.Ala510Val rs61755320

402 - PEH-SP, - c.183- Delecion exones 2-9 152
Complicado ?7 1325+7del  (p.Ser62 Asp441delfs*24)

11 c.1529C>T p-Ala510Val rs61755320

503 50 PEH-SP, 13 c.1777A>T  p.K593* 192

Complicado 11 c.1529C>T  p.Ala510Val rs61755320
Portadores de la variante p.Ala510Val

53 47 PEH-SP, 11 c.1529C>T p-Ala510Val rs61755320
Puro

184 1 PEH-SP, 11 c.1529C>T p-Ala510Val rs61755320
Complicado

302 40 PEH-SP, 11 c.1529C>T p-Ala510Val rs61755320
Complicado

331 44 PEH-SP, 11 c.1529C>T p-Ala510Val rs61755320
Puro

411 50 PEH-SP, 11 c.1529C>T  homocigoto p.Ala510Val rs61755320
Complicado

419 7 PEH-SP, 11 c.1529C>T  homocigoto p.Ala510Val 1561755320
Puro

433 30 PEH-AR, 11 c.1529C>T p-Ala510Val rs61755320
Puro

438 10 PEH-SP, 11 c.1529C>T p-Ala510Val rs61755320
Puro

*PEH: paraparesia espastica hereditaria. AD: autosdmica dominante. AR: autosomica recesiva. SP: aparentemente

esporadica o de herencia desconocida.
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Mutacion ¢.376G>C

Hipotéticamente, la mutacion ¢.376G>C implicaba el cambio de aminodcido
p.Glul26GIn en una regidon situada fuera de los dominios funcionales. El cambio
afectaba al ultimo nucleo6tido del exén 3 y el analisis bioinformatico (NNSplice0.9 y
Human Splicing Finder v.2.4) predijo un efecto sobre el proceso de corte y empalme del
pre-ARNm, ya que implicaria la pérdida del sitio aceptor situado entre el exén 3 y el
intron. El estudio sobre cDNA puso de manifiesto que esta alteracion daba lugar a una
insercion de 30 pb del intron en el mensajero, excluyéndose un fenomeno de “decay”,
ya que ambos alelos se detectaban con igual intensidad. La insercion originaba una
alteracion de la pauta de lectura y la introduccion de un coddn de parada prematuro

(p-Glul26Argfs*4) (Figura 17).

B) c-

D__O p.Glu126Argfs*4

ﬁ‘ . i C) Exon3 E Intron 3

AG AG G AC G A A TATATTTCA T
] 3 9 89
p.GIu126Argfs*4 p.GIu126Argfs*4 p.Glu126Argfs*4 oo e
p.Ala510Val p.Ala510Val p.Ala510Val
D) Exon 3 insercion de 23 pb del intrén 3
A G ASECC—A@_— GTA:‘A:‘T.T CT GAT G T T CTTHAAGG AG AGG AG AC GC
27 29 31 33 35 37 39 41 43 a5 47 49 51 53 55 57 59 61 63 &5 67 B9 71

n f i f
A I," 'I I.' \ Ill"\ll A | Iln II."II ,'PI'| | Ilf'll IIr'III II,"‘llll Ilnl|| II|"|II ||n'| ||'l|ll 0 III II| |I |
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Figura 17. Estudio de la mutacion ¢.376G>C. A) Arbol familiar mostrando el genotipo de los

individuos analizados (la flecha indica el caso indice). B) Electroforesis con los amplificados
obtenidos a partir de ADN genoémico (G), dos cDNA no portadores (C1y C2) y el cDNA caso indice
(P). C) y D) Secuencias obtenidas a partir del ADN genémico y del cDNA del caso indice,

respectivamente.

Mutacién p.Leu78*

En una paciente de origen gitano con fenotipo puro y edad de inicio hacia los 20 afios,

detectamos en heterocigosis, en el exon 2, la mutacion ¢.233T>A (p.Leu78*). La
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probando fue inicialmente clasificada como aparentemente esporadica. Sin embargo,
una revision mas detallada de su arbol familiar revelé que tanto su madre como su tia,
de 32 y 48 afios, respectivamente, también estaban afectadas de PEH. Ambas tenian un
fenotipo puro y eran homocigotas para la mutacion p.Leu78* (Figura 18). Al existir una
herencia compatible con un patron dominante, se descartd en el probando la presencia
de mutaciones (mediante secuenciacion y MLPA) en los genes SPAST/SPG4,
ATL1/SPG3A, REEP1/SPG31 y NIPAL/SPG6. Ademas, se descartd que tanto ella como
sus familiares afectadas fuesen portadoras de un gran reordenamiento en el gen SPG7.
La presencia en heterocigosis de la mutacién p.Leu78* podria ser la causa de la
enfermedad en el caso indice, pero los antecedentes familiares sugieren una penetrancia
incompleta para esta mutacion. Seria necesario analizar mas individuos de la familia

para confirmar esta hipotesis.

A) _Normal B)

0-—e &
M\ a"q\/\"'ﬁl't / "'j\*'n"\ AN /\ /\/\ D__r _E]|

Portador hete;ociqoto

p.L78%p.L78* p.L78%/p.L78*

e O e m ®}

A
e 0 O @ & [0 O

L78%/Wt

\/ ‘-j\f \ f\/\ N‘J\ AW/ \f\ * EE *

WH/Wt WH/Wt

Figura 18. Estudio de la mutacion p.Leu78*. A) Secuencias obtenidas a partir de un control sano
(normal), la probando (portadora heterocigota) y de su madre (portadora homocigota). B) Arbol
familiar. La madre y la tia del probando (flecha), ambas afectadas, eran homocigotas para la
mutacion. Los tres pacientes resultaron negativos para mutaciones en los genes SPAST/SPG4,
ATL1/SPG3A, REEP1/SPG31 y NIPA1/SPG6.* Individuos disponibles para el analisis genético.

4.7.2. Estudio mediante MLPA del gen SPG7

Dos de los 48 pacientes analizados (4%) fueron portadores heterocigotos de deleciones
de exones completos (Tabla 12). Solo en uno de ellos fue posible comprobar a nivel de

cDNA el efecto sobre el ARNm (Figura 19).

-62 -



Resultados

A) 2
15
1 —— —— = — — o
3.5 =
U ] .
m N W A Nm oH g e mowm @8 X W om o own o~ G o Hd M owW
T T R T T B 0 | ] 3¢ ¢ e ™ B T BT S T T S -
g 3 X T O D QLT o~ o i o IO L e o 3 o o %
@ & A 4 A v w A a d 5 5 W B ox O O O O O O O
T - = ™ L L L Fd o a a oS 8 Moo oo s s s
5 5 & 5 5 £ ©§ g g 6 U g a v ™~ @0 19 @9 0 v 9 90 @
€ © @ <© © 9 9 4 oL u U a4 & 4 A& 4 A 4 G
=] oS L] o ] i3 <3 <3 L o o ] I T R T T T T Y ]
e Q o Q o [ W
P C) Exén 1 | Exén 10
GGCTGGZGGCCGAGCTCTGCA dL—;-—-—leG'I \C (ACRG IC(ATGTCAT

u‘tﬂhnmJ‘t“ﬂhulhﬂ.,.u!hh Mlhm

Figura 19. Estudio de la delecion de los exones 2 a 9 del gen SPG7. A) MLPA mostrando la delecién

en heterocigosis. B) Electroforesis de los fragmentos amplificados a partir de una muestra de ADN
gendmico (G) y de una muestra de cDNA del caso indice portador de la delecion (P). C) Secuencia
del fragmento amplificado a partir del cDNA del portador mostrando la union de los exones 1y 10.

4.7.3. Variante p.Ala510Val

Doce pacientes (4%) fueron portadores de la variante p.Ala510Val (10 portadores
heterocigotos y 2 homocigotos) mientras que soélo 3 controles (<1%) presentaron este
cambio. De hecho, observamos diferencias significativas tanto en las frecuencias
genotipicas (p-valor = 0,003) como en las frecuencias alélicas (p-valor < 0,001). La
frecuencia en los controles fue similar a la descrita en la base de 1000 genomas y en el
proyecto NHLBI1 de secuenciacion exdomica.

Los portadores de la variante p.Ala510Val fueron mas frecuentes en el grupo de
pacientes con mutaciones en SPG7 (4/14 = 29%) que en el grupo de pacientes sin
mutacion (8/271 = 3%; p-valor = 0,001). En los 4 pacientes con mutacion en SPG7, el
analisis de la segregacion familiar mostrdé que la variante p.510Val y la mutacion se
encontraban en diferentes cromosomas. El andlisis mediante programas de prediccion
bioinformatica sugiere que la presencia del cambio p.510Val afectaria a la estructura y
funcion de la proteina (SHIFT score = 0; PolyPhen PSIC store = 2.16).

Estos hallazgos sugieren que la variante p.510Val contribuiria a la patogénesis de la
PEH, actuando como variante deletérea en presencia de otra mutacion y como factor de

riesgo genético para PEH en nuestra poblacion (Figura 17).
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4.7.4. Polimorfismos y variantes de efecto incierto

En el gen SPG7, encontramos un total de 27 polimorfimos, 21 de los cuales ya habian
sido descritos con anterioridad mientras que 6 fueron nuevos (Tabla 13).

Cuatro de los polimorfismos se localizaron en la region 3’UTR y 2 de ellos eran nuevos.
La variante ¢.*432G>A se localizaria en la diana de union del microARN hsa-miR-513-
Sp y la variante ¢.*496 G>C, en la del hsa-miR-661; por lo que ambas podrian afectar a

la estabilidad del ARNm (http://www.mirbase.org/). El cambio ¢.*432G>A es un

polimorfismo raro que aparece con un frecuencia cercana al 1% tanto en pacientes como
en controles.

El cambio ¢.*496 G>C se encontrd en heterocigosis en 1 paciente sin antecedentes
familiares y no aparecido en ninguno de los controles. No fue posible determinar el
efecto a nivel de ARN del alelo ¢.*496C por lo que la variante fue clasificada como de
efecto incierto.

Un paciente fue portador heterocigoto de la variante p.Argl3Gln (c.38G>A), localizada
en el exén 1 del gen. Ninguno de los controles fue portador, si bien el andlisis

bioinformatico sugeria un efecto no patogénico del alelo p.13Gln.
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Tabla 13. Polimorfismos hallados en el gen SPG?7.

Localizacion Variante genémica Cambio proteico Referencia

Exon 1 c.4G>A p.Ala2Ser 192
c.38G>A p.Argl13Gln 192
c.120G>A p.Gly40Gly 4

Intron 2 c.286+46C>T - 1s3922633

Intrén 4 c.618+12T>C - rs3803679
c.619-47G>A - 13935626

Intrén 6 ¢.862-34G>T - rs4785690

Intrén 7 c.988+5A>G - rs4785691
c.988+19G>A - 1$62071462

Exon 8 ¢.1032C>T p.Gly344Gly 193

Intrén 10 c.1449+19G>A - i
c.1450-29G>A - 15462464

Exon 11 c.1457G>A p.Arg486GIn 192
c.1507A>G p.Thr503Ala 12292954
c.1529C>T p.Ala510Val 1561755320

Intrén 12 c.1663+13C>T - e

Intrén 13 c.1779+47G>C - 1s3794632

Ex6n 14 c.1933T>A p.Ser645Thr rs2099104

Intrén 14 c.1780-54A>G - 15730264
c.1780-16G>C - s

Exén 15 c.2063G>A p-Arg688GlIn rs12960

Intrén 17 c.2280G>A p.Pro760Pro rs11559075
¢.2292C>T p.lle7641le rs61747711

3'UTR c.*33C>T - rs60711430
c.*432G>A - s
¢.*490insCACA - 1s67678429
c.*496G>C - s

1. El polimorfismo p.Ala510Val present6 una frecuencia significativamente mayor en los pacientes con
respecto a los controles (p-valor del test de Chi-cuadrado = 0,035).

4.7.5. Correlaciéon genotipo-fenotipo

De los 14 portadores, 6 (43%) presentaban un fenotipo puro frente a 8 con fenotipo
complicado (57%). Asi, la frecuencia de casos complicados fue mayor entre los
pacientes portadores de mutacion en SPG7 que entre los no portadores aunque no se
alcanzaron diferencias significativas (103/271, 38%, p-valor = 0,152). Sin embargo, la

frecuencia del fenotipo complicado fue significativamente mayor entre los casos
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portadores de mutacion en SPG7 que entre los portadores SPAST (9%) y los portadores
ATL1 (10%, p-valor < 0,001 en ambos casos).

Teniendo en cuenta el total de casos analizados, un 3,4% (6/174) de los casos puros y
un 7,2% (8/111) de los complicados resultaron portadores de mutacion en el gen SPG7.
El fenotipo de los 8 casos complicados no fue homogéneo aunque la atrofia cerebelosa
fue el signo mas comun, presente en 3 de los pacientes. El resto presentaron atrofia
optica, deterioro cognitivo y disartria, ptosis y nistagmo, adelgazamiento del cuerpo
calloso, y ptosis y oftalmoplejia, respectivamente (Tabla 14).

La EI media de los portadores de mutacion en el gen SPG7 fue de 36 afos (+ 11),
distribuida en un rango entre 18 y 52 afos, similar a la observada en el resto de la
poblacion analizada (28 + 21 afos, p-valor = 0,114) y a la de los portadores de mutacion
en SPAST (33 £ 17 afios, p-valor = 0,282). A su vez fue significativamente menor a la
observada en los portadores ATL1 (9,5 + 9 afios, p-valor < 0,001).

Respecto a la ED, la media fue de 49 afios (= 11), con un rango de entre 32 y 73. No se
hallaron diferencias significativas respecto al resto de casos analizados (p-valor =
0,160).

La duracién media de la enfermedad fue de 12 afios (+ 7), comprendida en un rango de
entre 3 y 27 anos. No se hallaron diferencias significativas respecto al resto de casos
analizados para el gen ni respecto a los portadores de mutacion en SPAST (15 + 12 afios,
p-valor = 0,762). Aunque la duracion fue menor que en los casos ATL1 positivos no se
alcanzaron diferencias significativas (24 £21 afios, p-valor = 0,056).

El ratio entre hombres y mujeres en el grupo de portadores SPG7 fue de 1,3 ya que 8
eran hombres (57%) y 6, mujeres (43%). Esta proporcién no fue significativamente
diferente de la observada en el total de casos estudiados para SPG7, que presentaba un
ratio de 0,9 con un 49% de hombres y un 51% de mujeres (p-valor = 0,520). Tampoco
se hallaron diferencias significativas respecto a los portadores SPAST (p-valor = 469) y

ATL1 (p-valor =0,161).
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Tabla 14. Caracteristicas clinicas de los portadores de mutacién en SPG7.

Paciente 36 40 48 173 240 244 260
Edad/sexo 55/M 56/M 37/H 55/H 53/M 44/H 47/H
Edad de inicio 39 44 32 52 26 29 39
Sintoma de inicio Marcha Marcha Marcha Rigidez Marcha Rigidez MMII Rigidez MMII
inestable inestable inestable MMII inestable
Capacidad para caminar Silla de Camina con Camina con Silla de Camina con Camina con Camina con
ruedas ayuda ayuda ruedas ayuda ayuda ayuda
Miembros superiores
Espasticidad No No No No No No No
Debilidad No No No No No No No
Hiperreflexia No No No No No Si Si
Miembros inferiores
Espasticidad Si Si Si Si Si Si Si
Debilidad Si Si Si Si No No Si
Hiperreflexia Si Si Si Si Si No Si
Babinski Si Si Si Si Si Si Si
Pes cavus No Si Si No Si No No
Sensibilidad No No No Si No No Si
disminuida
Disartria cerebelar No No No No Si No Si
Disfagia No No No No Si No No
Nistagmo Si No No No Si Si No
Vejiga neurogénica Si No Si No Si Si No
Dismetria/Marcha ataxica Si No No No Si No No
Ptosis / Oftalmoplejia Si No No No No No No
Atrofia dptica Si No Si No No No No
Deterioro cognitivo Si No No No No No Funciones
ejecutivas
MRI Cerebral Atrofia Normal Normal Normal Atrofia Atrofia Normal
cerebelar cerebelar cerebelar
EMG/NCS Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal
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(Continuacién tabla 14)

Paciente 296 312 365 370 402 416 503
Edad/sexo 40/M 53/M 40/H 32/M 73/H 37/H 60/H
Edad de inicio 20 40 36 18 48 25 50
Sintoma de inicio Rigidez MMII = Marcha Marcha Marcha Marcha Rigidez Rigidez MMII
inestable inestable inestable inestable MMII
Capacidad para caminar Camina con Camina con Camina con Normal Normal Camina con  Camina con
ayuda ayuda ayuda ayuda ayuda
Miembros superiores
Espasticidad No No No No No No No
Debilidad No No No No No No No
Hiperreflexia No No No No No No No
Miembros inferiores
Espasticidad Si Si Si Si Si Si Si
Debilidad Si Si Si Si Si Si Si
Hiperreflexia Si Si Si Si Si Si Si
Babinski Ambiguo Si Si Si Si Si Ambiguo
Pes cavus No No No No No No No
Sensibilidad No No No No Si No No
disminuida
Disartria cerebelar No No No No No No No
Disfagia No No No No No No No
Nistagmo No No No No Si No No
Vejiga neurogénica Si No No No No Si No
Diametric/Marcha ataxica No No No No No No Si
Ptosis / Oftalmoplejia No No No No Si No No
Atrofia Optica No No No No No No No
Deterioro cognitivo No No No No No No No
MRI Cerebral Normal Normal Normal Normal Normal TCC Normal
EMG/NCS Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal ~

" M: mujer. H: hombre. MMII: miembros inferiores. MRI = imagen de resonancia magnética. EMG = electromiografia. NCS = estudios de conduccion nerviosa. TCC

= Atrofia del cuerpo calloso (del inglés thin corpus callosum).
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4.8. Algoritmo de diagnostico

En base a los resultados obtenidos construimos un algoritmo de diagnéstico genético de
la PEH. El flujo de trabajo definido en éste permitird idenficar paciente con PEH de

forma mas rapida y eficaz (Figura 20).

Sospecha de PEH

Secuenciacion del gen SPAST

Negativo

Secuenciacion
del gen SPG7

Negativo
AD AR Esporadico
Secuenciacion Secuenciacion
del gen ATL1 del gen SPG7 EI < 20 afios
Negativo Negativo S .
EL> 20 afios ecuenciacion
del gen ATL1
MLPA SPAST y ATL1 MLPA SPG7
Negativo
Negativo Negativo
Secuenciacion de otras Secuenciacion de otras Secuenciacion
formas AD formas AR (SPG11) del gen SPG7
(NIPAL, KIF5A,
HSP60, REEP1)

Figura 20. Algoritmo para el diagndstico genético de la PEH en poblacion espafiola.
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4.9. Estudio de los haplogrupos mitocondriales

El estudio de haplogrupos mitocondriales se realizd en 424 probandos, de los cuales 170
(40%) tenian un patrén de herencia AD, 43 (10%) un patréon de herencia AR y 211
(50%) casos esporadicos o con una historia familiar dudosa o desconocida. Un total de
82 pacientes (19%) presentaban un fenotipo complicado, siendo los sintomas
adicionales mas comunes neuropatia periférica, atrofia cerebral o cerebelar, retraso
mental, nistagmo y disartria. La EI oscil6 entre los 1-72 afios, con una media de 27 afios
(+ 20) (Tabla 15). Del total de los pacientes, 23% (97/424) presentaban mutacién en
alguno de los genes previamente estudiados (69 portadores SPAST, 14 en ATL1 y 14 en
SPGY).

En el total de casos indice analizados el haplogrupo H fue el mas comtn (46%). En los
pacientes portadores de mutacién no hallamos diferencias significativas en cuanto a la
EI media o a la frecuencia de casos con fenotipo complicado en funcién del haplogrupo.
Por otro lado, ninguno de los haplogrupos se asoci6 significativamente al desarrollo del
fenotipo complicado (Tabla 16).

Tampoco observamos diferencias significativas en la EI media en funcién de los
distintos haplogrupos al comparar los casos portadores de mutacion en alguno de los
genes frentes a los casos sin mutacion conocida.

En el grupo de 327 pacientes sin mutacion conocida, hallamos en total 19
combinaciones de alelos o haplogrupos. Las frecuencias de los haplogrupos comunes no
difirieron significativamente de las halladas en los controles. La tinica excepcion fue el
haplogrupo “raro” definido por los alelos 1719G-4580G-7028T-8251G-9055G-
10398A-12308A-13368G-13708G-16391G cuya frecuencia en el grupo de los pacientes
(8%) fue significativamente mayor que en los controles (2%) (p = 0,001; OR = 3.77)
(Tabla 17).

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre pacientes sin
mutacion y controles al comparar las frecuencias alélicas de los 10 SNPs que definen
los haplogrupos. Sin embargo, la frecuencia de casos complicados fue
significativamente menor entre los pacientes portadores del alelo m.10398G y esta
asociacion se mantuvo incluso tras realizar un analisis multivariante corrigiéndolo por

covariables como la edad, el sexo y la historia familiar (p-valor = 0,04) (Tabla 18).
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Tabla 15. Caracteristicas poblaciones de la muestra de pacientes estudiados para los haplogrupos

mitocondriales.

Poblacion Hombres El Rango de Historia Fenotipo

(%) media El familiar (%) puro (%)
Total (N=424) 220(52) 27 la72 206 (50) 341 (80)
SPAST (N=69) 43 (62) 32 1 a66 55 (80) 62 (90)
ATL1 (N=14) 5(36) 9 la32 11(79) 11(79)
SPG7 (N=14) 8(57) 36 20a52 4(29) 9 (64)
Sin (N=327) 164 (50) 28 la72 136 (42) 259 (79)
mutacion

Tabla 16. Edad de inicio, frecuencias de fenotipos e historia familiar en funcién del haplogrupo en

la poblacién de pacientes.

Haplo- Portadores de mutacion en Casos sin mutacién conocida
grupo ATL1, SPAST o SPG7

El media, Puro Complicado | El Puro Complicado Historia

anos (N=82) (N=15) media, (N=259) (N=68) familiar

anos (N=135)

H 31(1-66) 41(79) 11(21) 26 (1-72) 110(76) 35 (24) 58 (40)
J 18 (1-34) 3 (60) 2 (40) 26 (2-54) 24(92) 2(8) 7(27)
K 18 (1-43) 2(67) 1(33) 26 (2-57) 13(81) 3(19) 10 (63)
T 19 (2-54)  5(83) 1(17) 27 (1-63) 25(80) 6 (20) 12 (39)
U 32 (16-39) 10 0 24 (1-65) 17(65) 9 (35) 11 (42)
Vv 27(5-53) 5 0 26 (2-65) 10(83) 2(17) 4 (33)
W 31(18-45) 3 0 28 (2-50) 8 0 5(63)
X 33 (14-54) 3 0 20 (1-60) 6(86)  1(14) 1(14)
| 35 1 0 0 0 0 0
Otros | 23 (1-66) 9 0 38 (1-67) 46(82) 10(18) 27 (48)
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Tabla 17. Haplogrupos definidos por los 10 polimorfismos seleccionados y frecuencias de cada haplogrupo en los pacientes sin mutacion conocida y en los controles.

Haplo- Polimorfismo mitocondrial Pacientes Controles
grupo 1719 4580 7028 8251 9055 10398 12308 13368 13708 16391 N=327(%) N=300(%)
G>A G>A C>T G>A G>A A>G A>G G>A G>A G>A
H G G C G G A A G G G 145 (45) 138 (46)
| A G T A G G A G G A 0 3(1)
J G G T G G G A G A G 26 (8) 33(11)
K G G T G A G G G G G 16 (5) 24 (8)
T G G T G G A A A G G 31(9) 27 (9)
U G G T G G A G G G G 26 (8) 30 (10)
Y G A T G G A A G G G 12 (4) 15 (5)
W G G T A G A A G G G 8 (2) 9(3)
X A G T G G A A G G G 7(2) 3(1)
Otro 1 G G T G A A G G G G 1(<1) 1(<1)
Otro 2 G G T G A G G G G A 4(1) 1(<1)
Otro 3 G G T G G A A G G G 4(1) 3(1)
Otro 4 G G T G G A A G G A 4(1) 0
Otro5* G G T G G A A G G G 27 (8) 7(2)
Otro 6 G G T G G A G G A A 1(<1) 0
Otro 7 G G T G G G G A A A 1(<1) 0
Otro 8 G G T G G G A A G G 4(1) 2 (<1)
Otro 9 G G T G G G G G G G 7(2) 2 (<1)
Otro 10 G G C G G A A G G G 3(1) 2(<1)

' La frecuencia del haplogrupo “otro 5” en el grupo de los pacientes (8%) fue significativamente mayor que en los controles (2%) (p = 0,001; OR = 3.77).

sopejnsey



Resultados

Tabla 18. Frecuencia de alelo menor (FAM) en controles y pacientes sin mutacién conocida.

También se indica la frecuencia de casos complicados y la edad de inicio media en funcion del alelo.

Polimorfismo FAM en FAM en Frecuencia El media, afios

controles pacientes sin casos (alelo raro

(N=300) mutacion complicados versus comun)

(N =327) (alelo
raro/comun)

G1719A 6 (0,02) 7 (0,02) 0,14/0,21 20 vs. 28
G4580A 15 (0,05) 12 (0,04) 0,17/0,22 26 vs. 28
C7028T 140 (0,47) 148 (0,45) 0,24/0,18 27 vs. 29
G8251A 12 (0,04) 5(0,02) 0/0,21 34 vs. 27
G9055A 27 (0,09) 21 (0,06) 0,19/0,21 27 vs. 28
A10398G 66 (0,22) 55 (0,17) 0,11/0,23 ! 29 vs. 27
A12308G 57 (0,19) 52 (0,16) 0,27/0,20 27 vs. 28
G13368A 29 (0,10) 35(0,11) 0,17/0,21 31 vs. 27
G13708A 33 (0,11) 31 (0,09) 0,10/0,22 29 vs. 27
G16391A 4(0,01) 9 (0,03) 0,11/0,21 27 vs. 28

' A10398G: complicado frente a puro, FAM: p-valor = 0.048, OR = 0.41 (0.17-1.01)

-73 -






DISCUSION






Discusion

5. Discusioén

La Paraparesia Espastica Hereditaria (PEH) comprende una serie de desordenes
neurodegenerativos relacionados entre si clinica y patologicamente. La PEH es muy
heterogénea en la clinica y la etiologia y parte de esta variabilidad fenotipica podria
deberse a las diversas causas genéticas subyacentes ya que, en la actualidad, se han
descrito casi 50 loci asociados al desarrollo de PEH con patrones de herencia AD, AR y
ligada al sexo. Sin embargo, el hallazgo de pacientes portadores de la misma mutacion,
pero con diferente fenotipo y de casos casi idénticos en la clinica, aunque con diferentes
causas genéticas, sugiere la existencia de otros factores moduladores del fenotipo, que
podrian ser tanto genéticos como ambientales®.

Nuestro estudio es el primero que describe la base genética de la PEH en una gran
cohorte de pacientes espafoles (n = 511) procedentes de diferentes areas geograficas.
En el 57% de los casos no existian familiares afectados o se desconocian los
antecedentes familiares. Dentro de las formas con antecedentes familiares, observamos
que el 78% presentaban un patron de herencia AD y el 22% era PEH-AR; frecuencias
similares a las encontradas en otras poblaciones caucésicas '>'21241941% gy
consonancia con lo descrito previamente, existia una gran variabilidad en la forma de
presentacion clinica y aproximadamente, un 24% de los pacientes desarrollaron
sintomas adicionales’>'2%'%°,

La proporcion de casos puros fue significativamente mayor entre los casos de herencia
AD (90%) que en el resto de casos (69%)™"'. Ademas, los casos de PEH-AR con
fenotipo puro, inicialmente considerados “raros” o “poco frecuentes”’, equivalen en
nuestra poblacion al 72% frente al 50-60% en los estudios mas recientes'>>**%1971%
Estos porcentajes son similares a los ya publicados.

La edad de inicio de los sintomas (EI) vario entre el primer afio de vida y la octava
década, con dos picos de mayor frecuencia de inicio a edades inferiores a los 10 afios
(30% de los casos) y entre los 30 y los 40 anos (15%), respectivamente. Algunos
autores atribuyen este fenémeno a la existencia de mecanismos patogénicos que afecten
bien al desarrollo neuronal provocando un inicio precoz, bien al mantenimiento de los
axones con manifestacion ya en la edad adulta. Sin embargo, esta teoria no explicaria la

enorme variabilidad intrafamiliar descrita, lo que hace pensar en la existencia de otros

factores moduladores genéticos o ambientales'”’. La prevalencia se mantiene
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relativamente estable entre los 10 afios y la sexta década (8-10% de casos por decenio),
tras lo cual comienza a decaer probablemente a causa de la mayor tasa de mortalidad o
de errores en el diagnostico. Sin embargo, en nuestra poblacion un 30% de los casos
presentaron sintomas antes de los 10 afios, un valor superior al de otros estudios que la
sitian cercana al 7% '°°. Estas discrepancias podrian deberse a las diferencias étnicas y
a los criterios de inclusion.

La EI de los casos complicados fue significativamente menor a la de los casos puros (22
vs 30 afios)™'*""?7. De hecho, s6lo un 25% de los casos puros presentaba sintomas
antes de los 10 anos de edad ascendiendo hasta el 37% entre los complicados. Dado que
la PEH-AR se ha asociado tradicionalmente a un fenotipo complicado y este a su vez a
una menor EI, cabia esperar que hubiese algun tipo de correlacion entre el patron de

herencia y la EI'”

. En nuestro caso no encontramos ninguna asociacion pero podria
deberse al pequefio numero de familias recesivas con fenotipo complicado.

Considerando so6lo los casos con patron de herencia AD, la frecuencia conjunta de
mutacion en los genes SPAST y ATL1 asciende al 39% (67/170), situandose en el rango
descrito en otras poblaciones®'?. La frecuencia en casos esporadicos o de historia
familiar desconocida fue del 5% (16/292)°®. Esto hecho, junto con la relativa frecuencia
de ocurrencia de las mutaciones de novo en los genes SPAST y ATL1, sugiere que los
casos esporadicos serian candidatos al estudio genético después de la exclusion de otras

. . s 196213
causas principales de espasticidad™

5.1. Estudio del gen SPAST

La frecuencia total de portadores de mutacion en el gen SPAST fue del 14% (70/511),
un porcentaje cercano al 18-20% descrito en otros estudios con cohortes similares. Por
otro lado, el porcentaje de portadores fue del 33% (56/170) entre los casos con PEH-
AD, entrando en el 30-50% tradicionalmente atribuido a este gen para los casos
dominantes '2*1**!%°,

Un rasgo frecuente del gen SPAST es la privacidad de sus mutaciones y nuestra
poblacion no es una excepcion ya que mas de la mitad de las mutaciones halladas en
este estudio son nuevas’>*>'*. Solo 7 aparecieron en mas de 1 familia y 3 de ellas
nunca habian sido descritas (p.Glu398fs*8, p.1le580Thr y p.*617Glu). En el caso de la

mutacion p.*617Glu, que es un tipo de mutacion bastante infrecuente, cabe mencionar

que aunque los pacientes no referian relacion de parentesco procedian de la misma area
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geografica. Las otras 4 mutaciones recurrentes (p.Phe404del, p.Pro489Leu, p.Arg562* y
la delecion de los exones 10 a 16) ya han sido descritas en otras poblaciones lo cual
sugiere que se trataria de puntos calientes mutacionales” ' **"**'% D¢ los 6
reordenamientos que detectamos en nuestra cohorte de pacientes, 4 ya habian sido
descritos. Su recurrencia podria ser debida a la presencia de numerosas
microhomologias tipo Alu en el gen SPAST, que facilitan los procesos de
recombinacion homologa'®!?0-191- 201,

En las primeras series publicadas, la proporcion de grandes reordenamientos
intragénicos en el gen SPAST era de un 20-25%, mientras que en nuestra cohorte es s6lo
un 7%. Este valor es similar al obtenido por estudios mas recientes que sitian la
frecuencia de reordenamientos por debajo del 15% *>'**2*2. Sin embargo, no podemos
descartar que en nuestro estudio se esté subestimando la frecuencia de deleciones ya que
s6lo hemos analizado por MLPA los casos con claro patron de herencia AD. Shoukier y
colaboradores describieron en 2009 seis casos esporadicos portadores de delecion en el
gen SPAST, lo que en su poblacién equivalia al 4% de los pacientes™. Nuestra
poblacion comprende un 57% de casos esporadicos de los que el 4% resultaron
portadores de mutaciones puntuales en este gen. Seria necesario realizar estudios
adicionales para definir la implicacion de grandes deleciones e inserciones en la
etiologia de la PEH esporadica.

Las mutaciones mas frecuentes fueron las de cambio de sentido (41%), con una
frecuencia ligeramente superior a la descrita en otras poblaciones (20-30%) mientras
que las mutaciones de splicing fueron mucho menos frecuentes que en otros estudios
(11% vs. 50%, respectivamente). La gran variabilidad existente entre las diferentes
cohortes podrian ser consecuencia de los criterios de inclusion en la muestra *>*.
Coincidiendo con resultados previos, el 96% de las mutaciones puntuales afectan a
alguno de los dominios funcionales, en especial al dominio AAA que contiene un 74%

del éstas’>12019!

. Estos datos apoyarian la hipdtesis de que la actividad del dominio
AAA es mucho mas sensible a los cambios en su secuencia, quiz4 porque contiene un
centro activo con numerosos residuos criticos. Tedricamente, veintiuna de las 63
mutaciones detectadas introducen un codon de parada prematuro por lo que
probablemente generan un mensajero inestable que se degrada antes de traducirse. Asi,

estas mutaciones disminuirian los niveles de espastina total en la célula provocando

haploinsuficiencia. El efecto dominante de estas mutaciones podria deberse a que los
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niveles de espastina activa son criticos para que pueda realizar su funcién

adecuadamente®**”%. Las

42 mutaciones restantes podrian llegar a traducirse dando
lugar a una espastina inactiva, como es el caso de las mutaciones de cambio de sentido o
las deleciones e inserciones que no alteran la pauta de lectura. En aquellos casos en que
la espastina aberrante fuese capaz de oligomerizar podria ejercer un efecto negativo
dominante por la formacion de hexameros no funcionales®**>%.

La mutacion ¢.583C>G, que habia sido previamente descrita como un cambio de
sentido fuera del dominio AAA, es, en realidad, una mutacioén del sitio de ayuste y
empalme con introduccion de un codon de parada prematuro (p.Leul95Argfs*43)™.
Dos pacientes fueron portadores heterocigotos de la mutacion con sentido ¢.1849T>G;
p-*617Glu que originaba un transcrito estable que podria traducirse en una espastina
aberrante con 46 aminoéacidos mas en el extremo carboxilo terminal. Esta es la primera
descripcion de este tipo de mutacion en pacientes con PEH, pero se han descrito en otras
enfermedades hereditarias como la Demencia Familiar Britanica .

Dos mutaciones puntuales se situaron en el extremo carboxi-terminal, una region
aparentemente no funcional, por lo que su mecanismo patogénico es menos evidente.
Sin embargo, esta region es crucial en la formacion del poro del hexdmero, donde se
produce el corte efectivo de los microtiibulos. La teoria mas plausible es que, aunque no
inactivan los dominios funcionales, alteran el plegamiento de la espastina modificando
la disposicion de sus centros activos o su capacidad de interacciébn con otras
proteina598’2°6.

Los polimorfismos detectados en el gen SPAST son poco frecuentes y en su mayoria
silentes, lo que subraya la gran conservacion evolutiva e importancia funcional de la

3

espastina”. En nuestra poblacién no hallamos los polimorfismos p.Ser44Leu y

p.Pro45Leu, que tedricamente actian como modificadores del fenotipo. Su frecuencia

no supera el 0,6% en otras poblaciones>*>°,

5.2. Estudio del gen ATL1

La frecuencia de portadores ATL1 en nuestra poblacion ascendi6 al 6% (14/224), dentro
del rango descrito en otros estudios (1,25-39%). Sin embargo, puede que estemos
subestimando la frecuencia en nuestra poblacidon, ya que no incluimos los casos
esporadicos o de herencia dudosa con inicio posterior a los 20 afios de edad. Entre los

casos con herencia dominante hallamos un 11% de portadores (13/115)'2%124207,
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El gen ATL1 se encuentra altamente conservado. Encontramos 9 polimorfismos, de los
cuales s6lo dos se encontraban en region codificante y ambos eran silentes.

La mutacion p.Arg239Cys fue recurrente lo cual confirmaria que este codon es, también
en nuestra poblacion, un punto caliente mutacional quizas por tratarse de un
dinucledtido CpG metilado®”2'°.

Varios autores han observado que las mutaciones en la atlastina-1 disminuyen la
actividad GTPasa en distintos grados, independientemente de su localizacion en el
dominio G (GTPasa) o fuera del mismo. Por ello, se cree que su mecanismo patogénico
se basa en la introduccion de cambios conformacionales en la atlastina-1 que alteran
indirectamente la actividad GTPasa, aumentan la susceptibilidad a la degradacion o
impiden la oligomerizacion o la interaccion con otras proteinas’®'**'%”. El efecto
negativo dominante de estas mutaciones parece explicarse por la coexistencia de formas
mutadas y nativas®”’. Este mecanismo recuerda al de otros desordenes neurologicos con
herencia AD como Atrofia Optica de tipo 1, neuropatia intermedia de tipo 2A o
Charcot-Marie-Tooth debidos a mutaciones en OPA1, dinamina 2 o Mn2’®,

El caso indice de una de las familias con patrén de herencia dominante resultd ser
portador de la mutacion de novo p.GIn154Glu, que posteriormente heredd su hijo
desarrollando el mismo fenotipo puro y de inicio infantil que se habia determinado en el
examen del probando. La presencia de mutaciones de novo es un evento relativamente

frecuente en el gen ATL1 002!,

5.3. Estudio del gen SPG7

El gen SPG7 se estudié en 285 casos, la mayor cohorte de pacientes estudiada hasta el
momento. Las frecuencias de portadores de mutacion en la poblacion analizada (5%),
entre los pacientes PEH-AR (12%) y entre los casos aparentemente esporadicos (4%)
fueron similares a las descritas en otras poblaciones. Ademas, s6lo uno de los pacientes
fue heterocigoto compuesto, un rasgo caracteristico de este gen”®**"''%*"> A pesar de
que se han descrito pocas deleciones en el gen SPG7, la frecuencia observada en nuestro
estudio (2/14, 14%) sugiere que el andlisis de pacientes con PEH para el gen SPG7
deberia incluir tanto el andlisis por secuenciacion como por MLPA a fin de mejorar el
diagnostico y el consejo genético.

Segun estudios previos, el andlisis del gen SPG7 estd indicado en aquellos pacientes con

sospecha de PEH-AR en los que la enfermedad se manifiesta en la edad adulta y con
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fenotipo complicado®®''. Nuestros datos no apoyan esta hipétesis pues, aunque la edad
de inicio fue de 35 afios, la mayor parte de los portadores eran aparentemente
esporadicos (64%) y tan so6lo 8 (57%) desarrollaron sintomas adicionales. Por otra parte,
tras excluir mediante MLPA la presencia de reordenamientos en los portadores de
mutaciones puntuales, comprobamos que 13 de los 14 portadores presentaban una sola
mutacion. Estudios previos también han descrito un elevado nimero de portadores de
una unica mutacion, si bien en muchos de ellos no se descartaba la existencia de

. o) 26,115-116
reordenamientos génicos™”

. Una excepcion es el trabajo de Schlipf'y cols. (2011)
en el que analizaron 187 casos indice aparentemente esporadicos o con PEH-AR?".
Hallaron 7 pacientes (4%) portadores de dos mutaciones incluyendo tres portadores de
inserciones o deleciones. También identificaron 7 portadores de una mutacion en
heterocigosis y dos portadores heterocigotos compuestos de sendas variantes de efecto
patogénico incierto.

Una de nuestras familias con patron de herencia autosémico dominante fue portadora de
la mutacion p.Leu78*. Esta mutacion, en heterocigosis, fue la unica detectada en una
paciente cuya madre y tia fueron homocigotas. Las tres pacientes estaban afectadas y
presentaban una PEH pura con similar edad de inicio. Esta mutacion ya habia sido
detectada en dos familias italianas aparentemente no relacionadas en las que los
portadores heterocigotos resultaron asintomaticos®®. Este hallazgo sugiere que algunas
mutaciones en SPG7 podrian asociarse a penetrancia incompleta con desarrollo de
sintomas en algunos pacientes portadores de una sola mutaciéon. En esta familia, se
descartd la existencia de una segunda mutacion en el gen SPG7, ya sean
reordenamientos o cambios puntuales en la region codificante, las secuencias intronicas
flanqueantes o la region 3’UTR. Sin embargo, no podemos excluir que el portador
heterocigoto de p.Leu78* tenga una segunda mutacion en las regiones no analizadas
(como el promotor o secuencias intronicas profundas). Este paciente también podria ser
portador de una mutacion en un segundo gen asociado a PEH y no analizado en este
estudio, que actuase de modo sinérgico con la mutacion en SPG7.

De todos modos, ya se ha sugerido la existencia de un patrén de herencia dominante con
penetrancia incompleta asociado a SPG7, una posibilidad apoyada recientemente por el
hallazgo de alteraciones de la materia blanca del cuerpo calloso en casos asintomaticos

: - 116,215-216
portadores heterocigotos de mutacion en este gen' .
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Alrededor del 60% de las mutaciones halladas parecen generar un mensajero inestable
que probablemente sea degradado provocando haploinsuficiencia''®*">. El resto de
mutaciones dan lugar a cambios de aminodcido en los dominios funcionales AAA o
Peptidasa M41. En este caso podrian traducirse en una paraplegina inactiva con efecto
dominante negativo por la formacion de complejos m-AAA no funcionales®''.

Al contrario que los genes SPAST y ATL1, el gen SPG7 es muy polimorfico. Entre las
variantes detectadas se encuentra el cambio p.Ala510Val, inicialmente considerado un
polimorfismo raro. Sin embargo, se encuentra en una region altamente conservada y su
analisis in silico indica un efecto dafiino en la estructura de la proteina. De hecho,
ensayos de complementacion en levaduras demostraron que perturba la funcion
proteolitica de la proteasa hetero-oligomérica m-AAA, de la que forma parte la

. 2647117
paraplegina™""

. De acuerdo con su papel patogénico putativo, el alelo p.510Val fue
significativamente mas frecuente en nuestra cohorte de pacientes en comparacion con
los controles y entre los pacientes portadores de mutacion respecto a los no portadores.
Ademas, al igual que en otras poblaciones, cuatro de los pacientes portadores de
mutaciones causales en SPG7 eran portadores del alelo de riesgo y observamos que
segregaban de modo independiente''**'>. Como ya han sugerido otros autores, estos
datos indican que la variante p.Ala510Val podria contribuir a la patogénesis de la PEH,
actuando como variante deletérea en presencia de otra mutacion, y constituyendo un

factor de riesgo genético para el desarrollo de PEH26-116-117

. Ya que su frecuencia es del
1% en controles sanos, estudios poblaciones para determinar el riesgo de PEH a
diferentes edades podrian ser de utilidad para clarificar el papel patogénico de esta

variante.

5.4. Correlacion genotipo-fenotipo

En el grupo de portadores SPG7 predominaron los casos aparentemente esporadicos y
aquellos con PEH sugerente de herencia recesiva, en concordancia con estudios
previos''*!'%21%_ Sin embargo, destaca el hallazgo de la familia portadora de la mutacién
p.-Leu78* en SPG7 y con patron de herencia dominante. Esto junto con el hecho de que
muchos pacientes son portadores heterocigotos de una Uinica mutacidon sugiere que el
estudio del gen SPG7 estaria indicado en familias con patron AD, a pesar de la

T ONE I : 26,115-11
asociacion inicial de este locus a las formas recesivas 6,115 6.
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La frecuencia de casos complicados entre los portadores SPG7 fue menor a la descrita
en otras poblaciones (57% vs. 70%) pero, como cabia esperar, fue significativamente
mayor que la observada entre los portadores SPAST y ATL1 (9% y 10%,
respectivamente)’ 1!,

Al igual que en otras poblaciones, los portadores de mutacion en ATL1 presentaron, por
lo general, un inicio infantil con una EI media de 9,5 afos (£ 9), significativamente
menor que las observadas en los portadores SPAST y SPG7 (33 + 17 afios y 36 £ 11
afios, respectivamente)'”’. Aunque la EI media no difiri6 significativamente entre estos
ultimos, cabe sefialar la ausencia de casos con inicio infantil entre los portadores SPG7
frente al 17% de casos observados entre los portadores SPAST 11620,

Las diferencias y similitudes en la EI se vieron reflejadas en la mayor duracion de la
enfermedad en los casos ATL1, que presentaban una duracion media de 24 afios frente a
los 15 y 12 de los casos SPAST y SPG7, respectivamente.

La proporcion de hombres afectados fue mayor de la esperada entre los portadores
SPAST (62%), un fendmeno que podria estar relacionado con el efecto neuroprotector

. 3435217
de los estrogenos™ ™

. Por el contrario, esta frecuencia fue menor de la esperada entre
los portadores ATL1 (35%), aunque este resultado podria ser un artefacto debido al
pequeio tamafio de este grupo.

Los resultados obtenidos nos han permitido disefiar un protocolo o algoritmo de
diagnodstico genético a fin de hacer mas eficiente el estudio de los pacientes en los que
se establece una sospecha diagnéstica de PEH (Figura 20). El estudio del gen SPAST
debe realizarse en todos los pacientes con sospecha clinica de PEH por su elevada
frecuencia de mutacion, la existencia de mutaciones con penetrancia incompleta y el
hallazgo mutaciones en pacientes con formas aparentemente esporadicas o de herencia
dudosa. En pacientes SPAST negativo, con edad de inicio precoz antes de los 20 afos e
independientemente de su modo de herencia, se realizaria el estudio de ATL1. En ambos
casos, se analizaria primero la presencia de mutaciones puntuales y en caso de que no se
encontrase ninguna se procederia al estudio mediante MLPA. En caso de no detectarse
ninguna mutacidn en estos genes y si el patron de herencia es AD se debe descartar la
presencia de mutaciones en otros genes AD como NIPAl1 y REEP1 y también en SPG7.
El estudio del gen SPG7 se realizaria tanto en los casos con patron de herencia recesiva
como en los casos esporadicos o de herencia familiar desconocida que hubiesen

resultado negativos durante el estudio de los genes SPAST y ATL1.
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Este protocolo podria resultar una herramienta diagnoéstica eficaz que facilitaria el
estudio genético molecular en los pacientes con sospecha de PEH, promoviendo un uso

mas racional de los recursos disponibles al evitar la realizacion de pruebas superfluas.

5.5. Estudio de los haplogrupos mitocondriales

A fin de determinar la posible contribucion de la variacion mitocondrial al riesgo de
padecer PEH, comparamos las frecuencias observadas en los casos sin mutacion
conocida frente a la de la poblacion general. No observamos diferencias en la
distribucion de los haplogrupos comunes ni de los polimorfismos que los definen entre
ambos grupos. Sin embargo, uno de los haplogrupos “raros”, definido por los alelos
1719G-4580G-7028T-8251G-9055G-10398A-12308A-13368G-13708G-16391G,  fue
significativamente mas frecuente entre los pacientes (8% vs. 2%; p = 0.001; OR = 3.77),
por lo que podria estar contribuyendo al riesgo de desarrollar PEH en nuestra poblacion.
Con todo, seria necesario secuenciar todo el genoma mitocondrial en los pacientes
portadores de este haplogrupo a fin de determinar si éste estd ligado a alguna otra
variante que explicase esta aparente asociacion con la enfermedad.

Por otro lado, analizamos la posible contribucion mitocondrial a la variabilidad
fenotipica, comparando las proporciones de fenotipos y las edades de inicio en funcién
del alelo de cada polimorfismo o del haplogrupo. De este modo, detectamos que el alelo
m.10398G fue mas frecuente entre los casos complicados que en los puros. Este alelo
forma parte de los que definen el haplogrupo J, que también presentd una frecuencia
mayor en los casos complicados. En estudios previos se ha sugerido que este alelo tiene
un efecto protector frente a la enfermedad de Parkinson aunque también, se ha asociado
a una menor edad de inicio en un grupo de pacientes con ataxia espinocerebelosa de tipo
2 172218219 g polimorfismo m.10398 A>G provoca un cambio conservativo de treonina
por alanina en el codon 155 del gen de NADH deshidrogenasa 3 (ND3). Parece que este
cambio afecta al pH de la matriz mitocondrial y modifica la dindmica de calcio
intracelular, ya que en las células cuyas mitocondrias portan el alelo m.10398A se ha
observado una mayor liberacién de calcio al citosol en respuesta a la histamina®’. Las
diferencias en la funcion mitocondrial podrian ser las causantes de la relacion entre este
polimorfismo y el fenotipo de los pacientes con PEH. Aunque esta hipdtesis es posible,
seria necesario disponer de una serie de 126 casos complicados y 477 casos puros para

alcanzar una potencia estadistica del 80% con un valor de significacion de 0,05.
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Por otra parte, entendemos que nuestro estudio presenta una limitacion basica debida a
que la frecuencia de los diferentes haplogrupos varia considerablemente entre regiones,
y nuestra muestra incluye pacientes procedentes de diferentes areas geograficas del

territorio espafiol, mientras que los controles son exclusivamente asturianos.
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6. Conclusiones

1.

La cohorte de pacientes espafioles estudiada muestra una estructura genética y
unas caracteristicas clinicas similares a las de otras poblaciones caucésicas. Sin
embargo, en nuestra serie hemos encontrado un porcentaje de casos juveniles y
de casos con herencia recesiva y fenotipo puro mayores que en otras

poblaciones.

. El gen SPAST es el més frecuentemente mutado en la poblacion espaiola y

presenta una mayor penetrancia de las mutaciones entre los hombres.

. Las mutaciones en el gen ATL1, halladas en el 6% de los casos analizados y en

el 10% de las familias con patrén de herencia dominante, se asocian a una edad
de inicio juvenil. La mutacion p.Arg239Cys también es un punto caliente
mutacional en nuestra poblacion al hallarse en un 43% de los portadores.

El analisis de los genes SPAST y SPG7 mediante la técnica de MLPA es
imprescindible en casos con claros antecedentes familiares, dada la frecuencia
relativamente alta de grandes reordenamientos hallados.

Nuestros resultados apoyan la existencia de un patron de herencia dominante
con penetrancia incompleta asociado a SPG7 asi como el efecto deletéreo del
alelo p.510Val en presencia de otras mutaciones y su papel como factor de
riesgo para el desarrollo de PEH. La asociacion entre las mutaciones en el gen
SPG7 y el desarrollo de fenotipo complicado parece menor a la descrita en otras
poblaciones.

Un 9% de los pacientes esporadicos o de historia familiar desconocida son
portadores de mutaciones en uno de los 3 genes analizados, por lo que seria
recomendable abordar el estudio molecular de estos aun en ausencia de
antecedentes familiares.

Los haplogrupos mitocondriales europeos mas comunes no contribuirian a la
patogenia de la PEH en la poblacion espafiola. Sin embargo, tanto el haplogrupo
J como el polimorfismo mitocondrial que lo define (m.A10398G) parecen

contribuir al desarrollo de sintomas adicionales.
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Abstract

Background: Hereditary Spastic Paraplegias (HSP) are characterized by progressive spasticity and weakness of the
lower limbs. At least 45 loci have been identified in families with autosomal dominant (AD), autosomal recessive (AR),
or X-linked hereditary patterns. Mutations in the SPAST (SPG4) and ATLI (SPG3A) genes would account for about 50%
of the ADHSP cases.

Methods: We defined the SPAST and ATL1 mutational spectrum in a total of 370 unrelated HSP index cases from
Spain (83% with a pure phenotype).

Results: We found 50 SPAST mutations (including two large deletions) in 54 patients and 7 ATL] mutations in 11
patients. A total of 33 of the SPAST and 3 of the ATLl were new mutations. A total of 141 (31%) were familial cases, and
we found a higher frequency of mutation carriers among these compared to apparently sporadic cases (38% vs. 5%).
Five of the SPAST mutations were predicted to affect the pre-mRNA splicing, and in 4 of them we demonstrated this
effect at the cDNA level. In addition to large deletions, splicing, frameshifting, and missense mutations, we also found a
nucleotide change in the stop codon that would result in a larger ORF.

Conclusions: In a large cohort of Spanish patients with spastic paraplegia, SPAST and ATLI mutations were found in
15% of the cases. These mutations were more frequent in familial cases (compared to sporadic), and were associated

with heterogeneous clinical manifestations.
.

Background

The hereditary spastic paraplegias (HSP) are character-
ized by progressive spasticity and weakness of the lower
limbs due to axonal degeneration in the pyramidal tract.
The disease is classified as “pure” when spasticity is the
only clinical finding, and as “complicated” when other
clinical features (dementia, cerebellar ataxia, epilepsy,
peripheral neuropathy) are also present [1]. HSP is fre-
quently familial and at least 45 loci have been identified
in families with autosomal dominant (AD), autosomal
recessive (AR), or X-linked inheritance [2-4]. This
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genetic heterogeneity partly explains the differences in
disease severity, age at onset, rate of progression, and
degree of disability between families. However, intrafa-
milial heterogeneity is also frequent.

SPG4 (OMIM#604277) is the most common form of
HSP, accounting for approximately 40% of the familial
and 6-15% of the sporadic cases. The SPAST/SPG4 gene
encodes spastin, a member of the AAA (ATPase asso-
ciated with various cellular activities) family of proteins,
implicated in the remodeling of protein complexes upon
ATP hydrolysis and the coordination of axonal microtu-
bule interactions with the tubular endoplasmic reticu-
lum network [5,6]. To date, >240 SPAST mutations have
been reported (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php;
date of consultation August 2, 2010), mainly in patients

© 2010 Alvarez et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited.
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with pure HSP [7-12]. Most of the SPAST mutations are
single-nucleotide changes or small deletions/insertions,
but large deletions and duplications have also been
reported [13-16]. This suggested that both, haploinsuffi-
ciency and “toxic” gain of function could explain the
pathogenic mechanism of SPAST mutations [5,17-19].

SPG3A (OMIM#606439) is the second most frequent
form of ADHSP. The ATL1/SPG3A gene encodes atlas-
tin, a protein localized in the endoplasmic reticulum
and the Golgi and implicated in vesicle trafficking and
neurite outgrowth [20,21]. To date, >25 ATLI1 mutations
have been reported (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.
php; date of consultation August 2, 2010), mainly mis-
sense changes that supported a gain of function patho-
genic mechanism. ATL1 mutations accounted for
approximately 10% of the ADHSP families, and have
been mainly found in pure HSP [22,23]. ATL1 muta-
tions are also frequent in early onset (childhood or ado-
lescence) cases [24-26].

This is the first report of the mutational spectrum of
the SPAST and ATLI genes in a large cohort of unre-
lated HSP patients from Spain. Few studies on cohorts
>200 patients have been published, and the parallel
screening of both genes was rarely reported.

Methods

Patients

This study was approved by the Ethical Committee of
Hospital Universitario Central Asturias (HUCA), and all
the participants (patients and controls) signed an informed
consent. A total of 370 non-related patients (index cases)
were recruited through the Neurology Departments of
several Hospitals from Spain. HSP was diagnosed by quali-
fied neurologists on the basis of Harding’s criteria. Based
on the clinical, radiological, and biochemical findings,
cases with diseases that mimicked spastic paraplegia were
excluded [27]. A total of 141 patients (38%) had a family
history of HSP with a dominant inheritance pattern, and
were thus classified as ADHSP cases. The absence of
family history of the disease was established in 229
patients (62%) after interview on their first and second
degree relatives. These cases were classified as “apparently”
sporadic or with an uncertain inheritance pattern. In 177
of these the two parents were alive and did not have symp-
toms consistent with HSP, while in 52 the inheritance pat-
tern could not be established because no clinical data were
available from relatives.
SPAST and ATL1

sequencing

DNA was obtained from blood leukocytes and the 17
coding exons of SPAST (plus at least 50 bp of the flank-
ing intronic sequences) were polymerase chain reaction
(PCR) amplified (Additional file 1, Table S1). PCR frag-
ments were purified and the two strands were sequenced
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using Big Dye chemistry in an ABI3130 system (Applied
Biosystems, Ca, USA). These sequences were compared
with the SPAST reference sequence (ENSG00000021574
for the genomic; ENST00000315285 for the transcript;
http://www.ensembl.org). In patients who were negative
for SPAST mutations and had ADHSP (n = 88) or
patients without a family history of HSP and onset age

<20 years (n = 99), we amplified and sequenced the 13

coding exons of ATLI (reference sequences
ENSG00000198513 for the  genomic, and
ENST00000358385 for the transcript; http://www.

ensembl.org). All the DNA sequence variants were
named following the guidelines of the Human Genome
Variation Society (http://www.hgvs.org/mutnomen).

Controls screening

All the new putative mutations (not previously reported
as SPAST or ATL1 mutations or polymorphisms) were
screened in 400 controls. These were healthy individuals
aged 21-65 years recruited through the Blood Bank of
HUCA. The new nucleotide changes were genotyped
through PCR-RFLP, single strand conformation analysis
(SSCA), or denaturing high performance liquid chroma-
tography (DHPLC), as reported [28]. Each PCR fragment
containing a putative mutation gave a characteristic
RFLP, SSCA or DHPLC pattern, and we could thus
determine its presence/absence in the controls. When a
new nucleotide change was not found among the 400
controls we determined, when it was possible, the car-
rier status of all the available affected relatives to con-
firm the segregation of the mutation with the disease.

MLPA analysis

The multiplex ligation dependent probe amplification
(MLPA) assay with the Salsa Kit P165 HPA (MRC Hol-
land, Amsterdam) was used to determine the existence
of genome copy number aberrations in the SPAST and
ATL1 genes in ADHSP patients who were negative for
sequencing mutations [13]. To investigate the conse-
quences of large SPAST deletions at the transcript level,
we isolated the mRNA from leukocytes in 10 ml of
blood (Trizol reagent, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
and synthesised the c¢cDNA (Quantitec Reverse Tran-
scripcion kit, Quiagen, Hilden, Germany). The cDNA
was amplified with primers that matched exons flanking
the deletion (conditions available upon request), and the
PCR products were purified and sequenced.

Analysis of SPAST

transcripts

To determine the effect of some SPAST mutations on
mRNA transcripts, the cDNA synthesised from leukocytes
was amplified with primers that matched the exons flank-
ing the mutation (additional file 1, Table S2), and the PCR
fragments were purified from agarose gels and sequenced.
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Statistical analysis

The analysis of variance (SPSS 17.0 software) was used
to compare the mean onset age and disease duration
between patients with mutations in SPAST and ATLI
and patients without mutations.

Results
Patients characteristics
We studied a total of 370 unrelated HSP index cases,
with a mean onset age of 28 (+ 21) years (range 1-77
years), and a mean disease duration of 17 (£ 15) years.
A total of 321 patients (87%) had a pure HSP, while 49
(13%) were complicated cases with peripheral neuropa-
thy (the most frequent finding), cerebellar or cerebral
atrophy, mental retardation, nystagmus, or dysarthia.

A total of 44 of the 141 patients (31%) with ADHSP had
a SPAST mutation, and 10 mutations were found among
the 229 (5%) cases apparently sporadic or with an uncer-
tain inheritance pattern. However, in three of these
patients the mutation (p.Leud26Val, p.Lys503insArg, and
p-Met390Val) was de novo because none of the two parents
was mutation carrier (the paternity was confirmed). We
found 10 ATL1 mutation carriers among 88 ADHSP cases
(11%), and the only apparently sporadic proband had a de
novo mutation (p.Gln154Glu) (Additional file 2, Figure S1).

SPAST
mutations

We found 48 SPAST mutations in 52 patients (Table 1).
These were missense changes in amino acids conserved
between species (n = 22), nonsense mutations (n = 7),
small frameshifting insertions/deletions (n = 13), nucleo-
tide changes in the intronic splicing consensus sequence
(n = 5), and a sense mutation in the stop codon (Figure
1). A total of 15 mutations had been previously
reported, while 33 (69%) were novel.

SPAST missense mutations out of the AAA domain

Most of the missense mutations were in the AAA
domain. Two novel missense changes (p. Pro293Leu,
and p. Asp613Ala) were outside of the AAA domain,
where missense mutations have been rarely found. The
two amino acids were evolutionary conserved. The p.
Pro293Leu proband was a 51-year-old man with pro-
gressive gait disorder starting at the age of 31, who has
been confined to a wheelchair due to his spasticity (pure
form) for the last two years. His 46-year-old sister, and
one of his daughters (18 years old) also carried this
mutation. They both presented brisk reflexes and
Babinski’s sign, but no spasticity and an almost normal
gait. The p.Asp613Ala was found in a 45 years old man
with a pure phenotype affecting only the lower limbs
and the first symptoms at the age of 36 years. He did
not report a family history of the disease, although no
relatives were studied.
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We also found a new SPAST missense variant (p.
I1e328Leu) in a 15 years old male with complicated
spastic paraplegia starting at the age of 18 months. This
putative mutation was also found in his father’s grand-
mother (asymptomatic), but the proband’s father was
not available for study. Although this variant was not
found among the controls and involved a conserved
amino acid, a bioinformatics analysis (SIFT v2. program,
Sorting Intolerant From Tolerant; http://sift.jcvi.org/)
indicated a non significant change in the protein func-
tion, and was thus classified as a change of uncertain
pathogenic effect.

G (exon 3) affected

splicing",1,0,1,0,0pc,0pc,0pc,0pc>SPAST ¢.583C>G (exon 3)
affected splicing

The ¢.583C>G (p.Leul95Val) was found in a 19 years
old male with an onset at the age of 2 years and a phe-
notype complicated with neuropathy. He was from a
family with ADSPH in which we confirmed the segrega-
tion of the disease with this mutation. This has been
previously reported as a missense mutation, and the
bioinformatic analysis (SIFT v2. program) indicated that
this change would affect the protein function. However,
the ¢.583C>G was four nucleotides from the 3’ end of
exon 3, and was also predicted to reduce the score of
the splicing consensus site (Human Splicing Finder v.
2.4; http://www.umd.be/SSF). This mutation could thus
result in an aberrant mRNA sequence. To confirm this,
we isolated the mRNA from the patient’s blood leuko-
cytes and amplified the SPAST cDNA with primers for
exons 2 and 7. The last 4 nucleotides of exon 3 were
missed in the transcript, that would thus be translated
into an aberrant protein (Figure 2A).

SPAST sense mutation

We found a novel mutation in the SPAST stop codon,
¢.1849T>G (p.X617Glu) in two non related patients with-
out known affected relatives. The mutated transcript was
predicted to be translated into a 46 amino acids longer
protein. To determine the stability of the mRNA contain-
ing this mutation, we synthesized the cDNA from RNA
obtained from leukocytes of one of the patients and
amplified and sequenced a PCR-fragment generated with
primers that matched exons 11 and the 3’ untranslated
region (UTR). The two alleles gave equally intense
sequence electropherogram peaks, suggesting that
¢.1849G did not increase the mRNA decay and was likely
translated into a mutated protein (Figure 2B).

SPAST mutations affecting splicing

In addition to the above described ¢.583C>G in exon 3
of SPAST, we found five changes in intron splicing con-
sensus nucleotides. The in silico analysis (Splice Site
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Table 1 Mutations identied in the SPAST gene in the Spanish HSP cohort
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Case  Onset age (Years) Phenotype* GENE EXON Mutation Protein change Reference
193 60 Pure-UHSP SPAST 1 ¢.349C->T p.Argl17X This study
69 45 Pure-SHSP SPAST 2 c.469delG p.Glul57f sX159 This study
81 35 Pure-SHSP SPAST 3 ¢.577C>T p.GIn193X (7
138 2 Complicated-ADHSP ~ SPAST 3 ¢.583C->G p-Leul95Val [10]
166 43 Pure-ADHSP SPAST 5 C.782C>G p.Ser261X (7]
197 53 Pure-ADHSP SPAST 5 ¢.857-859delCTA p.Pro286-Thr287delinsP  This study
257 23 Pure-ADHSP SPAST 5 ¢.806¢c->G Tyr269X [7]
300 8 Pure-ADHSP SPAST 5 ¢.746C>G p.Ser249X (8]
174 1 Pure-ADHSP SPAST 6 ¢.879delG p. Pro293fsX314 This study
205 20 Pure-ADHSP SPAST 6 .936-37insA pLys.312£sX318 This study
206 30 Pure- UHSP SPAST 6 ¢.977-978insA p-Asn326fsX331 This study
335 32 Pure- SHSP SPAST 6 ¢.878C>T p.Pro293Leu This study
13 40 Pure-ADHSP SPAST 7 ¢.1040A>C p.GIn347His This study
130 0 Complicated-ADHSP ~ SPAST 7 c.1082C>T p.Pro361Leu [41]
133 35 Pure-ADHSP SPAST 7 c.1054C>T p.GIn352X This study
351 Pure-ADHSP SPAST 7 c. 1091-1098delGGCCTGAG p.Arg364£sX392 This study
47 66 Pure-ADHSP SPAST 8 c.1139T>A p.Leu380His [15]
111 49 Pure-ADHSP SPAST 8 c.1133T->G p-Leu378Arg This study
180 54 Pure-ADHSP SPAST 8 c.1172T>C p.Leu391Pro [42]
273 1 Complicated-SHSP SPAST 8 c.1168A->G p-Met390Val [43]

7 44 Pure-ADHSP SPAST 9 c.1215-1219delTATAA p. Asn405fsX441 (7]

22 42 Pure-ADHSP SPAST 9 ¢.1174-1180delGCTAAG p-Ala392fsX405 This study
23 35 Pure-ADHSP SPAST 9 ¢.1226G>A p.Ala409Thr This study
32 35 Pure-ADHSP SPAST 9 ¢.1177-1180delAAAGCAGTA GCT p.Lys393-Ala396del This study
52 45 Pure-ADHSP SPAST 9 c.1210-1212delTTT p.Phe404del [44]
80 38 Pure-ADHSP SPAST 9 c.1210-1212delTTT p.Phe404del [44]
98 29 Pure-ADHSP SPAST 9 ¢.1192-93delGA/insT Glu398fsX406 This study
179 10 Pure-ADHSP SPAST 9 ¢.1192-93delGA/insT Glu398£sX406 This study

363 2 Pure ADHSP SPAST 9 C.1128A>C p.Ser410Arg This study
135 47 Pure-ADHSP SPAST 10 ¢.1306T>C p-Ser436Pro This study
170 3 Complicated-SHSP SPAST 10 c.1276 C>G p-Leud426Val [7]
373 10 Pure-ADHSP SPAST 10 c. 1321G>A p.Asp441Asn This study
50 2 Pure-ADHSP SPAST 11 c.1387A>G p.Thr463Ala This study
200 35 Pure-ADHSP SPAST 11 c.1378c>A p.Arg460Ser [45]
308 30 Pure -ADHSP SPAST  1VSII c.1414-2A>C Exon 12 skipping This study
322 30 Pure_ ADHSP SPAST  1VSII c.1414-1G>C Exon 12 skipping This study
86 40 Pure- ADHSP SPAST 12 ¢.1439-1145del TACTTGT/insC p.Val480fs This study
118 61 Pure-ADHSP SPAST 12 c.1466C-> T p.Pro489Leu [46]
177 20 Pure-ADHSP SPAST 12 ¢.1492A<G p-Arg498Gly This study
352 Pure-ADHSP SPAST 12 c.1474C>T p-Leu492Phe This study
145 16 Pure-ADHSP SPAST ~ 1VSI2 c1494-2A>G presumed missplicing  This study
178 1 Pure-SHSP SPAST 13 ¢.1507-1508insGGC p.Lys503insArg This study
334 32 Pure-ADHSP SPAST 13 c.1540A>G p.Arg503Trp [11]
358 30 Pure-ADHSP SPAST 14 c.1540A>G p.Arg514Gly [12]
253 18 Pure-ADHSP SPAST 15 c.1684C>T p.Arg562X [7]

261 50 Pure-ADHSP SPAST  IVSIS c.1687+1G/A Ex15 skipping (7]

62 40 Pure-ADHSP SPAST  1VSIS c.1687+1G/T Ex15 skipping This study
103 40 Pure-ADHSP SPAST 17 ¢.1793T> C p.11e580Thr This study
112 56 Pure-ADHSP SPAST 17 C.1739T-> C p.11e580Thr This study
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212 35 Pure-ADHSP SPAST 17 c.1849T-> G p.X617Glu This study
286 54 Complicated-UHSP SPAST 17 c.1849T-> G p-X617Glu This study
310 36 Pure- UHSP SPAST 17 C.1838A-> C p.Asp613Ala This study
EXON DELETIONS
199 20 Pure-ADHSP SPAST - EX10-16 deletion [14]
225 14 Pure-ADHSP SPAST - Ex 6-7 deletion This study

* ADHSP- Autosomal dominant spastic paraplegia; SHSP: apparently sporadic spastic paraplegia (including siblings with healthy parents); UHSP: Unkown familial

history spastic paraplegia

Prediction by Neural Network; http://www.fruitfly.org/
seq_tools/splice.html) indicated that the five changes
would affect the pre-mRNA splicing. We could synthe-
size the cDNA from four of the patients, that was ampli-
fied with primers that matched exons 7 and 17, and
exons 11 and 17. In all these cases two PCR-fragments
were amplified, and the longer fragment corresponded
to the wild type transcript while the shorter resulted
from an exon skipping. In this way, we confirmed the
existence of defective transcripts (Figure 2C).

Large SPAST

deletions

We performed MLPA analysis in the 77 ADHSP cases who
were negative for ATL1 and SPAST sequencing mutations.
Two patients (2.5%) showed a significantly reduced ampli-
fication signal for exons 10-16, or exons 6-7 of SPAST. In
the patient with a putative deletion of exons 10-16 we
amplified the cDNA with primers that matched exons 9
and 17, and confirmed the skipping of exons 10-16 (Figure
2D). In this pedigree, the age at onset (third decade) was
similar in the three affected members who were studied,
and the oldest patient (an 81-year-old man) had been con-
fined to a wheelchair for the previous five years.

ATLI1
mutations

The ATLI exons were sequenced in a total 88 patients
with ADHSP and in 99 patients without a family history
of HSP and an onset age <20 years. We found seven
mutations and a variant with uncertain pathogenic effect
in 11 patients (Table 2). Three were novel missense
changes (p.His256Asp, p.GIn154Glu, and p.Phe413Val),
while 5 had been reported. The p.Arg239Cys was a
recurrent mutation found in 3 non related patients.
Mutations p.Gln154Glu, (c.460 C>G), p. His256Asp
(c.766C>A), and p.Phe413Val (c.1237T>G) are located in
the guanilate binding protein domains. The p.Glnl154Glu
mutation was found in a patient with a pure phenotype
and onset of symptoms in childhood. His son showed gait
problems at the age of two years. The p.His256Asp patient
was a 45 years old woman with the onset of symptoms at
the age of 3 years and a progressive spastic paraplegia
(Additional file 2, Figure S1). In her family, we identified
mutation carriers who were asymptomatic at ages of 60

and 63 years, and this could thus be classified as a variant
with uncertain pathogenic effect. Mutation p.Phe413Val
was found in a patient with an onset age of 6 years and a
complicated phenotype (neuropathy). Her mother was
affected, but she was death and we could not confirm
whether carried the mutation. None of the 77 ADHSP
patients studied through MLPA showed evidence for large
ATLI deletions.

SPAST and
polymorphisms
We found several polymorphisms in the two genes
(Additional file 1, Table S3). All the new polymorphisms
were intronic, or exonic silent amino acid changes with
one exception: c¢.844 T>A in exon 5 of SPAST (p.
Ser282Thr). This missense change affected an amino
conserved between species and was not found in any of
the 400 controls. Although it could be considered a
putative mutation, was in a patient with the p.Ser261X
mutation (located also in exon 5). Segregation analysis
to determine whether the two nucleotide changes were
in different chromosomes was not possible. However,
the electrophoretic pattern of bands after double restric-
tion enzyme digestion (Mnll + Mbol) of the exon 5 frag-
ment indicated that the mutation was in cis with the
c.844 A allele (data not shown). This suggested that this
was likely a rare variant, rather than an HSP mutation.
Two missense polymorphisms that have been proposed
as modifiers of the clinical phenotype (p.Ser44Leu and
p-Pro45Leu) were not found in our patients [29].

ATL1

Genotype-phenotype correlation

The phenotype associated with SPAST and ATL1 muta-
tions was pure in 48 (87%) and 10 (90%) of the index
patients, respectively. We analysed all the available rela-
tives of the 63 index cases with mutations, and identified a
total of 54 SPAST and 15 ATL1 mutation carriers. A total
of 13 mutation carriers (10 for SPAST and 3 for ATL1
gene) were asymptomatic at the time of our analysis. The
mean onset age of the disease (index cases and relatives)
was 34.5 (£ 17.72) years for SPAST mutation carriers, and

7.67 (£ 5.9 years) for ATL1 mutation carriers (p < 0.001).
A difference was also observed between ATL1 mutation
carriers and patients without SPAST/ATL1 mutations
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Figure 1 Schematic diagram of SPAST and ATL! domains showing the location of the mutations. The one letter code was used
to identify the amino acid changes. Novel mutations are in bold.
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(7.67 £ 5.9 vs. 27.78 + 20.238; p < 0.001). The mean dura-
tion of symptoms at the time of examination did not differ
between patients with SPAST (14.5 £ 11.1) and ATLI
(18.78 £ 15.057) mutations. No difference in disease dura-
tion was observed between SPAST or ATL1 mutation car-
riers and patients without mutations.

Discussion
SPAST mutations (including large gene deletions) were
found in 15% (54/370) of the patients, but this frequency
increased to 31% (44/141) among patients with ADHSP.
Most of the SPAST mutations were novel, and this was in
agreement with previous reports that described a high
rate of private mutations in this gene [30,10,15]. We
found an ATL1 mutation in 6% of the patients studied
for this gene, but this frequency could be underestimated
because we did not include ADHSP patients with a
SPAST mutation or patients with sporadic/uncertain
HSP and an onset age >20 years. However, we think that
the ATL1 mutation rate should be right because double
mutated patients (SPAST + ATL1) have not been
reported, and ATL1 mutations were rare among non-
ADHSP patients with an onset age >20 years [22,25,26].
Considering the ADHSP cases, the mutational screening
of SPAST and ATLI identified a total of 54 mutation car-
riers, a frequency (38%) within the range reported in other
populations [10,12,31,32]. Also in agreement with previous
reports, the frequency of SPAST and ATL1 mutation car-
riers was much lower among patients with sporadic/
uncertain HSP [12]. Four of the sporadic cases had a de
novo mutation. A high rate of de novo mutational events

for SPAST and ATL1 has been previously described, indi-
cating that sporadic cases should also be screened for
mutations in these genes after exclusion of other major
neurological causes of spasticity [15,23,33-35].

SPAST mutations are mostly restricted to the AAA
protein domain. It is thus remarkable that three of the
missense mutations in our patients were out of this
domain (p.Leul95Val, p.Pro293Leu, and p.Asp613Ala).
In the case of ATL1 all the mutations were missense
changes in the GTPase and transmembrane domains of
atlastin, and would disrupt the normal protein folding
and oligomerization [20,21]. The SPAST ¢.C583G variant
was previously reported as a missense mutation (p.
Leul95Val) [10]. However, this change was within the
consensus splicing sequence of exon 3 and we confirmed
its effect on pre-RNA splicing. Nucleotide changes in the
last nucleotides of exons could result in both, normal
and splicing defective transcripts [36-38]. Although we
found an aberrant transcript we could not define whether
the ¢.583 G resulted also in normal transcripts.

In the SPAST gene we also found one mutation in the
stop codon (c.1849T>G; X617Glu), that would result in
the translation of 46 amino acid beyond the stop codon.
To our knowledge, this is the first sense mutation reported
in this gene. The abolishment of a stop codon and the
appearance of a longer ORF has been found in other her-
editary diseases, such as the British Familial Dementia
caused by a sense mutation in the ITM2B gene [39].

We performed MLPA analysis in 78 patients with
ADHSP and we found two large deletions in the SPAST
gene, which accounts for 2.5% of patients. In a recent
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Figure 2 A) The cDNA from patient 138 (carrier of ¢.583C>G in exon 3 of SPAST) was synthesised from leukocytes mRNA.
The sequencing of the fragment amplified with primers that matched exons 2 and 7 showed the deletion of the last 4 nucleotides of exon 3. B)
The ¢DNA from patient 212 (X617Glu) was amplified with primers for exons 11 and 17 of SPAST, and the sequence showed similar
electropherogram peaks for the two alleles. C) The ¢cDNA of patient 322 was amplified with primers for exons 7 and 17 of SPAST, and the
sequence showed the effect on splicing of the c.1414-1G>C mutation. D) MLPA of the SPAST gene in patient 199, showing the exons 10-16
deletion. The cDNA was amplified with primers that matched exons 9 and 17, and two PCR fragments were obtained. Sequencing of the smaller
fragment confirmed the absence of exons 10 to 16.P = patient (cDNA); M = Patient's mother’s (¢cDNA); C= Control (¢DNA); G = Genomic DNA
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Table 2 Mutations in the ATLI gene

Case onset age (Years) Phenotype/Inheritance GEN Exon Mutation Protein Reference
57.1 1 Pure- SHSP ATLI 4 c.460 C>G p.GIn154Glu This study
97 8 Pure-ADHSP ATLI 7 c.715C>T p.Arg239Cys [47]
102 4 Pure-ADHSP ATL1 7 c.715C>T p-Arg239Cys [47]
220 3 Pure-ADHSP ATLI 7 c.715C>T p.Arg239Cys [47]
279 5 Pure-ADHSP ATLI 7 c.715C>T p-Arg239Cys [47]
64 10 Pure-ADHSP ATLI 8 c.757 G>A p.Val253Ile [25]
159 5 Pure-ADHSP ATLI 12 c.1483c>T p.Argd95Trp [25]
110 17 Pure-ADHSP ATLI 12 c.1319A->C p-Asn440Thr [25]
232 6 Pure-ADHSP ATLI 12 c.1237T->G p.Phe413Val This study
233 16 Complicated-ADHSP ATLI 12 c.1243 C->T p.Arg415Trp [40]
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work Shoukier et al. reported a similar frequency for this
type of mutation [12]. However, previous studies reported a
much higher frequency (18-23%) [13,15]. Additional stu-
dies are thus necessary to define the frequency of large
deletions/duplications in the aetiology of HSP.

Finaly, SPAST and ATL1 mutations have been asso-
ciated with variable penetrance, leading to heterogeneous
HSP phenotypes in terms of onset age and clinical symp-
toms (pure vs. complicated) [40,15]. This heterogeneity
could be partly explained by different mutated genes. As
discussed above, we observed a significantly higher fre-
quency of familial dominant HSP among ATLI patients,
compared to SPAST mutation carriers, and pure HSP
was also more frequent among the patients with ATLI1
mutations. However, phenotypic variability was also com-
mon among mutation carriers from the same family.

Conclusions

In conclusion, we reported the mutational spectrum of
the SPAST and ATL1 genes in a large cohort of Spanish
patients with spastic paraplegia. We found a mutation in
15% of the cases, and a frequency of mutation carriers
significantly higher among ADHSP compared to spora-
dic cases. Thus, the genetic screening should be more
relevant in patients (pure and complicated phenotypes)
with a family history of the disease. However, the fact
that a significant number of apparently sporadic cases
had a mutation suggested that these patients should not
be excluded from the genetic study. The mutational
report could be of limited value to predict the pheno-
type associated to these mutations, as demonstrated by
the heterogeneous behavior of most of the mutations.

Note

* Manuel Amorin, Eugenia Marzo-Sola, Carlos H.
Lahoz, Pia Gallano, Concepciéon Alonso-Cerezo, Rafael
Palencia-Luaces, Eduardo Gutiérrez- Rivas, Rogelio
Simoén, Loreto Martorell, Eduardo Lopez-Laso, José M.
Asensi, Luis Hernandez- Echebarria, Yolanda Morgado,
Alonso Gonzalez-Masegosa, Juan J. Garcia- Pefias, Irene
Catalina-Alvarez, José L. Mufoz-Blanco, Miguel Fernan-
dez-Burriel, Juan B. Espinal, Mariano Aparicio- Blanco,
Jon Infante, Maria Vazquez-Espinar, Elena Maside

Additional material

Additional file 1: Supplementary tables and supplementary figure 1
legendl for Alvarez et al. This file contains information about PCR
primers, polymorphisms detected and legend of supplementary figure.

Additional file 2: supplementary FIGUREI for Alvarez et al. This file
contains a figure showing several examples of mutations detected.

Page 8 of 9

Acknowledgements

This work was supported by grants from Spanish Fondo de Investigaciones
Sanitarias PI08/0915 (European FEDER founds) to V.A. ES-F. was a fellowship
from FICYT-Principado de Asturias. The authors thank the patients and family
members for their participation in this study. Authors wish to thank
Fundacion Parkinson Asturias and Obra Social CAJASTUR for their support.

Author details

'Laboratory of Molecular Genetics -Genetic Unit, Hospital Universitario
Central de Asturias, Oviedo, Spain. “Institute for Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine, University Hospital Jena, Jena, Germany. “Neurology
Department, Hospital Universitari Vall d'Hebron. Univ. Autonoma Barcelona,
Spain. “Neurology Department, Hospital 12 de Octubre, Madrid, Spain.
SPediatric Neurology Department, University Hospital La Paz, Madrid, Spain.
®Neurology Department, Hospital Donostia-Instituto Biodonostia-Ciberned,
San Sebastian, Spain. "Neurology Department, Hospital San Agustin, Aviles,
Spain. *Neurology Department, Hospital Alvarez-Buylla, Mieres, Spain.
Neurology Department, Hospital Universitario Virgen del Rocio, Sevilla,
Spain. '°Department of Genetics, Hospital Universitari Son Dureta, Palma de
Mallorca, Spain. "HGenetics Unit, Hospital Universitario Puerta del Mar,
Cidiz, Spain. '*Genetics Department, Hospital de Basurto, Bilbao, Spain.
BGenetics Unit, Hospital Universitario Carlos Haya, Mélaga, Spain.

Authors’ contributions

All the authors contributed to this work by recruiting the patients, obtaining
the clinical and analytical information, or performing the laboratory work. VA
designated the work and analyzed the results. VA, ES-F, CB, M., BA, and AIC
performed all the genetic analysis. VA and EC wrote the manuscript. All
authors have read and approved the submission of this manuscript.

Competing interests
The authors declare that they have no competing interests.

Received: 9 June 2010 Accepted: 8 October 2010
Published: 8 October 2010

References

1. Harding AE: Classification of the hereditary ataxias and paraplegias.
Lancet 1983, 1:1151-1155.

2. Stevanin G, Ruberg M, Brice A: Recent advances in the genetics of spastic
paraplegias. Curr Neurol Neurosci Rep 2008, 8:198-210.

3. Salinas S, Proukakis C, Crosby A, Warner TT:. Hereditary spastic paraplegia:
clinical features and pathogenetic mechanisms. Lancet Neurol 2008,
7:1127-38.

4. Dursun U, Koroglu C, Kocasoy Orhan E, Ugur SA, Tolun A: Autosomal
recessive spastic paraplegia (SPG45) with mental retardation maps
t010q24.3-q25.1. Neurogenetics 2009, 10:325-31.

5. Emico A, Ballabio A, Rugarli EI Spastin, the protein mutated in autosomal
dominant hereditary spastic paraplegia, is involved in microtubule
dynamics. Hum Mol Genet 2002, 11:153-63.

6. Park SH, Zhu PP, Parker RL, Blackstone C: Hereditary spastic paraplegia
proteins REEPI, spastin, and atlastin-1 coordinate microtubule
interactions with the tubular ER network.J Clin Invest 2010, 120:
1097-110.

7. Fonknechten N, Mavel D, Byrne P, Davoine CS, Cruaud C, Bénsch D, et al:
Spectrum of SPG4 mutations in autosomal dominant spasticparaplegia.
Hum Mol Genet 2000, 9:637-44.

8. Sauter S, Miterski B, Klimpe S, Bonsch D, Schols L, Visbeck A, et al: Mutation
analysis of the spastin gene (SPG4) in patients in Germany with
autosomal dominant hereditary spastic paraplegia. Hum Mutat 2002,
20:127-32.

9. Patrono C, Scarano V, Cricchi F, Melone MA, Chiriaco M, Napolitano A, et al:
Autosomal dominant hereditary spastic paraplegia:DHPLC-based
mutation analysis of SPG4 reveals eleven novel mutations. Hum Mutat
2005, 25:506.

10. Crippa F, Panzeri C, Martinuzzi A, Amoldi A, Redaelli F, Tonelli A, et al:
Eight novel mutations in SPG4 in a large sample of patients with
hereditary spastic paraplegia. ArchNeurol 2006, 63:750-5.

11. Depienne C, Tallaksen C, Lephay JY, Bricka B, Poea-Guyon S, Fontaine B,
et al: Spastin mutations are frequent in sporadic spastic paraparesis and



Alvarez et al. BMC Neurology 2010, 10:89
http://www.biomedcentral.com/1471-2377/10/89

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

their spectrum is different from that observed in familial cases. J
Med Genet 2006, 43:259-65.

Shoukier M, Neesen J, Sauter SM, Argyriou L, Doerwald N, Pantakani
DV, et al: Expansion of mutation spectrum, determination of
mutation cluster regions and predictive structural classification of
SPAST mutations in hereditary spastic paraplegia. Eur ] Hum Genet
2009, 17:187-94.

Beetz C, Nygren AO, Schickel J, Auer-Grumbach M, Biirk K, Heide G,
et al: High frequency of partial SPAST deletions in autosomal
dominant hereditary spastic paraplegia. Neurology 2006, 67:1926-
30.

Depienne C, Fedirko E, Forlani S, Cazeneuve C, Ribai P, Feki 1 et al:
Exon deletions of SPG4 are a frequent cause of hereditary
spastic paraplegia. ] Med Genet 2007, 44:281-284.

Erichsen AK, Inderhaug E, Mattingsdal M, Eiklid K, Tallaksen CM: Seven
novelmutations and four exon deletions in a collection of Norwegian
patients with SPG4 hereditary spastic paraplegia. Eur ] Neurol 2007,
14:809-14.

Mitne-Neto M, Kok F, Beetz C, Pessoa A, Bueno C, Graciani Z, et al:
A multi-  exonic SPG4 duplication underlies sex-dependent
penetrance of hereditary spastic paraplegia in a large Brazilian
pedigree. Eur ] Hum Genet 2007, 15:1276-1279.

Patrono C, Casali C, Tessa A, Cricchi F, Fortini D, Carrozzo R, et al:
Missense and splice site mutations in SPG4 suggest loss-of-
function in dominant spastic paraplegia. ] Neurol 2002, 249:200-
5.

Charvin D, Cifuentes-Diaz C, Fonknechten N, Joshi V, Hazan J, Melki
J, et al: Mutations of SPG4 are responsible for a loss of function of
spastin, an abundant neuronal protein localized in the nucleus.
Hum Mol Genet 2003, 12:71-8.

Solowska J, Garbern JY, Baas PW: Evalution of loss of function as
an explanation for SPG4-based hereditary spastic paraplegia. Hum
Mol Genet 2010, 19:1-13.

Namekawa M, Muriel MP, Janer A, Latouche M, Dauphin A, Debeir
T, et al: Mutations in the SPG3A gene encoding the GTPase
atlastin interfere with vesicle trafficking in the ER/Golgi interface
and Golgi morphogenesis. Mol Cell Neurosci 2007, 35:1-13.

Muriel MP, Dauphin A, Namekawa M, Gervais A, Brice A, Ruberg M:
Atlastin-1, the dynamin-like GTPase responsible for spastic
paraplegia SPG3A, remodels lipid membranes and may form
tubules and vesicles in the endoplasmic reticulum. J Neurochem
2009, 110:1607-1616.

Sauter SM, Engel W, Neumann LM, Kunze J, Neesen : Novel
mutations in the Atlastin gene (SPG3A) in families with
autosomal dominant hereditary spastic paraplegia and evidence
for late onset forms of HSP linked to the SPG3A locus. Hum
Mutat 2004, 23:98.

Ivanova N, Claeys KG, Deconinck T, Litvinenko I, Jordanova A, Auer-
Grumbach M, et al: Hereditary spastic paraplegia 3A associated
with axonal neuropathy. Arch Neurol 2007, 64:706-13.

Abel A, Fonknechten N, Hofer A, Diirr A, Cruaud C, Voit T, et al:
Early onset autosomal dominant spastic paraplegia caused by
novel mutations in SPG3A. Neurogenetics 2004, 5:239-43.

Diirr A, Camuzat A, Colin E, Tallaksen C, Hannequin D, Coutinho P,
et al: Atlastin] mutations are frequent in young-onset autosomal
dominant spastic paraplegia. Arch Neurol 2004, 61:1867-72.

Namekawa M, Ribai P, Nelson I, Forlani S, Fellmann F, Goizet C, et
al: SPG3A is the most frequent cause of hereditary spastic
paraplegia with onset before age 10 years. Neurology 2006,
66:112-4.

Tallaksen CM, Diirr A, Brice A: Recent advances in hereditary
spastic paraplegia. Curr Opin Neurol 2001, 14:457-463.

Randall LP, Coldham NG, Woodward MJ: Detection of mutations
in Salmonella enterica gyrA, gyrB, parC and parE genes by
denaturing high performance liquid chromatography (DHPLC)
using standard HPLC instrumentation. J Antimicrob Chemother
2005, 56:619-23.

Svenson IK, Kloos MT, Gaskell PC, Nance MA, Garbern JY, Hisanaga
S, et al: Intragenic modifiers of hereditary spastic paraplegia due
to spastin gene mutations. Neurogenetics 2004, 5:157-64.

Proukakis C, Auer-Grumbach M, Wagner K, Wilkinson PA, Reid E,
Patton MA, et al: Screening of patients with hereditary spastic

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Page 9 of 9

paraplegia reveals seven novel mutations in the SPG4 (Spastin)
gene. Hum Mutat 2003, 21:170.

McDermott CJ, Burness CE, Kirby J, Cox LE, Rao DG, Hewamadduma
C, et al: Clinical features of hereditary spastic paraplegia due to
spastin mutation. Neurology 2006, 67:45-51.

Coutinho P, et al: Novel SPG3A and SPG4 mutations in dominant
spastic paraplegia families. Acta Neurol Scand 2009, 119:113-8.

Rainier S, Sher C, Reish O, Thomas D: Fink JK De novo occurrence
of novelSPG3A/atlastin mutation presenting as cerebral palsy.
Arch Neurol 2006, 63:445-447.

Scuderi C, Fichera M, Calabrese G, Elia M, Amato C, Savio M,
Borgione E, et al: Posterior fossa abnormalities in hereditary spastic
paraparesis with spastin mutations. J Neurol Neurosurg Psychiatry
2009, 80:440-443.

Molon A, Montagna P, Angelini C, Pegoraro E: Novel spastin
mutations and their expression analysis in two Italian families. Eur
J Hum Genet 2003, 11:710-713.

Svenson IK, Ashley-Koch AE, Gaskell PC, Riney TJ, Cumming WJ,

Kingston HM, et al: Identification and expression analysis of spastin

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

gene mutations in hereditary spastic paraplegia. Am J Hum Genet
2001, 68:1077-85.

Riveira-Munoz E, Chang Q, Godefroid N, Hoenderop JG, Bindels RJ,
Dahan K, et al: Transcriptional and functional analyses of SLC12A3
mutations: new clues for the pathogenesis of Gitelman syndrome.
J Am Soc Nephrol 2007, 18:1271-83.

Coto E, Armriba G, Garcia-Castro M, Santos F, Corao Al, Diaz M, et al:
Clinical and analytical findings in Gitelman's syndrome associated
with homozygosity for the ¢.1925 G>A SLCI2A3 mutation. Am J
Nephrol 2009, 30:218-21.

Vidal R, Frangione B, Rostagno A, Mead S, Révész T, Plant G, et al: A
stop- codon mutation in the BRI gene associated with familial
British dementia. Nature 1999, 399:776-81.

D'Amico A, Tessa A, Sabino A, Bertini E, Santorelli FM, Servidei S:
Incomplete penetrance in an SPG3A-linked family with a new
mutation in the atlastin gene. Neurology 2004, 62:2138-9.

Chinnery PF, Keers SM, Holden MJ, Ramesh V, Dalton A: Infantile
hereditary spastic paraparesis due to codominant mutations in
the spastin gene. Neurology 2004, 63:710-2.

Bertelli M, Cecchin S, Lorusso L, Sidoti V, Fabbri A, Lapucci C, et al:
Identification of a novel mutation in the spastin gene (SPG4) in
an Italian family with hereditary spastic paresis. Panminerva Med
2006, 48:193-7.

Tang B, Zhao G, Xia K, Pan Q, Luo W, Shen L, Long Z, et al: Three
novel mutations of the spastin gene in Chinese patients with
hereditary spastic paraplegia. Arch Neurol 2004, 61:49-55.

Park SY, Ki CS, Kim HJ, Kim JW, Sung DH, Kim BJ, et al: Mutation
analysis of SPG4 and SPG3A genes and its implication in
molecular diagnosis of Korean patients with hereditary spastic
paraplegia. Arch Neurol 2005, 62:1118-1121.

Braschinsky M, Tamm R, Beetz C, Sachez-Ferrero E, Raukas E, Liiiis
SM, et al: Unique spectrum of SPAST variants in Estonian HSP
patients: presence of benign missense changes but lack of exonic
rearrangements. BMC Neurol 2010, 10:17.

Meijer 1A, Hand CK, Cossette P, Figlewicz DA, Rouleau GA:
Spectrum of SPG4 mutations in a large collection of North
American families with hereditary spastic paraplegia. Arch Neurol
2002, 59:281-286. 47.  Wilkinson PA, Hart PE, Patel H, Warner TT,
Crosby AH: SPG3A mutation screening in English families with
early onset autosomal dominant hereditary spastic paraplegia. J
Neurol Sci 2003, 216:43-45.

Pre-publication history
The pre-publication history for this paper can be accessed here:
http://www.biomedcentral.com/1471-2377/10/89/prepub

doi:10.1186/1471-2377-10-89
Cite this article as: Alvarez et al: Mutational spectrum of the SPG4

(SPAST) and SPG3A (ATLl) genes in Spanish patients with
hereditary spastic paraplegia. BMC Neurology 2010 10:89.







An International
Journal of Genetics,
Molecular and
Personalized Medicine

TCLINICAL

Clin Genet 2012
Printed in Singapore. All rights reserved

Short Report

SPG7 mutational screening in
patients supports a dominant

© 2012 John Wiley & Sons A/S

CLINICAL GENETICS
doi: 10.1111/5.1399-0004.2012.01896.x

spastic paraplegia
effect for

SOMme

mutations and a pathogenic role forp.A510V

Sanchez-Ferrero E, Coto E, Beetz C, Gamez J, Corao A, Diaz M, Esteban
J, del Castillo E, Moris G, Infante J, Menéndez M, Pascual-Pascual SI,
Lépez de Munain A, Garcia-Barcina MJ, Alvarez V on behalf of the
Genetics of Spastic Paraplegia study group. SPG7 mutational screening in
spastic paraplegia patients supports a dominant effect for some mutations
and a pathogenic role for p.A510V.

Clin Genet 2012. © John Wiley & Sons A/S, 2012

Mutations in the SPG7 gene were initially reported in patients with autoso-
mal recessive hereditary spastic paraplegia (HSP). Recent works suggested a
dominant effect for some SPG7 mutations. To characterize the SPG7 muta-
tional spectrum in a large cohort of Spanish HSP patients, we sequenced the
whole SPG7 gene in a total of 285 Spastic Paraplegia patients. Large gene
rearrangements were also ascertained in some patients. We found a total of
14 SPG7 mutations (12 new) in 14 patients; 2 were large deletions. All the
mutation carriers had an adult onset age but only five (35%) had a com-
plicated phenotype. We identified a single mutation in 13 patients. Familial
analysis suggested a dominant inheritance for one (p.Leu78*) of these muta-
tions. Carriers of the rare p.A510V variant were significantly more frequent
in patients vs healthy controls (3% Vs 1%), suggesting a pathogenic role for
this SPG7 variant. We reported a high frequency of patients with only one
SPG7 mutation, and a putative pathogenic role for the p.A510V variant.
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Hereditary spastic paraplegia (HSP) is characterized
by progressive corticospinal fibers degeneration that
leads to a progressive lower limb spasticity and
pyramidal weakness. HSP is clinically heterogeneous,
with complicated and pure forms (1, 2).

At least 46 HSP loci have been mapped (3 —6). In
approximately 80% of the cases the disease segregates
in an autosomal dominant way. Autosomal recessive
(AR) HSP seems to be more common in regions with
high rates of consanguineous marriages (7). To date, at
least 19 ARHSP loci have been identified, and seven
genes characterized (2, 5, 6, 8, 9). SPG7 maps on
chromosome region 16q24.3 and encodes paraplegin,
a protein that belongs to the AAA (ATPase associ-
ated with diverse cellular activities) superfamily (10).
Paraplegin is a component of the mitochondrial inner
membrane protease which activity is impaired in HSP
patients, resulting in a reduction of complex I activity
with increased sensitivity to oxidant stress (11, 12).

Mutations in SPG7 are responsible for 1.5—-4.5% of
ARHSP cases with both, pure and complicated phe-
notypes (13 — 18). However, this frequency was derived
from families with a clear AR inheritance and could
be underestimated because apparently sporadic cases
could also harbor SPG7 mutations. To date, >30 SPG7
mutations have been found (http://www.hgmd.cf.ac.uk/
hgmd0.html). Our aim was to contribute to better under-
stand the role of this gene in HSP. For this purpose, we
defined the SPG7 mutational spectrum and the asso-
ciated phenotypes in a large cohort of Spanish HSP
patients.

Patients and methods
Patients and controls

A total of 285 non-related HSP patients (mean onset age
28 years, range | — 77, mean disease duration 28 years)
were recruited through the Neurology Departments
of several reference hospitals from Spain. HSP was
diagnosed based on the Harding criteria (1). Disecases
that might mimic spastic paraplegia were excluded (2).
All the patients were negative for SPAST/SPG4 and
ATL1/SPG3A mutations (19). A total of 174 (61%)
had a pure-HSP phenotype and 111 (39%) were
complicated cases with ataxia and magnetic resonance
imaging changes (cerebellar atrophy) as the most
frequent findings. All the patients were asked about the
existence of other affected relatives. In 34 (12%), a
recessive inheritance was suspected, while 251 patients
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were classified as ‘apparently’ sporadic because they
did not have a recognized family history of HSP.
However, no first degree relatives were evaluated to
exclude the existence of unrecognized symptoms of
spastic paraplegia. All the patients (or their guardians)
signed an informed consent, approved by the Ethical
Committees.

SPG7 sequencing

The 17 SPG7 coding exons and intron bound-
aries were polymerase chain reaction (PCR) ampli-
fied with primers that matched the flanking introns
(Table S1). PCR fragments were purified and sequenced
using BigDye chemistry in an ABI3130x] analyzer
(Applied Biosystems, Applera Corporation, Foster
City, CA). Sequences were compared with the refer-
ence sequence (ENSG00000197912 for the genomic;
ENST00000268704 for the transcript; www.ensembl.
org).

All the new putative mutations (nucleotide changes
not previously reported as SPG7 mutations or polymor-
phisms) were screened in 400 controls (all Spanish Cau-
casians) through restriction enzyme digestion of PCR
fragments (PCR-RFLP) or single-strand conformation
analysis. These controls were healthy individuals aged
21— 65 years, recruited through the Blood Bank of Hos-
pital Universitario Central de Asturias. Allele and geno-
type frequencies were compared (patients VS controls)
through a chi-squared test.

The sorting intolerant from tolerant (sift) v.2
(http://sift-jcvi.org) and Polymorphism Phenotyping
(Polyphen) (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) pro-
grams were used to estimate the putative effect of amino
acid changes on protein function. We considered the
nucleotide missense changes to be likely a causative
mutation when it was absent or significantly less fre-
quent among the controls (p.A510Val).

MLPA analysis

In patients with ARHSP who were negative for SPG7
mutations (n = 32) or had only one identified mutation
(n = 11) we determined the presence of SPG7 copy
number variants through a multiplex ligation-dependent
probe amplification (MLPA) assay (Salsa Kit P213;
MRC Holland, Amsterdam, The Netherlands). MLPA
was also performed in the patients who were Val 510
carriers.
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SPGY7 transcript analysis

To determine the effect of some SPG7 mutations
on pre-mRNA splicing, cDNA was synthesized from
mRNA obtained from leukocytes and amplified with
primers that matched the exons. These PCR products
were purified and sequenced to define the effect on the
transcript.

Results

SPG7 mutations and associated phenotype

We identified 14 SPG7 mutations (12 non-previously
reported) in 14 patients (Table 1; Fig. 1). These were
missense changes that would affect the function of

paraplegin (n = 5), nonsense (n = 4,
frameshifting

insertions/deletions (n = 2), and splicing (n = 1)
muta-

tions. We also found two gross deletions (Fig. S1).
Mutation ¢.376G > C was in the last nucleotide of
exon 3 and affected pre-mRNA splicing (Fig. S2).
Several SPG7 nucleotide changes were classified
as polymorphisms or variants of uncertain effect
(Table S2).

The ¢.233T >A (p.Leu78*) was the only mutation
found in a gypsy patient (HSP296) with a pure-HSP
and an onset age of 20 (Fig. S2). No large SPG7
deletion was found in this patient. We also excluded
mutations (sequencing and MLPA) in SPAST/SPG4,
ATL1/SPG3A, SPG31 and SPG6, all linked to dom-
inant forms of HSP. This patient was initially clas-
sified as apparently sporadic because no relative had
been diagnosed with spastic paraplegia. However, clin-
ical examination showed that the proband’s mother and
aunt (aged 32 and 48 years) had symptoms of pure
spastic paraplegia. The two were ¢.233T >A homozy-
gotes. In this case, the presence of only one SPG7
mutated copy should be enough to manifest spastic
paraplegia but the family tree suggested an incomplete
penetrance for the p.L78*. It was not possible to ana-
lyze other individuals from this family to confirm this
hypothesis.

SPG7 A510V

The p.Ala510Val was found in eight patients (one
homozygous) and three controls (3% vs < 1%; p <

0.001). The control’s frequency was in agreement with
the data from the 1000 genomes and the NHLBI exome
sequencing projects (<1%). The three healthy controls
were 25, 36, and 86 years old. Carriers of this rare
variant were also more frequent among patients with
a SPG7 mutation (4/14 = 29%) compared to patients
without mutations (4/271 = 1.5%). Moreover, in the
four cases with a SPG7 mutation the familial segre-
gation showed that 510 Val and the mutation were in
different chromosomes (Fig. 2). These findings, in addi-
tion to the predicted effect on protein function (sift
score 0; Polyphen PSIC score difference 2.16) sug-
gested that 510 Val might contribute to the pathogenesis
of HSP.

Clinical phenotype of SPG7 mutation carriers

The mean age at onset for SPG7 mutation carriers was
35 years (£11) and 9 (65%) had a pure spastic para-
plegia phenotype. Cerebellar involvement (manifesting
as dysarthria, dysphagia, nystagmus, and/or ataxic gait)
was the most frequent additional feature in patients with
a complicated phenotype (Table S3).

Discussion

We report the first SPG7 mutational spectrum in a large
cohort of HSP patients from Spain. SPG7 deletions
have been rarely reported, but our frequency (2/14,
14%) suggested that large deletions should be excluded
in order to improve the diagnosis and the genetic coun-
selling. The frequencies of mutation carriers among
total patients (5%), ARHSP cases (9%), and appar-
ently sporadic cases (4%) were similar to the reported
by others. In addition, only one of our patients was
compound heterozygous, a feature characteristic of
SPG7 (14-18).

Previous studies suggested that SPG7 should be
analyzed when an ARHSP inheritance was suspected
and the disease manifested as adult onset spastic
paraplegia with a complicated phenotype (13, 15, 18).
Our findings challenged this concept. In our cohort, all
the mutation carriers had an adult onset age but only
five (35%) had a complicated phenotype. Also, most of
the SPG7 mutation carriers were heterozygous carriers
(the presence of a copy number variant as the second
mutation was excluded in all these patients). Other
authors have reported cases with one SPG7 mutation,
but most did not search for large insertions/deletions.
An exception was the recent work by Schlipf et al. on
187 index cases with apparently sporadic or recessive
spastic paraplegia (14). These authors found two SPG7
mutations in seven patients (3.7%) including three
carriers of an indel mutation, while seven patients had
only one mutation or two SPG7 variants of uncertain
or unlikely pathogenicity.

One of our families provided direct evidence for a
dominant effect of one SPG7 mutation. The nonsense
p-Leu78* was the only found in a patient whose mother
and aunt were homozygotes for this mutation. The three
were affected at a similar onset age and showed a
pure spastic paraplegia. This mutation had been pre-
viously found in two apparently unrelated Italian fami-
lies in which heterozygous carriers were asymptomatic.
These findings suggested that some SPG7 mutations
could be associated to variable penetrance, and could
result in disease symptoms among single mutation car-
riers. Although we excluded the presence of SPG7
large rearrangements we cannot rule out that our
patient had a second mutation in non-analyzed SPG7
regions (i.e. the promoter, internal exon sequences).
A mutation in a second HSP gene (with the excep-
tion of SPAST/SPG4, ATL1/SPG3A, REEP1/SPG31 and
NIPA1 /SPG6 ) could also act in synergy with the SPG7
mutations to render a disease phenotype. However,
recent studies that showed alterations in the cerebral.



Table 1. Patients with SPG7 mutations and Ala510Val carriers in the Spanish HSP cohort?

Age at onset Nucleotide Amino acid
Patient (years) Phenotype Location change change Protein domain References
Compound heterozygous (two SPG7 mutations) carriers
HSP36 39 ASPHSP-pure Exon 8 c.1061G>C p.Gly354Ala AAA+ This study
Exon 13 c.1715C=>T p.Ala572Val Peptidase M41 (17)
Heterozygous SPG7 mutation carriers
HSP40 44 ASPHSP-pure Exon 15 c.1987A>T p.Lys663* Peptidase M41 This study
HSP48 32 ASPHSP- Exon5 C.661A>T p.Lys221* FtSH This study
complicated
HSP173 52 ASPHSP-pure Exon9 c.1198C>T p.Arg400Trp AAA+ This study
HSP244 29 ASPHSP-pure Exon 8 €.1044_1045insGCT p.Leu348_Gly349insLeu AAA+ This study
HSP260 39 ASPHSP-pure Exon 12 c.1645G>A p.Val549Met Peptidase M41 This study
HSP296 20 ADHSP-pure Exon 2 c.233T >A p.Leu78* N-terminal (18)
HSP312 40 ASHSP-pure Exon 6 Cc.773_T774delTG p.Val258Glyfs* 30 FtSH This study
HSP370 18 ARHSP-pure Exons 1-5 c.1-?_757+7del p.Met1_Asn253delfs* 35 N-terminal to FtSH This study
HSP416 25 ARHSP- Exon 3 c.376G>C p.Glu126Argfs* 5 N-terminal This study
complicated
Compound heterozygous of one SPG7 mutation and the Ala510Val variant
HSP240 26 ARHSP- Exon3 c.376G>C p.Glu126Argfs* 5 N-terminal This study
complicated
Exon 11 c.1529C>T p.Ala510Val a-Helix rs61755320
HSP365 36 ASPHSP-pure Exon 15 c.1982T>C p.Met661Thr Peptidase M41 This study
Exon 11 c.1529C>T p.Ala510Val a-Helix rs61755320
HSP402 48 ARPHSP- Exons 2-9 €.184-?_1324+7del p.Ser62_Asp441delfs* 24 N-terminal to AAA+ This study
complicated
Exon 11 c.1529C>T p.Ala510Val a-Helix rs61755320
HSP503 50 ASPHSP- Exon 13 cATTTA>T p.Lys593* Peptidase M41 This study
complicated
Exon 11 c.1529C>T p.Ala510Val a-Helix rs61755320
Ala510Val only carriers
HSP53 47 ASHSP-pure Exon 11 c.1529C>T p.Ala510Val (heterozygous) a-Helix rs61755320
HSP184 1 ASPHSP- Exon 11 c.1529C>T p.Ala510Val (heterozygous) a-Helix rs61755320
complicated
HSP331 44 ASPHSP-pure Exon 11 c.1529C>T p.Ala510Val (heterozygous) a-Helix rs61755320
HSP411 50 ASPHSP- Exon 11 €.1529C>T p.Ala510Val (homozygous) a-Helix rs61755320
complicated

ADHSP, autosomal dominant spastic paraplegia; ARHSP, autosomal recessive spastic paraplegia; ASHSP, apparently sporadic spastic paraplegia (including siblings with healthy
parents); HSP, hereditary spastic paraplegia.
@ All the DNA variants were named following the guidelines of the Human Genome Variation Society (http://www.hgvs.org/mutnomen).
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Fig. 1. SPG7 domains showing the location of the mutations. The one letter code was used to identify the amino acid changes. Novel mutations
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Fig. 2. (a) Tree of the family with the L78* mutation. The proband’s
(arrow) mother and aunt, both affected, were homozygous for the
mutation. No other SPG7 mutation (including large deletion) was found
in the proband. The three patients were also negative for mutations in
the SPAST/SPG4, ATL1/SPG3A, SPG31 and SPG6 genes. *Individuals
available for the genetic study. (b) HSP 240 was heterozygous for both,
¢.376G > C and the rare p.Ala510Val variant. Familial segregation
showed that the two variants were in different chromosomes. The three
siblings who were carriers of the two SPG7 variants were the
only affected.

white matter from corpus callosum of asymptomatic
heterozygote SPG7 mutation carriers supported a domi-
nant inheritance with variable penetrance pattern for this
gene (20).

Finally, p.Ala510Val was initially reported as a
rare polymorphism. This was in a highly conserved
region and the in silico analysis predicted an effect
on protein structure. Yeast complementation assays
showed that this missense change would perturb the

proteolytic function of the hetero-oligomeric m-AAA
protease (21). In agreement with a putative pathogenic
role, the 510Val was significantly more frequent among
our patients compared to controls. In addition, in
the four patients with bona fide SPG7 mutations
who were also 510 Val carriers the two alleles seg-
regated independently. These observations strongly
suggest that p.Ala510Val might contribute to the
pathogenesis of HSP or constitute a negative disease
modifier. Population studies to determine the risk of
developing symptoms of spasticity among 510 Val car-
riers at different ages should be of special interest.

In conclusion, our work supported a dominant
effect for some SPG7 mutations. We also provided
strong evidence of a pathogenic role for the rare
p.Ala510Val variant. Detailed clinical and genetic
data of single heterozygous carrier family mem-
bers should be necessary to test the hypothesis that
mixed dominant and recessive inheritance characterize
SPGT.

Supporting Information

The following Supporting information is available for this article:

Fig S1.(a) Histogram of the MLPA from the HSP402 patient

showing  the deletion of exons 2 — 9 of SPG7. (b)
Amplification

of cDNA with primers that matched exons 1 and 10 (lanes: 1 =
negative control, 2 = genomic DNA, 3 and 4 = negative
control cDNA, 5 = ¢cDNA with exons 2—9 deletion). (C) Sequence
of the fragment amplified from the patient’s cDNA.

Fig S2.(a) Genomic sequence of a non-carrier, heterozygous
carrier, and homozygous carrier for the p.L78* mutation. (b) (i)
The ¢.376G > C variant was in the last nucleotide of exon 3 and
was predicted to reduce the score of the splicing consensus site
(bioinformatic analysis with the Human Splicing Finder v. 2.4;
http://www.umd.be/SSF). This nucleotide change could thus result
in an aberrant mRNA sequence. (ii) This was confirmed in mRNA
isolated from blood leukocytes. The SPG7 c¢DNA was amplified
with primers that matched exons 3 and 4. The putative mutation
resulted in an aberrantly processed pre-mRNA, with a transcript
that contained a 23-bp insertion and a premature stop codon.



Table S1. Sequences of the forward (F) and reverse (R)
primers used to amplify the SPG7 gene and cDNA.

Table S2. SPG7 polymorphisms or variants with unknown
effect. Table S3. Clinical characteristics of SPG7 mutation
carriers. Additional Supporting information may be found in
the online
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Abstract  Mitochondrial dysfunction could contribute to
the development of spastic paraplegia. Among others, two
of the genes implicated in hereditary spastic paraplegia
encoded mitochondrial proteins and some of the clinical
features frequently found in these patients resemble those
observed in patients with mitochondrial DNA (mtDNA)
mutations. We investigated the association between com-
mon mtDNA polymorphisms and spastic paraplegia. The
ten mtDNA polymorphisms that defined the common
European haplogroups were determined in 424 patients,
19% with a complicated phenotype. A rare haplogroup was
associated with the disease in patients without a SPG3A,
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SPG4, or SPG7 mutation. Allele 10398G was more fre-
quent among patients with a pure versus complicated
phenotype. This mtDNA polymorphism was previously
associated with the risk of developing other neurodegen-
erative diseases. In conclusion, some mtDNA polymor-
phisms could contribute to the development of spastic
paraplegia or act as modifiers of the phenotype.
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Introduction

Hereditary spastic paraplegia (HSP) is characterized by a
progressive spasticity and weakness of the lower
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Table 1 Median age at the onset and age range, and frequency of pure and complicated phenotypes in total patients and patients according to the

SPG mutations

SPG patients Male Median Age range Family Pure Complicated
onset age in years history (%) (%)
(%)

Total (N = 424) 220 (52%) 1-72 213 (50) 342 (81) 82 (19)
SPG4 (N = 67) 42 (63%) 32 1-66 56 (85) 59 (88) 8 (12)
SPG3A(N =17) 5 (29%) 10 1-32 16 (94) 15 (88) 2 (12)
SPG7 (N =13) 7 (54%) 32 20-52 5 (38) 9 (69) 4 (31)

No mutation 166 (51%) 28 1-72 136 (42) 259 (79) 68 (21)

(N =327)

extremities due to axonal degeneration in the pyramidal
tract. The HSP phenotype is variable, from a “pure” form
with spasticity as the only clinical finding to a “compli-
cated” form when other clinical features (cerebellar ataxia,
epilepsy, peripheral neuropathy, and dementia) are also
present. The onset age of HSP ranges from early child-
hood to the eighth decade of life [1]. This phenotypic
variability can be partly attributed to the fact that muta-
tions at different loci/genes are responsible for the
development of HSP [2, 3]. The existence of heterogeneity
among patients with the same mutation suggested that
some non-genetic and/or genetic factors act as modifiers of
the phenotype.

Several lines of evidence supported a role for mito-
chondrial dysfunction on spastic paraplegia. Two of the
HSP genes (SPG7 and SPG13) encode mitochondrial
proteins (paraplegin and heat shock protein-60) [4]. Mito-
chondrial respiratory chain defects have been found in HSP
patients [5—8]. A mitochondrial DNA (mtDNA) mutation
(9176 T [ C) was reported in a large family with mater-
nally inherited, late-onset HSP [9]. Complicated HSP
phenotypes resemble symptoms present in mitochondrial
diseases, such as dementia, ataxia, optic atrophy, hearing
loss, peripheral neuropathy, or dysphagia [10].

Common mtDNA polymorphisms define the mitochon-
drial haplogroups, and have been reported as modifiers of
the phenotype in several diseases [11]. For instance, ha-
plogroup H has been related to a lower age at onset of
sporadic Huntington’s disease and certain haplogroups
would modify the penetrance of mutations associated with
Leber’s hereditary optic neuropathy (LHON) [12—15]. This
effect is likely due to differences in the efficiency of the
mitochondrial function, expressed as the ratio among ATP,
heat, and reactive oxygen species (ROS) production
between the different haplogroups [16—18]. Our aim was to
determine whether common mtDNA polymorphisms/hap-
logroups were associated with HSP or act as modifiers of
the phenotype in these patients.

Methods
Patients and controls

A total of 424 non-related Spanish index patients were
studied (Table 1). All the patients were diagnosed with
spastic paraplegia by a qualified neurologist, and the
genetic study was requested to the Molecular Genetics
Laboratory of Hospital Universitario Central Asturias. We
also recruited a total of 300 healthy Caucasian controls
(mean age 49 years; range 18—65; 55% male) from Spain.
None of the controls had symptoms of spastic paraplegia or
any other neurological disorder, although we did not per-
form clinical/analytical tests to exclude the existence of
asymptomatic disease in any of them. The study was part
of a research on the genetic basis of HSP approved by the
Ethical Committee of HUCA and all the patients (or their
tutors) and controls gave their informed consent to
participate.

We searched for SPAST/SPG4 mutations in all the index
cases. In patients who were negative for SPAST mutations
and had autosomal dominant HSP or patients without a
family history of HSP and onset age B20 years, we
amplified and sequenced the 13 coding exons of ATLI.
Patients without a family history of HSP or with a recessive
inheritance, negative for SPAST or ATL]1 mutations, were
also studied for the SPG7 gene [19].

mtDNA polymorphisms and haplogroups classification

A total of ten mtDNA single nucleotide polymorphisms
(SNPs G1719A, G4580A, C7028T, G8251A, G9055A,
A10398G, A12308G, G13368A, G13708A, G16391A)
were determined in all the patients following a polymerase
chain reaction-fragment length polymorphism (PCR—
RFLP) method (Supplementary Table 1) [20-22]. These
SNPs defined the seven most common European mito-
chondrial haplogroups (Supplementary Table 2).
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Table 2 Median age (range) and frequencies of pure versus complicated cases in the different haplogroups, patients with SPG3A, SPG4 or SPG7

mutations, and without mutations

Haplogroup SPG3A, SPG4 or SPG7 mutation

No mutation

Mean age, years  Pure Complicated Mean age, years Pure Complicated Family history

(range) N=283) (N=14 (range) (N=1259) (N=068) (N=257)
H 33 (1-66) 40 (0.80) 10 (0.20) 26 (1-72) 110 (0.76) 35 (0.24) 58 (0.40)
J 18 (1-34) 3 (0.60) 2 (0.40) 26 (2-54) 24 (0.92) 2 (0.08) 7 (0.27)
K 18 (1-43) 2 (0.67) 1 (0.33) 26 (2-57) 13 (0.81) 3 (0.19) 10 (0.63)
T 19 (2-54) 6 (0.86) 1 (0.14) 27 (1-63) 25 (0.80) 6 (0.20) 12 (0.39)
8] 32 (16-39) 10 0 24 (1-65) 17 (0.65) 9 (0.35) 11 (0.42)
A% 27 (5-53) 5 0 26 (2-65) 10 (0.83) 2 (0.17) 4 (0.33)
w 31 (18-45) 4 0 28 (2-50) 8 0 5 (0.63)
X 33 (14-54) 3 0 20 (1-60) 6 (0.86) 1 (0.14) 1 (0.14)
I 35 1 0 0 0 0 0
Other 23 (1-66) 9 0 38 (1-67) 46 (0.82) 10 (0.18) 27 (0.48)

Statistical analysis

Haplogroup and allele frequencies were compared between
the groups through a chi-squared test, and a p™\.  0.05 was
considered as statistically significant. The statistical power
was calculated online (http://statpages.org/proppowr.html).
Because the age at the onset (AO) did not fit a normal
distribution (p\. 0.001, Kolmogorov—Smirnov test) we
used the Mann—Whitney U-test to compare the difference
in median AO between the groups. A multivariate logistic
regression was used to determine the effect of haplogroups/
SNPs on the phenotype after correcting by age, sex, and
family history of the disease.

Results

A total of 82 patients (19%) had a complicated HSP, with
peripheral neuropathy, cerebellar or cerebral atrophy,
mental retardation, nystagmus, and dysarthria as the most
common findings. The median AO was 27 years (range
1-77). A SPG3A, SPG4 or SPG7 mutation was found in 97
of the patients (23%) (Table 1). The frequencies of mito-
chondrial haplogroups are presented in Table 2. In patients
with a SPG mutation we did not find significant differences
in the median AO and the frequency of complicated phe-
notypes between the haplogroups.

We found a total of 19 allele combinations in the 327
patients without a SPG mutation. None of the common
haplogroup frequencies were significantly different
between these patients and the controls (Supplementary
Table 2). However, a rare haplogroup defined by alleles
1719G-4580G-7028T-8251G-9055G-10398A-12308A-133
68G-13708G-16391G was significantly more frequent
among the patients (8% vs. 2%; p = 0.001; OR = 3.77)

and could thus contribute to the risk of developing spastic
paraplegia in our population (Supplementary Table 2). We
compared the allele frequencies for the nine SNPs between
controls and patients without a SPG mutation (Table 3).
None of the alleles were significantly associated with the
disease in our population.

None of the haplogroups were significantly associated
with the development of a complicated phenotype
(Table 2). A complicated phenotype was less frequent
among 10398G patients (Table 3). This SNP remained
significantly associated to this phenotype after correcting
by age, sex, and family history (p = 0.04).

Discussion

Mitochondrial dysfunction has been implicated in the
pathogenesis of neurodegenerative diseases such as Par-
kinson’s disease (PD), Alzheimer’s disease (AD), and
LHON, among others. Several evidences also suggested a
relationship between mitochondrial dysfunction and HSP.
Among others, the mtDNA mutation m.9176 T [ C was
recently found in a large HSP-family, and some of the
nuclear HSP-genes encode mitochondrial proteins [9, 23].
A mutation in the mitochondrial poly(A) RNA polymer-
ase gene (MTPAP) that resulted in severely truncated
mitochondrial mRNAs was recently found in an Amish
family in which multiple children were affected by a
slowly progressive autosomal-recessive spastic parapare-
sis with cerebellar ataxia (limb and truncal), dysarthria,
and optic atrophy, among other manifestations [24]. On
the other hand, the symptoms seen in cases with com-
plicated HSP resemble those found in patients with
mitochondrial disorders [4, 8, 10]. The hypothesis of
mtDNA variants as modifiers of the phenotype among
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Table 3 Minor allele frequencies (MAF) in controls and patients without a SPG mutation, and frequencies of complicated cases and mean onset

ages among patients with the MAF and the common allele

Polymorphism MAF in MAF in patients Complicated Median age (years)
Controls (N = 300) No mut (N = 327) MAF/common allele MAF versus common allele
G1719A 6 (0.02) 7 (0.02) 0.14/0.21 20 versus 28
G4580A 15 (0.05) 12 (0.04) 0.17/0.22 26 versus 28
C7028T 140 (0.47) 148 (0.45) 0.24/0.18 27 versus 29
G8251A 12 (0.04) 5 (0.02) 0/0.21 34 versus 27
G9055A 27 (0.09) 21 (0.06) 0.19/0.21 27 versus 28
A10398G 66 (0.22) 55 (0.17) 0.11/0.23 29 versus 27
A12308G 57 (0.19) 52 (0.16) 0.27/0.20 27 versus 28
G13368A 29 (0.10) 35 (0.11) 0.17/0.21 31 versus 27
G13708A 33 (0.11) 31 (0.09) 0.10/0.22 29 versus 27
G16391A 4 (0.01) 9 (0.03) 0.11/0.21 27 versus 28

A10398G: complicated versus pure, MAF: p = 0.048, OR = 0.41 (0.17-1.01)

HSP patients was thus plausible based in these and other
evidences.

The frequencies of the nine common haplogroups in the
HSP patients did not differ from the frequencies reported in
our general population [20-22]. A rare SNP combination
(defined as the other-5 haplogroup in Supplementary
Table 2) was significantly more frequent among the
patients, suggesting an effect on the risk of developing
spastic paraplegia. The sequencing of the whole mtDNA in
patients with this haplogroup should be necessary to
determine whether it harbors some functional variant that
could explain the association with the disease.

Allele 10398G was more frequent among patients with
pure versus complicated phenotype. Because 10398G
defines haplogroup J, this was in agreement with the
reduced frequency of this haplogroup among patients with
a complicated phenotype. It has been reported that 10398G
was protective against PD [20, 25]. The 10398G allele was
also associated with an earlier age at onset in a group of
patients with spinocerebellar ataxia type 2 [26]. The 10398
SNP resulted in a non-conservative 155 threonine to ala-
nine change within the NADH dehydrogenase 3 (ND3)
gene. This SNP affected mitochondrial matrix pH and
intra-cellular calcium dynamics, with cytosolic calcium
response to histamine being higher in cells with 10398A
[27]. These differences in mitochondrial function could
explain the effect of this SNP on the phenotype among
HSP patients. Although the association between this SNP
and the phenotype was plausible, it was based on a limited
number of 10398G patients. Although the association was
statistically significant, a total of 126 complicated and 477
pure cases should be necessary to reach a power of 80 at a
p\\0.05.

In conclusion, our work supported a role for a rare
haplogroup on the risk of developing HSP, and an effect of
the mitochondrial A10398G variant on the phenotype.

These findings require further investigation, including
the replication in larger cohorts and from different
populations.
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