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OZET

Amag: Spinal muskiiler atrofi (SMA), spinal kord o¢n boynuz hiicrelerinin
dejenerasyonu, proksimal kaslarda ilerleyici giigstizliik ve atrofi ile karakterize olup, en
sik rastlanan kalitsal alt motor néron hastaligidir. Hastaligin giiniimiiz sartlarinda
tedavi edilemez olmasi, prenatal veya preimplantasyon genetik tamnin 6nemine isaret
etmekte olup bu amagla yapilan ¢alismalar hastaligin énlenmesinde 6nemlidir.

Gere¢ ve yontem: Calismada, ailesinde SMA tanisi almis 12 ¢iftin amniyosentez
veya koriyon villus 6rnekleri SMN1 geninde bulunan delesyonlar agisindan Polimeraz
Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizm (PCR-RFLP)
yontemleri kullamilarak analiz edilmistir.

Bulgular: Olgularin ticiinde (%25) exon 7 ve 8 de delesyon saptanmustur.

Sonug: Elde edilen veriler literatiirdeki sonuglar ile karsilastirilmis ve SMA hastaligt
i¢in prenatal taninin énemi tartisilmstir.

Anahtar sédzciikler: Spinal muskuler atrofi (SMA), prenatal tani, survival motor
neuron gen 1 (SMNT1)

SUMMARY

Objective: Spinal muscular atrophy (SMA) is the most common heritable lower
motor neuron disease, characterised by degeneration of anterior horn cells of spinal
cord and progressive weakness and atrophy in the proximal muscles. Because of Spinal
Muscular Atrophy is known as incurable, prenatally and preimplatation genetic
diagnosis are considered as the best approaches for this disease.

Material and method: In this study, amniosythesis or chorion villus samples
obtained during the prenatal diagnosis from 12 subjects with a history of SMA, were
analysed for deletion of exon 7 and 8 located in SMNI1 gene by Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP).

Results: Three of 12 subjects had exon 7 and 8 deletions (%25).

Conclusion: Results were compared with the literature and the importance of
prenatally diagnosis for SMA was discussed.

Key words: Spinal muscular atrophy (SMA), prenatal- diagnosis, survival motor
neuron gene 1 (SMN1).
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Spinal muskiiler atrofi (SMA) spinal kord 6n boynuz
hiicrelerinin dejenerasyonu ile karakterize norolojik bir
hastaliktir. Hastalik, en sik rastlanan kalitsal alt motor
noron hastaligt olup giintimiiz bilgileri 1s1§inda tedavi

edilemez olarak degerlendirilmektedir (1, 2).

Hastalik kliniginde ana bulgu, proksimal kaslarda si-
metrik ilerleyici zayiflik ve atrofidir (3). SMA, baslangi¢
yas1 ve seyri temelinde ii¢ ayr1 klinik tabloda incelenmek-
tedir. Tip I, akut seyirli olup en siddetli bulgulara sahiptir
ve iki yasindan 6nce 6liimle sonuglanir. Tip II ara ve Tip
III hafif formdur. Bulgular alt1 ay ile on yedi yas arasinda
baslarken goriilme sikligimin 1/1000 canli dogum oraninda
oldugu bildirilmistir (3-7).

SMA otozomal resesif gecis gostermektedir. Ik olarak
5q11.2-5q13.3 bolgesine haritalanmis ve ardindan iki aday
gen bu bolgeden klonlanmustir. Telomerik survival motor né-
ron gen (SMN) ve néronal apoptozis inhibitor protein (NAIP)

gen, hastaligin ortaya ¢ikmasindan sorumludur (8-14).

SMN geni, mRNA iiretiminden sorumlu proteini kod-
lamaktadir. Gen, sentomerik kopyasinda bes farkli niikle-
otid degisikligi ile farklilasir ve bunlardan ikisi exon 7 ve 8
de bulunur. Her iki genin iiretildigi olgularda, telomerik
kopyanin fonkiyonel acidan énemli olduguna inanilmak-
tadir. Ciinkii bu genin bazi exonlar1 (exon 7 ve 8) hastalik
bulgusu gosteren olgularda tespit edilemezken; sentro-
merik kopya da bazi normal bireylerde tespit edileme-
mistir (8-10). Telomerik NAIP geni fonksiyoneldir ve
polimeraz zincir reaksiyonu yardimi ile sentromerik
pseudo geninden ayirt edilerek exon.5’de delesyon olup

olmadig: gosterilebilir (15).

SMA, otozomal resesif bir hastaliktir ve akraba evlili-
ginde karsimiza ¢ikma riski normalden daha fazladir.
Tiirkiye’de yapilmis g¢alismalarda akraba evliligi orani
%21,21 olarak bulunmustur (16). Bu nedenle SMA hastali-

gin1 tilkemizde sik olarak gormekteyiz.

Literatiirdeki bilgiler 1s1ginda, SMA hastalig1 igin en
uygun yaklasim, prenatal veya miimkiinse preimplantas-
yon genetik tanidir (17). Prenatal tant amagh ¢alisgmalarda
koriyon villus biyopsisi veya amniyosentez tercih edil-
mektedir. Aileler, genetik danisma sonrasinda sonug alma
siiresi, diisiik riski ve tibbi durumlar1 dogrultusunda ka-

rar vermektedir.

Bu calisma, prenatal taninin SMA hastalig1 igin 6nemi-
nin vurgulanmasi ve elde ettigimiz sonuglarin degerlendi-

rilip literatiire katki saglamasi amaciyla gerceklestirilmistir.
GEREC VE YONTEM

Dokuz Eyliil Universitesi Genetik Tami Merkezi'ne
(DEGETAM) basvuran 6zge¢misinde SMA tanis1 olan 12
ailenin prenatal tani 6rneklerinden, uygun kit (High Pure
PCR Template Preparation Kit, Germany) kullanilarak
genomik DNA eldesi yapilmis ve safli§1 spektrofotometrik
olarak 6l¢lilmiistiir. On iki ailenin yapilan prenatal tanisi
i¢in bir ailede CVS ve on bir ailede amniyosentez mater-
yali incelenmistir. Ailelere prenatal tami icin CVS ve
amniyosentez hakkinda bilgi verilmis ve bu yontemlerden
istedikleri, tibbi durumlar1 dogrultusunda uygulamalar1
gergeklestirilmistir.

Amplifikasyonlar final konsantrasyonlar 50ul olacak
sekilde hesaplanmuistir; her bir ANTP’den 200 pl, ekzon 7
ve ekzon 8 i¢in (F/R) primerlerden 0,4 uM, genomik
DNA'’dan 0.01 pg/ pl ve 2u Taq polimeraz kullanilmistir.
Primer dizileri F - 5 CTT TCC TTC TTT TTG ATT TTG
TTT 3" ve R-5 AGA CTA TCA ACT TAA TTT CTG ATC
A 3’ olarak kullanilmugtir.

Amplifikasyon iiriinleri %6 PAGE kullanilarak kontrol
edildikden sonra RFLP islemi i¢in enzim kesimi su sekilde
gerceklestirilmistir: 10 pl amplifiye olmus DNA Ornegi
ekzon 7 i¢in 200 u Dral, ekzon 8 i¢in 30u Ddel enzimi ile
37 °C’de 90 dakika muamele edilerek kesim yapilmustir.

Kesim tiriinleri %6 PAGE kullanilarak, pozitif, negatif
ve PCR kontrol 6rnekleri ile birlikte yiiklenerek jelde yii-
riitiilmiis ve jel goriintiileme sisteminde degerlendirmeye
almmustir. Jel kesim diriinlerinin degerlendirmesi ise;
ekzon 7 icin 192 b¢’lik bandin, ekzon 8 i¢in 189 b¢’lik ban-

din varligina gore yapilmstir.
BULGULAR

Toplam on iki hamilelik incelenmis olup, {i¢ olguda
(%25) SMN geni exon 7 ve 8'de delesyon saptanmuistir.
Toplam on bir olguda amniyosentez ve bir olguda koriyon
villus biyopsisi 6rnegi incelenmistir. Olgularin %33,3 tinde
akrabalik oldugu goriilmiistiir. Ailelerden biri hari¢ 6n-
ceki hamileliklerinde SMA’l1 ¢ocuk &ykiisii bulunmakta-
dir. Bu ailenin akrabasinda SMA 0ykiisii nedeniyle

prenatal tan1 yapilmistir. Bulgular Tablo’da 6zetlenmistir.



Tablo. Bulgular
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Olgu  incelenen materyal Akrabahk Anomalili Cocuk SMN SMN
Oykiisii Ekzon 7 del Ekzon .8 del

1 Amniyosentez Var (+) (-) -)

2 Amniyosentez Yok (+) (+) (+)

3 Amniyosentez Yok (-) (-) (-)

4 Amniyosentez Yok (+) (-) -)

5 Amniyosentez Yok (+) (+) (+)
6 Amniyosentez Var (+) (+) (+)

7 Amniyosentez Var (+) (-) -)

8 Koriyon villus biyopsisi ~ Var (+) (-) -)

9 Amniyosentez Yok +) ) )
10 Amniyosentez Yok (+) (-) -)
11 Amniyosentez Yok (+) (-) -)
12 Amniyosentez Yok +) “) NA

NA: Enzim kesimi gerceklesmemistir.

TARTISMA

Motor noéronlar ilgilendiren kalitsal norolojik hasta-
liklar yasamu ciddi bicimde etkilemekte ve bazi durum-
larda olimle sonuglanabilmektedir. SMA, 6n motor né-
ronlar1 bozunumu ile karakterize bir nérolojik kalitsal
hastalik olup, kendi iginde ti¢ ayr1 grup seklinde simniflan-
dirilmaktadir. Ancak Tip 1, akut tiptir ve en siddetli form-
dur. Bu grupta bulgular, alt1 aydan 6nce goriiliir ve iki
yasindan énce genellikle 6liimle sonuglanir (1-3, 6).

Telomerik SMN geninin homozigot delesyonu, olgu-
larda hastaligin kesin tanismi koymak igin yeterlidir.
Prenatal test sirasinda homozigot SMN gen delesyonu
hasta fetiis
%95’ten fazlasinda delesyon tipi genetik bozukluk gorii-

olarak degerlendirilmektedir. Olgularin
liirken yaklagik %’5 civarinda non-delesyon tipi bulunur.
Non-delesyon tipi olanlarda ebeveynlerden biri mutlaka
delesyonu tasirken digeri ancak enzim kesimi yapildiktan
sonra fragmanin ayrintili incelenmesi ile anlasilabilir (8-
13). Lin ve ark.lar1 yaptiklar1 ¢alismada 2/32 oraninda
non-delesyon formunu goéstermislerdir (17).

On iki ailenin yapilan prenatal tanisi igin bir ailede
CVS ve on bir ailede amniyosentez materyali incelenmis-

tir. Ailelere prenatal tani i¢in CVS ve amniyosentez hak-

kinda bilgi verilmis ve bu yontemlerden istedikleri, tibbi
durumlar1 dogrultusunda uygulamalar1 gerceklestirilmis-
tir. Olgularin ¢ogu, CVS ile daha 6nce sonug alinabilme-
sine ragmen, diisiik riskinin daha az oranda goriilmesi ve
anneye ait dokularin incelenen 6rnege karisma riskinin

daha az olmasi nedeniyle amniyosentezi tercih etmistir.

Yapmis oldugumuz ¢alismada, ii¢ fetiiste exon 7 ve 8
delesyonu bulunmus ve bu fetiisler hasta olarak deger-
lendirilmistir. Gebelikleri, ebeveynlerinin istegi dogrultu-
sunda medikal olarak sonlandirilmistir. Geriye kalan ha-
milelikler doguma kadar devam etmis ve bebekler saglikli
olarak dogmustur. Cobben ve ark. %36, Wirt ve ark. %33
ve Lin ve ark. %19,2 oraninda inceledikleri fetiislerde
hastalig1 pozitif olarak bulmuslardir. Calismamizda hasta
fetiis oran1 %25 olarak bulunmus olup su ana kadarki lite-
ratiir sonuglari ile uyumlu olarak degerlendirmistir. Ince-
lenen gruplardaki saglikli fetiis oranlar1 birbirinden farkl
olup tamamen sansa bagh dagilim gostermektedir. Bu
nedenle farkli gruplarin sonuglar: arasinda farkli sonuglar
olabilecektir (15, 17, 18).

SMA olgularinda, SMN ve/veya NAIP geni delesyon-
larmm1 gostermek rutin molekiiler teknikler ile miimkiin

olmasina ragmen, ebeveynlerde tasiyiciigin gosterilmesi
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icin ¢ok zahmetli ve pahali yontemlerin kullanilmasi
gerekmektedir (15,19). Yapilan popiilasyon c¢alismalari
tastyictik oranmin 1/40 ile 1/100 arasinda oldugunu
bildirmektedir. Bu durum toplum taramas: yaparak
tastyicilarin tespitinin ne kadar zor olacagini diistindiirt-
mektedir (6, 7, 20). Bu nedenle prenatal tan1 SMA aileleri
icin kolay, hizli ve ucuz bir yontem olarak kabul edil-

mektedir.

Burada sundugumuz on iki aileden on birinin 6zge¢-
misinde SMA’l1 ¢ocuk Oykiisii bulunmaktadir. Bu SMA'l1
olgular i¢in yapabildiklerimiz destekleyici tedavi olmakla
birlikte, ailelerin bize basvuru sebepleri dogrultusunda

saglikli bir bebege sahip olmalari saglanmustir.

Tiim bu sonuglar, prenatal taninin su anki bilgilerimiz
ve tedavi yontemleri dogrultusunda SMA hastalig1 icin en

uygun yaklasim oldugunu diisiindiirmektedir.
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