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OzET

Spinal Miisktiler Atrofi (SMA) diinyada sik goriilen, otozomal resesif gecisli nérodejeneratif bir hastaliktir.

Bu calismada, c¢ocuk nérologlari tarafindan SMA tanisi konan 18 hastada telomerik-Survival Motor Néron (tSMN) ve
Néral Apoptosi inhibitor Proteini (NAIP) gen delesyon analizleri yapilmistir. Onsekiz hastanin Sinde hem tSMN geni
ekzon 7 ve 8 hem de NAIP geni ekzon 6 delesyonu saptanmigtir. Alti hastada tSMN geni ekzon 7 ve 8 delesyonlan g6z-
lenirken, kardes olan 2 hastada yalniz tSMN geni ekzon 7 delesyonu bulunmusg fakat ekzon 8 delesyonu gériilmemistir,
iki hastada her 2 gende analizi yapilan ekzonlarda delesyon saptanmamistir.

SUMMARY

Spinal Muscular Atrophy (SMA) is one of the most common autosomal recessive neurodegenerative disorders.

In this study, 18 patients diagnosed to have SMA by pediatric neurologist were investigated for teiomeric-Survivai Motor
Neuron (tSMN) and Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein (NAIP) gene deletions. Among 18 patients, 8 had both exon 7
and 8 deletions of SMN gene and exon 6 deletion of NAIP gene. Six patients had exon 7 and 8 deletions of tSMN. Two
patients who were sibling had only exon 7 deletions of tSMN gene. in two patients out of 18 patients no deletion could be
detected in the genes investigated.

GIRIS

Spinal miuskuler atrofi (SMA)'ler; her yasta gorulebilen,
paralize neden olan hastaliklarin en buyik, 6nemli ve
heterojen grubunu olusturur. SMA'lar kalitim sekillerine
gore ¢ grupta siniflandiriliriar,
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1) Otozomal resesif gecis gosteren SMA;

Otozomal resesif kalitim gosteren SMA, en sik rastlanan
form olup, bati toplumlarinda, cocuklarda kistik fibrozisten
sonra 2. siklikta gorilen 6limcul bir hastaliktir. Bu top-
lumlarda 1/6000-1/10000 oraninda gorilebilen hastalhgin
tasiyici sikhgr 1/40-1/80 arasinda deg@ismektedir (1). Bu
ndéromuskiler hastalik omurilikte yer alan alfa-motor no-
ronlarin dejenerasyonuna ve simetrik kas zayifigina ne-



den olur. Tim SMA'larin yaklasik %95'inin bulundugu bu
grupta tani SMA konsorsiyumu tarafindan belirlenmis olan
kriterlere gére konmaktadir (2,3). Cocukluk ¢agi proksimal
SMA hastaligi baslangi¢c yasi ve klinik siddetine gore 3
tipe aynimaktadir. Tip | (Werding-Hoffmann hastaligi) en
siddetli formu olup hastalar yardimsiz oturamaz ve 2
yasindan Once kaybedilirler. Ara form olan tip |l
(Intermediate form-subakut form)'de hastalar oturabilir
fakat yuriyemezler, tip lll (Kugelberg-Welander hastaligi)
ise en hafif formudur (4,5).

SMA'ya neden olan genlere bakildi§inda;

SMN GENI; Genomik uzunlugu 20 Kb olan 9 ekzona
sahip SMN geni; 294 amino asitten olusan 32 kD'luk bir
proteini kodlar. 1995 yili Ocak ayinda Lefebre S. et al
tarafindan SMA'ya neden olan aday gen olarak bildirilen
bu genin telomerik (SMN1 - SMNt) ve sentromerik (SMN2
<> SMNc < ¢BCD541) olmak lizere 2 kopyasi bulundugu
ortaya konmustur (6). SMN geninin sentromerik ve
telomerik dizileri benzer olup sadece ekzon 7 ve 8'de yer
alan 5 niikleotitte farkllik oldugu saptanmistir.

SMA'I hastalarin %95'inde SMN geni telomerik kopyada
homozigot delesyon vardir. Genin 7. ve 8. ekzonlarinda
gorilen bu delesyonlar hastaliya neden olur. Ekzon 7 ve 8
delesyon analizi SSCP yontemi (Single Strand Confor-
mation Polymorphism) veya restriksiyon endonikleaz
enzim kesimi ile yapilabilmektedir (6,7).

NAIP GENI; 70 Kb'lik genomik uzunluga sahip 16 ekzonu
olan NAIP geni; 1232 amino asit uzunIuQUnda 140 kD'luk
bir proteini kodlar. 1995 yilinda Roy N et al tarafindan
5913 bolgesinde vyer aldigi ve SMA hastalarinda
delesyona ugradiyi vyayinlanmistir  (8). NAIP  geni
delesyonu olan hastalarda motor ndron aktivite kaybi
saptanmig  ve NAIP gen Urininin motor ndron
apoptozisinin negatif regulatoru olabilecegdi fikri 6ne si-
rilmistiir. SMN'ye benzemeyen bir dzelligi NAIP ekspres-
yonunun doku 6zgulligu gostermesidir.

2 ) Otozomal Dominant Gecis Gésteren SMA'lar

Otozomal dominant gecis gosteren SMA'da baslangic
yasi 10-40 arasinda degismektedir. Hastaliga neden olan
genin otozomal resesif gecisli SMA'dan sorumlu olan
5q13 bolgesine lokalize olmadigi saptanmistir. Juvenil ya
da erigkin tipte hastalia neden olan gen bdlgesi 7p'de,
scapuloperoneal tipte hastaliga neden olan gen ise
12924.1-q24.3 bolgesinde bulunmaktadir (9,10).

3) X'e Bagh Gecis Gosteren SMA'lar

X'e bagl gecis gosteren SMA androjen reseptdr geni 1.
ekzonunda trintkleotit bir tekrar olan CAG sayisinin art-

masiyla ortaya cikan ileri yas motor noropatisidir. CAG
sayisindaki artis ile semptomlarin siddetinin arttidi sap-
tanmistir. Cok nadir rastlansa da X'e bagh infantil leta!
formu vardir ve semptomlari otozomal resesif gecis goste-
ren cocukluk cagr SMA ile kanstinlabilmektedir.
Arthyrogryposis adi da verilen X'e bagh gecis gosteren
form Xp11.3-p11.2'de haritalanmistir (11,12).

GEREC VE YONTEM

Mayis-1999 - Nisan 2001 yillari arasinda Ege Universitesi
Tip Fakiltesi Cocuk - Genetik Bilim Dal'na bagvuran 18
SMA hasta kanindan DNA izolasyonu tuzla coOktirme
yontemine goére yapildi (13). Hastalardaki akrabalik orani
%37.5'di. izole edilen DNA'lar spektrofotometrede okuna-
rak (260 nm) DNA konsantrasyonlari hesaplandi ve
amplifikasyon basina 200 \xg kullanildi (15). Calismada
kullanilan amplifikasyonlardaki primer konsantrasyonu
110 ng / 50 uL, dNTP konsantrasyonu 0.2 m M, Taq
polimeraz 1.5U / 50 ulL olarak hazirlanmigtir (Crocodile
Ill.Appligene). Aday genlerden SMN geni ekzon 7 ve
ekzon 8 van der Steege S ve ark. protokoliine goére
amplifiye edildikten sonra ekzon 7 PCR drini Dar |
restriksiyon endoniikleaz ile ekzon 8 PCR irliinii Dde |
restriksiyon enzimiyle kesime konmustur (7). Hem SMN
geni 7.ekzonu hem de 8. ekzonu kesim sonrasi %3'lik
agaroz jel elektroforezinde yiritilerek (100 V, 2 saat)
degerlendirilmistir (15). NAIP geni Roy N ve ark. protoko-
line gore multipleks PCR ile cogaltildiktan sonra %2.5'luk
agaroz jel elektroforezinde yuritilerek (100 V, 15 saat)
degerlendirilmistir (8, 15). Her amplifikasyonda bir pozitif
kontrol bir negatif kontrol konarak kontaminasyon ve ha-
tali amplifikasyondan kaginilmigtir.

BULGULAR

18 SMA hastasinda telomerik SMN geni ekzon 7 ve 8,
NAIP geni ekzon 6 delesyonlari analiz edilmistir. Bu ana-
lizlere ait 6rnek fotograflar sekil 1- 2'de gdsterilmigtir.

Calismamizda; 18 hastanin 16'sinda delesyon saptan
mistir. Bunlarin 8'inde hem tSMN geni ekzon 7 ve 8 hem
de NAIP geni ekzon 6 delesyonu saptanmigtir. Alti has
tada tSMN geni ekzon 7 ve 8 delesyonlari gdzlenirken,
kardes olan 2 hastada vyalniz tSMN geni ekzon 7
delesyonu bulunmus fakat ekzon 8 delesyonu goriime
mistir. iki hastada her 2 gende analizi yapilan ekzonlarda
delesyon saptanmamigtir.

TARTISMA
SMA'ya da neden olan gen bdlgesinin 1990 yilinda

5g11.2-13.3te 35 cm uzunlugunda bir bélge oldugu bildi-
rilmis, Wirth ve grubu aday bdlgeyi 1 cm'a kadar daralt-
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tiktan sonra 1995 yili baginda SMN ve NAIP aday genler
olarak yayimlanmiglardir (6,7).

Caligmalarimizda SMN geni ekzon 7 ve 8, NAIP geni
ekzon 6 delesyonlan analiz edilmigtir. 18 kisiden olusan
hasta grubumuzda SMN geni delesyon orani %89 olarak
saptanmis ve bu oranin diger gruplarla benzer oldugu
gOrulmastar. Ornegin Tiirk populasyonunda %93, Alman-
ya'da %90, Fransa'da %99, oraninda delesyonlar yayin-
lanmigtir (6,9,14,16). iki kardes hastada SMN geninde
ekzon 7 delesyonu bulundugu halde, ekzon 8 delesyonu-
nun olmadigi saptanmigtir. Ekzon 8de yer alan ve
rekombinasyona olanak saglayan baz diziler sayesinde
olusan bu hibrit formun ender olarak goruldugu literatirde
de bildirilmektedir. Hibrit bdlge telomerik ekzon 8 harig
sentromerik kopya ile ayni Ozellikleri godstermektedir.
Ekzon 7 delesyonu bildirilen hastalarin genellikle tip Il
grubundan olmasi, sadece ekzon 7 delesyonu bulunma-
sinin, hastaligin hafif formunu olusturdugunu dusginddr-
mustur (9,17).

SMN geni delesyonu saptamadigimiz 2 hastada; SMA'nin
farkh tip ve tagsiyicilaninin saptanmasinda, 2001 yilinda
Scheffer H ve ark. tarafindan yayimlanan vyaklasim
asamalarinin kullanilabilecegi distunulmus fakat kuclk bir
hasta grubundan olusan calisma grubumuz genigledikten
sonra delesyonu olmayan hastalara ait DNA &6rneklerinin
daha ayrintih analiz edilmesine karar verilmistir (18).

Hastalanmizda NAIP geni ekzon 6 delesyonu %50 olarak
saptanmigtir. Delesyon oranimiz diger gruplarla karsilasti-
ridiginda hic NAIP delesyonu bulunmayan Cin toplumu
disinda bir farklihgin olmadigr ve oranlarin birbirine yakin
oldugu saptanmistir (14,16). NAIP delesyonu olan hasta-
larimizda mutlaka SMN geninde de delesyon bulunmasi,
SMA olugumu igin NAIP gen delesyonunun tek bagina
yeterli olmadigini gostermistir. Literatirde de sadece
NAIP delesyonu olan SMA hastasi bulunmamaktadir.

oranlar saptanmis ve laboratuarimizda tani/dogum 6n-
cesi tani hizmeti verilmesi mimk{n olmustur.
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Sekil 1. SMN geni ekzon 7 (Dra | kesimi 3-6) ve ekzon 8 (Ddel 8-10) analizi

1.6 :<>X174/Hae Ml marker

:Saglikh kontrol (SMN 7ekzonu)

:Telomerik ekzon 7 delesyonu olmayan hasta

:Telomerik ekzon 7 delesyonu olan hasta

:Saglikh_kontrol (SMN 8 ekzonu)
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“Telomerik ekzon 8 delesyonu olmayan hasta

:Telomerik ekzon 8 delesyonu olan hasta

:Kesimi 6ncesi ekzon 7 ve 8 amplifikasyonu

:Telomerik ekzon 7 ve ekzon 8 negatif kontroli

Sekil 2. NAIP geni ekzon 6-13 analizi

1 : <|>X174/Haell marker

1999 yilinda baglatigimiz ¢alismalar ile hastanemizde i‘ 5.5 E';g?,ﬂ,fs k‘:,?ﬁi}“&m 13,6 amplifikasyonu)
tani konan SMA hastalarinda aday genlerin delesyon 6 : Negatif kontrol
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