Arastirma

Spinal Muskuler Atrofili Olgularda Survival Motor
Neuron Gen 1 (SMN1) Delesyon Sikligi

PREVALANCE OF SURVIVAL MOTOR NEURON GENE 1 (SMN1) DELETIONS IN PATIENS WITH
SPINAL MUSCULAR ATROPHY

El¢cin BORA

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali

Elcin BORA

Dokuz Eyliil Universitesi

Tip Fakdltesi

Tibbi Genetik AD

35340 Inciralti, IZMIR

Tel: (232) 4123668

GSM: (505) 5250962

e-posta: elcin.bora@deu.edu.tr

OZET

Amacg: Otozomal resesif bir néromuskiiler hastalik olan Spinal Muskuler Atrofi, proksimal
kaslarda ilerleyici tarzda gugsuzlik ve atrofi ile karakterizedir. Bu hastalik survival motor
neuron gen 1 (SMN1)in homozigot kaybi sonucu meydana gelir. Bu galismada SMN1
geninde bulunan ekzon 7 ve 8'deki delesyonlarin sikhgr arastiriimistir.

Gere¢ ve yontem: Calismada SMA o6n tanili 42 olguda SMN1 geninde bulunan de-
lesyonlar molekuler genetik ydntemlerden Polimeraz Zincir Reaksiyonu - Restriksiyon
Fragmanlarin Uzunluk Polimorfizmleri kullanilarak analiz edilmistir.

Bulgular: Olgularin 28’ inde (%67) exon 7 ve 8'de delesyon saptanmistir.

Sonug: Calisma grubunda ekzon 7 ve 8 igin saptanan oran literatiirdeki sonuglardan daha
dusltk bulunmustur. Bu farkliigin olusumunda tani kriterlerinin rol oynayabilecegi dusu-
ndlmektedir.

Anahtar sozciikler: Spinal muskuler atrofi, survival motor neuron gen 1

SUMMARY

Objective: Spinal muscular atrophy, an autosomal recessive neuromuscular disorder,
characterized by progressive proximal manifestation of muscle weakness and atrophy. This
disease occurs due to the homozygous loss of the survival motor neuron gene 1.

Material and method: In this study 42 cases with the diagnosis of SMA were analysed
by PCR-RFLP for deletions of exon 7 and 8 located in SMN1 gene.

Results: Twenty eight cases had exon 7 and 8 deletions ( 67 %).

Conclusion: in the study group the determined ratios for exon 7 and 8 are lower than the
reports in the literature. The occurrens of this differance depends on diagnostic criterias.
Key words: Spinal muscular atrophy, survival motor neuron gene 1

Spinal Muskuler Atrofi (SMA), kalitim modeli olarak;
otozomal resesif, X'e bagli resesif veya otozomal domk
nant gecisli olan kalitsal néromuskuler hastaliklar grubu-
dur. SMA, spinal kord 6n boynuz hiicrelerinin ve beyin
sapl motor nikleuslarinin tutuldugu, hizh ilerleyen, prog-
ramlanmis hiicre 6lumu ile patolojisini agiklayabilecegimiz
bir hastaliktir (1). Sonugta viicutta istemli kaslarin simetrik
kuvvetsizligi ve erimesi ile progressif gli¢ kaybi, endu-
ransta azalma, farkh viicut yapisi, mobilitede ve pulmoner
fonksiyonlarda gerileme ortaya ¢ikar (2).
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Kalitim sekillerinden en sik gorileni; Otozomal resesif
formudur ve proksimal SMA olarak adlandirilan bu grup
5911,2-13,3 de haritalanmis Survival Motor Neuron (SMN)
genin Uzerindeki delesyonlar ile ortaya cikar. Insidansi
1/6000-1/10000 olup, genel popllasyonda bozuk gen
tastyici sikligi 1/40 civarindadir. Hastalik bu oranlarn ile,
pediatrik grup néromuskller hastaliklardan olan
Duchenne miskiler distrofiden sonra ikinci siklkta
gorulur. Ayrica kistik fibrozisten sonra da ikinci siklikta
fatal olmasi ile de énemlidir (1). Otozomal resesif formu %
95 siklikla gorulir ve dért tipi vardir; SMA Tip | (Werding-
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Hoffmann hastaligi), en erken gorilen ve en agir
seyreden tiptir. Dogumda ya da ilk alti ay
gorilebilir.  Genelliklede ilk 2 yildan
sonuglanir. SMA Tip Il (Subakut form), 18 aydan Once,
genellikle 8 ay civarinda baglar. Belirtiler tip I'e benzese
de daha hafif ve yavas gidiglidir. Cogu hasta erigkin
déneme ulasabilir. SMA Tip Ill (Kugelberg-Welander
hastaligl), 2 yastan sonra baslar. Genellikle ilk belirti
yirime zorlugudur. En hafif tiptir. Bu hastalarda yasam
suresinde kisalma genellikle gérilmez (3). Tip IV, yetiskin
c¢agda baslar (4). Bu dort tipin tanilar arasindaki bulgular
kesin olmadigi igin 1992 de SMA
Konsorsiyumu objektif verileri degerlendirerek kriterler

icinde
once oOlumle

Uluslararasi

belirlemistir. Glinimizde hastalarda tani bu kriterler ile

konmaktadir (5).
SMN geninin

(SMN2) olarak iki kopyasi bulunmaktadir. Hastalarin %

98’inde SMN1 de delesyon saptanmaktadir (6,7). Bu iki
kopya iki tek nikleotid ile farklilik gdsterir. Biri ekzon 7’de

telomerik (SMN1) ve sentromerik

aminoasit kompozisyonunu degistirmez. Ekzon 8'deki ise
cevrilmeyen ekzondur. Bu yuzden her iki gende benzer
proteinler bulunur. SMA’ll hastalarin %95’inden fazlasinda
telomerik kopyanin ekzon 7’si, delesyon veya gen
dénisimdi ile bozulur (6,8,9). SMN, nlkleer yapinin iginde
olan bir proteini kodlar ve RNA baglanma proteini ile
etkilesime girer. 38 kDa’lik SMN proteini telomerik ve
sentromerik SMN genlerinden eksprese olur ve
sitoplazma ve nikleusta bu-lunur. Gen Grlinleri mRNA
islenmesinde gerekli proteinler olan kiigiik nikleer
ribonukleazlarin sentezinde rol alirlar. Tim vicutta; beyin,
bdbrek ve karacigerde ylksek sevi-yede, iskelet ve kalp
kasinda orta seviyede, fibroblast ve lenfositlerde disik
seviyede eksprese olurlar. Ancak en énemli etkileri motor
néronlar tzerindedir. (10,11). Bu ¢a-ligmanin amaci SMA
on tanisi olan 42 hastada, SMN1 ge-nindeki ekzon 7 ve 8

delesyon sikliginin arastiriimasidir.
GEREC VE YONTEM

Dokuz Eylil Universitesi Genetik Tani Merkezine
(DEGETAM) 1997 - 2007 yillari arasinda farkh hastanele-
rin pediatrik noéroloji bilim dallan tarafindan muayenesi
yapilarak yénlendirilen, 0-2 yas grubu SMA 6n tanih /tanih
olgular gcalismaya dahil edildi. incelenen 42 olgunun kan
orneklerinden tuzla ¢oktirme metodu ile DNA eldesi ve

elde edilen DNA’larin spektrofotometrik &lgiimleri ya-
pilmistir (12).

Amplifikasyonlar final konsantrasyonlar 50yl olacak
sekilde hesaplanmistir; her bir ANTP’den 200 pl, ekzon 7
ve ekzon 8 igin (F/R) primerlerden 0,4uM, genomik
DNA’dan 0.01 pg/ pl ve 2u Taq polimeraz. Amplifikasyon
Urtnleri %6 PAGE kullanilarak kontrol edildikten sonra
RFLP iglemi icin enzim kesimi yapilmistir: 10 pl amplifiye
olmus DNA 6rnegi ekzon 7 igin 200 u Dral, ekzon 8 igin
30 u Ddel enzimi ile 37 °C’de 90 dakika muamele edilerek
kesim yapilmistir (13). Kesim Urinleri %6 PAGE kullanila-
rak, saglam ve hasta kontroller ve PCR kontrolle birlikte
yuklenerek jelde yuritilmus ve jel gorintileme aletinde
degerlendirmeye alinmistir (14).

BULGULAR

42 SMA hastasinda SMN1 geni ekzon 7 ve ekzon 8
delesyonlari (Sekil 1,2). Hastalarin
28’inde ekzon 7 ve ekzon 8 delesyonlari saptanmistir.

analiz  edilmigtir
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Sekil 1. SMA olgularinin amplifikasyon sonrasi kontrol jeli:

1. sira Marker V,2-4. (ekzon 7) ve 6-8. (ekzon 8) sira amplifiye
ornekler, 5. ve 9. sira PCR kontrol
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Sekil 2. Amplifiye olmus Urlinlerin kesim sonrasi jel géruntuleri:

1. sira Marker V, 2. sira kesilmemis Urtn (ekzon 7), 3. sira
delesyon tasimayan kontrol DNA 06rnegi, 4. sira ekzon 7
delesyonu tasiyan DNA o6rnegi, 5. sira ekzon 7 delesyonu
tasiyan olgu (ok), 6. sira kesilmemis urin(ekzon 8), 7. sira
delesyon tasimayan kontrol DNA o6rnegi, 8. sira ekzon 8
delesyonu tasiyan DNA 6rnegi, 9. sira ekzon 8 delesyonu
tasiyan olgu (ok)

TARTISMA

SMA, SMN genindeki SMN1 (telomerik) ve SMN2
(sentromerik) olarak adlandirilan iki kopyada olusan cesitli
mutasyonlar ile ortaya ¢ikar (15). Tim olgularin %93-98'i
SMN1 mutasyonu ile ortaya c¢ikmaktadir. SMN2,
SMN1’den sadece birka¢ nilkleotid dizisi ile farklidir. Bu
farklihk nedeniyle SMN2'den fonksiyonel olamayan karar
siz protein sentezlenir. Bu nedenle SMN1 geni saglam,
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SMN2 mutasyonlu ise hastalik tablosu daha hafif, SMN1
mutasyonlu ancak SMN2 kopya sayisi fazla ise hastalik
orta derecede siddetli, SMN1 mutasyonlu ve SMN2 kopya
sayisl az ise hastalik ciddi olarak ortaya c¢ikar (7,16).
SMN1 mutasyonu saptanan SMA’li hastalarin her Gg¢ ti
pinde, 5q13’deki SMN1 geninde delesyon ve ki¢lik intra-
genik mutasyonlar vardir. Saptanan hastalikl allellerin %
98’i ekzon 7 delesyonlaridir ve %2’si de kiguk intragenik
mutasyonlardir (1).

Analizini yaptigimiz 42 olguda %67 oraninda (28/42)
SMN1 geni ekzon 7 ve ekzon 8 de delesyon saptanmistir.
Onceden yapilimis bakildiginda  farkli
delesyon oranlari bildiriimistir. Fransa’da bu oran %99,

calismalara

Almanya’da %90 civari iken bizim toplumumuzda %89-93
olarak bulunmustur (8,17-20). Calismamizda bulunan
oranin 6nceki calismalara gére daha dislk olmasi, klinik
olarak SMA
konulmasinin uygun olacagini

tanisinin ayrintili  incelemeden sonra

Olgu
calismalarla

distndirmustar.

grubumuz yas grubu agisindan diger
gOsterilen olgular ile ayni olup, olgular bdélimimize

yonlendirilirken  klinik 6n tanilarinin  elektrofizyolojik

yontemler ile degerlendirilip 6n taninin desteklenmesinden
molekdiler basvurulmasi

daha

sonra genetik yontemlere

sonuglarin yuksek oranlara ulasmasini

saglayacaktir.

Uluslararasi SMA Konsorsiyumu klinik olarak dért grup
tanimlamistir (21,22). Tip IV, erigkin formu olup genellikle
30 yasindan sonra ortaya gikmaktadir. Bizim olgu grubu-
muzda 0-2 yas grubu incelendigi igin Tip IV siniflamaya
dahil edilmemistir. Delesyon saptanan olgularin tuminde
ekzon 7 ve ekzon 8 etkilenmis bulundu. incelemi§ oldu-
gumuz grubun 0-2 yas araliginda olmasinin olgularin
SMA Tipl veya Tipll tanisini destekledigini disindUk.
Deles-yonlu olgularda ekzon 7 ve ekzon 8’in her ikisinde
de de-lesyon saptanmasi SMA Tip | 6n tanimizi destekler
niteliktedir.

NAIP geni, SMN1 geni ile ayni bélgede olup, uzun yik
lar SMA hastaliginda SMN geni ile birlikteligi dusundl-
mustir. Ancak ginimuzde NAIP gen delesyonunun SMA
hastaligi igin tek basina yeterli olmadigi bilindiginden ¢a-
lismamizda NAIP genine bakilmamistir.
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SMA, tekrarlama riski %25 ve prenatal tanisi miimkiin
olan bir hastalik olmasi nedeni ile etkilenmis bireylerin
molekuler genetik tanisinin konmasi énemlidir. Bu sekilde
yeni hasta bireylerin dogmasi engellenebilecegi gibi pre-
implantasyon genetik tani ile saglikli déllerin implantas-
yonu saglanabilmektedir. Bu amagla, delesyon saptanan
tum olgularin ebeveynlerine kapsaml genetik danisma
verilmelidir.
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