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ABSTRACT

Molecular Analysis of Exon 7 and 8 of SMN Gene in Spinal
Muscular Atrophy Patients

Scientific background: The spinal muscular atrophy (SMA) causing
degeneration of the anterior horn cells of the spinal cord is the most
common autosomal recessive disease, affecting approximately 1 in 6.000-
10.000 Jive births and having a carrier frequency of approximately 1 in
40-60. SMA Is diagnosed with detection of homozygous deletions of
SMNT (exon 7 - 8 or exon 7) gene in molecular level.

Objectives: it is aimed to conduct molecular analysis of exon 7 and 8 of
SMN gene in a hundred and eight subjects of SMA (53 patients and 55
suspected subjects).

Materials and methods: PCR-RFLP method is used for detection of
homozygous exon 7 - 8 deletions. PCR-5SCP method was used either to
identify for intragenic mutations and especially compound heterozygotes
or to confirm some SMA patients homozygous deletions detected by
RFLP.

Conclusion: In this study, 92.4% (49/53) of SMA patients including all
types were found homozygous for exon 7 and & deletions with RFLP
method. The rate of homozygous deletions determined was 94.7%
(18/19) in type | patients, 91.6% (11/12) in type Il and 89.4% (17/19) in
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type lil. SSCP method was used only for 4 subjects who are clinically
diagnosed as SMA patients but not confirmed with RFLP analysis. The
results of SSCP analyses led to decision that patients may be of compound
heterozygous or intragenic mutations.

OZET

Bilimsel zemin: Spinal muskuler atrofi (SMA), 6.000-10.000 canli
dogumda bir gérilen, 1/40-60 oraninda tagiyici frekansina sahip,
omuriligin &n boynuz hiicrelerinde dejenerasyona neden olan otozomal
resesif kalitilan bir hastaliktir. SMA molekiler diizeyde, SMN1 geninin
exon 7 ve 8 veya yalnizca exon 7 homozigot delesyonunun saptanmasi
ile teshis edilir.

Amac: SMA tanisi alan veya SMA olasilidl tasiyan 108 kiside (53 hasta
ve 55 olasi hasta) SMN geni ekzon 7 ve 8'in molekiler analizi
amaclanmistir.

Yontem: PCR-RFLP yontemi homozigot ekzon 7 ve 8 delesyonlarini
belirlemek icin kullanilmistir. PCR -SSCP methodu, hem diger intragenik
mutasyonlar ve &zellikle birlesik (compound) heterozigotlan hem de
RFLP yontemi ile homozigot delesyon saptanan bazi SMA hastalarinin
sonuclarint konfirme etmek icin kullaniimistir.

Anahtar kelimeler: RFLP, SMA, SMN geni, SSCP
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Sonuclar: RFLP yontemi ile tim SMA hastalarinin (tiplerine
bakilmaksizin) %92.4 (49/53) inde SMN1 geni homozigot ekzon 7 ve
8 delesyonu tespit edilmistir. Tipleri dikkate alindiginda ise Tip 1
hastalarinin %94,7 (18/19), Tip 2 hastalarinin %91.6 (11/12), Tip 3
hastalannin %89.4 (17/19)'Unde homozigot delesyon bulunmustur.
PCR-RFLP yéntemi ile ekzon 7 ve 8'de homozigot delesyonunun
olmadigr belirlenen fakat klinik olarak SMA hastasi olan 4 olguda ise
SSCP yontemi kullanilmis ve sonuglar degerlendirildiginde ise birlesik
heterozigot veya intragenik mutasyonlu hasta olabilecedi sonucuna
varilmustir.

GIRIS

Spinal muskuler atrofi (SMA), heniiz tedavisi olmayan
bir grup hastaliga verilen addir.' Bu hastaligin tim
tiplerinde omuriligin  én  boynuz hcrelerinde
dejenerasyon meydana gelir.*” Hastaligin genel
populasyonda gérilme sikligr 1/6000-10000, tagtyici
insidansi ise 1/40-60"tir.******1*" Uluslararasi SMA
Konsorsiyomunun, hastaligin baslama vyasi, klinik
bulgular, kas biyopsisi ve elektrofizyolojik kriterlere
dayanan hastalk siddetine gbre yaptgl
siniflandirmaya gore cocukluk caginda ortaya cikan
SMA'lar; Tip | SMA (Akut form / Infantil form /
Werdnig-Hoffmann), Tip I SMA (Ara form / Interme-
diate form), Tip Il SMA (Hafif form / Kugelberg-
Welander) olarak, yetiskin cagda gortlen tipi de Tip IV
SMA olarak siniflandinlristir, ™™

SMA Tip HIl %98 oraninda otozomal resesif olarak
kalitilirken, Tip IV'de bu oran %70 olup %2-%30 gibi
bir oranda ise farkll genlerin etkisiyle ortaya cikan
otozomal dominant veya X'e bagl resesif kalitm
gortlmektedir,™"

Genetik baglanti calismalari ile gerek cocukluk ¢adi ve
gerekse yetiskin yasta gortlen SMA tiplerine neden
olan gen bolgelerinin kromozom 5q13 bélgesinde
yer aldigi gosterilmistir.™” Hastaliktan sorumlu olan
bolgede, survival motor néron (SMN), néral apoptozis
inhibitor protein (NAIP), p44 ve fonksiyonu henlz
bilinmeyen fakat SMA ile iliskili oldugu dustntlen
HA4F5 (SMA modifiye edici) geni bulunmaktadir.'®"*

Hastalarin  %94'tnde SMN geninde delesyon
gorilmesi, hastaliktan sorumlu olan asil genin SMN

oldugunu gostermistir.” SMN geni 20 kb'lk 9
ekzondan olusmakta ve 294 amino asitlik 38 kDa’luk
bir proteini kodlamaktadir.*"*#* SMN geninin
telomer ve sentromer yakinliklarina gére adlandirilan
telomerik (SMN1 veya SMNt; OMIM 600354) ve
sentromerik (SMN2 veya SMNc, ¢BCD54; OMIM
601627) kopyalari bulunmaktadir.®** Birbirlerine
yliksek derecede (%99) homoloji gdsteren bu
kopyalar arasinda bes nukleotidlik fark bulun-
maktadir."*##% %% intronlar arasinda ¢ nukleotidlik
fark bulunurken, ekzonlar arasinda sadece iki
nikleotidlik fark bulunmaktadir. Bu farkliiklardan bir
tanesi intron 6'da, iki tanesi de intron 7'dedir. Ekzon
7'de mRNA'da kodon 280'de C—T (TTC—TTT) sessiz
transisyonu gorllirken ekzon 8'in 3" translasyona
ugramayan bolgesinde nikleotid 1155'te (G—A)
nikleotid farkliigr goralar, %

SMN1 ve SMN2 genelde ayni proteini kodlamasina
ragmen SMN1'de gorilen mutasyonlar SMA ile
dogrudan iliskilidir. SMN1’in d ve b olmak Uzere 2
tip transkript varyanti vardir. Bunlardan, d izoformu
tam uzunluktadir ve 294 amino asitlik aktif proteini
kodlamaktadir. Izoform b ise 262 amino asitlik aktif
olmayan proteini kodlamaktadir. SMN2'nin ise a
[ekzon 7 eksik (Iso7-SMN)], b [ekzon 5 eksik (Is05-
SMN)], ¢ [ekzon 5 ve 7 eksik (Iso57-SMN)] ve d (tam
uzunlukta) olmak Uzere 4 tip transkript varyanti
vardir. SMN2'nin bu varyantlarindan yalnizca
izoform d tarafindan tam uzunlukta aktif protein
kodlanmaktadir.*** SMN2 tarafindan kodlanan
Uriinlerden %60'Inda ekzon 7 bulunmazken
%40"Inda bulunmaktadir ve olusturulan Grtin aktif
formdadir.® Bundan dolayr SMA fenotipi Uzerine
SMN2 geninin etkisi vardir** SMN2 geninin
homozigot delesyonunun oldugu durumlara da
rastianmis olmasina ragmen bu durum SMA ile ilgili
klinik bir sonuc dogurmamaktadir.®"*

SMN1 exon 7 ve 8 veya valnizca exon 7'nin
homozigot delesyon orani SMA hastalarinin %94
olmakla birlikte SMA tiplerine gére de farklilik
gosterir."*™* Nadir durumlarda SMN1 geninde
gorilen bir takim intragenik mutasyonlar da bu
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hastaliga sebep olmaktadir. Simdiye kadar 23 farkli
tip mutasyon tanimlanmistir.” Bu mutasyonlar;
zindr sonlandirnci mutasyonlar (nonsense), cerceve
kaymasi mutasyonlari (frameshift), yanlis anlamli
mutasyonlar (missense), delesyonlar, inversiyonlar ve
kesim bdélgesi mutasyonlar (splice site mutations)
seklindedir.'##**

Ayrica SMA fenotipi gostermeyen fakat homozigot
ekzon 7 ve 8 delesyonuna sahip bazi bireyler tespit
edilmistir.*"** Bu bireylerde homozigot ekzon 7 ve 8
yoklugunu telafi eden bazi genetiksel ve cevresel
faktorlerin olabilecegi distntlmektedir.®

SMNT geninin homozigot delesyonu veya SMN1
geninin SMN2 genine dénlsmesi (gen degisimi)
disinda sadece bir kromozomdaki delesyon bagli
olarak da hastaligin ortaya cktig belirlenmistir.™*'
Birlesik heterozigotluk olarak tanimlanan bu
durumda delesyon goriilmeyen diger kromozom
Uzerinde intragenik nokta mutasyonlar saptan-
mistir.®""*" SMA Tip | hastalarinin biytk cogunlugu
homozigot SMN1 delesyonuna sahipken Tip Il ve Tip
ll hastalarinda daha cok gen degisimi ile sayisi 3-4
arasinda degisen SMN2 kopyasina sahiptir. Bu
yuzden bu tip hastalarda SMN2 sayisi arttikca
hastaligin siddeti de azalmaktadir,**"% 2% 2731

Restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi (Restriction
Length Fragment Polimorphism-RLFP) analizlerinde,
ekzonlardaki nukleotid farkliliklarindan faydalanilir.
SMN geni 7. ekzon analizinde Dral ve 8. ekzon
analizinde Ddel restriksiyon endontikleaz enzimleri
kullanilir** Sentromerik kopyada kesim yapan bu
enzimler, nikleotid farkliigindan dolayi telomerik
kopyayl kesemezler, bu sayede telomerik
/sentromerik kopyalar birbiririnden ayrilir ve
telomerik kopyadaki delesyonlar gérilebilir.?®*'*
Dra | (Aha Ill) enzimi 188 b¢ uzunlugundaki DNA'yi
TTT / AAA nikleotid bolgesinden 149 ve 39 bg
uzunlugundaki 2 parcaya boler. Ddel enzimi ise 187
bc uzunlugundaki DNA'y1 5° C / TNAG 3’ bélgelerin-
den 123 ve 64 bg uzunlugundaki parcalara béler’*
(Sekil 1).

Ekzon 7 Ekzon 8

3 Telomerik SMN

> Sentromerik SMN

Sekil 1. SMN geni ekzon 7 ve 8'in restriksiyon enzimleri kesimi sonucu
olusan band profilleri. Dral ve Ddel enzimleri sentromerik kopyada kesim
yapmakta ve bu sekilde telomerik ve sentromerik kopya birbirinden
aynimaktadir. 1. PCR UrlinG 2. Ekzon 7 delesyonu tasimayan birey 3. Ekzon
7 delesyonu tasiyan birey 4. Ekzon 8 delesyonu tasimayan birey

5. Ekzon 8 delesyonu tasiyan birey.”

Galismada SMA hastalarinda SMN geni ekzon 7 ve
8'in molekUler analizi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOD

Gukurova Universitesi Tip FakUltesi Néroloji Anabilim
Dali ve Pediatrik Noroloji Bilim Dali klinigine
basvurarak SMA tanisi alan veya SMA sliphesi olan
108 kisi calisma hakkinda bilgilendirilip oluru alinarak
calismaya dahil edilmistir.

DNA izolasyonu ve PCR

Periferik kandan Miller ve ark.'nin gelistirdigi salting
out (tuzla ¢oktlrme) yontemi kullanilarak DNA izole
edilmistir.”” SMN (Survival Motor Neuron) geninin
Ekzon 7 ve Ekzon 8 bdlgelerini cogaltmak igin
Lefebvre S, van der Steege G ve ark.’nin calismalarinda
kullandiklari primerler (Ekzon 7 icin X7-Dra I: 5’
CCTTCCTTCTTTTITGATITTGTTT 3" R111: 5
AGACTATCAACTTAATTTCTGATCAS3'; Ekzon 8 icin
541C960: 5° GTAATAACCAAA-TGCAATGTGAA 3
541C1120: 5 CTACAACACC-CTTCTCAC 39
secilerek PCR yontemi ile cogaltilmstir.®*

SMN geni Ekzon 7 ve Ekzon 8'in optimal
amplifikasyonlarinin  gerceklestigi PCR reaksiyonu
toplam hacmi 50 pl olacak sekilde; 1X PCR tamponu,
1.5 mM MgCI2, 200 IM dNTP, 0.05U/I Tag Polimeraz
enzimi, 20 pmol Primer 1 ve Primer 2, 500 ng geno-
mik  DNA  (1/10  sulandinlmis), 36,6 pl
bidistile su final konsantrasyonlarinda hazirlanmistir.
Amplifikasyon kosullari; 95.0 °C, 5 dk. 6n denatu-
rasyon, 94.0 °C, 45 sn. denatUrasyon, 57.0 °C, 30 sn.
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yapisma (annealing), 72.0 °C, 30 sn. sentez, her
seferinde denattirasyon déngustne giderek toplam
30 dongu, 72.0 °C, 5 dk. final uzama periyodundan
sonra 22.0 °C'de uzun slre olacak sekilde
ayarlanmistir.

RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) Analizi

Agaroz jel elektroforeziyle amplifikasyon kontroll
yapilan DNA o¢rnekleri, van der Steege ve ark.'nin
yontemine gbre restriksiyvon  endonUlkleaz
enzimleri ile (her birinden 10U) toplam hacmi 25
ul olacak sekilde 37 °C'de bir gece boyunca kesim
reaksiyonuna alinmistir.” Kullanilan restriksiyon
enzimlerinin aktivite kontrolU icin, hazirlanan her
reaksiyon karisimi ile bir normal bir de mutant
ornek kesimi yapilmistir. Reaksiyon Urtnleri,
%8'lik poliakrilamid jele [%40 (29:1)] akrilamid
/bisakrilamid stok soltsyonu, 10 X TBE tamponu,
%25 APS (Amonyum persulfat), TEMED ve
bidistile su ile hazirlandi] yiklenerek 100V ve 70
mAmp akimda 1 saat 25 dakika sUreyle elektro-
foreze tabi tutulmustur. EtBr ile boyanip Uvidoc jel
goruntileme cihazi ile gorintilenerek degerlen-
dirilmistir.

SSCP (Single Stranded Conformational
Polimorphism) Analizi

Tek zincirde konformasyon polimorfizmi (Single
Stranded Conformational Polimorphism-SSCP),
tek zincir DNA'nin molekdl ici etkilesimi sonucu
her zincirin farkli formda katlanip kivrilmasi ile
degisik konformasyonlarin olusmasi ve poliakrila-
mid jel elektroforezinde farkli hizda hareket etme-
si Uzerine kurulmus bir ydontemdir.

SSCP yapmadan 6nce calisilacak drneklerin ekzon
7 PCR’lari yapilip non spesifik bantlar iceren
arnekleri dislamak icin %8&’lik poliakrilamid jel
elektroforezi ile spesifikligi kontrol edilmistir.
Denattirasyon sollsyonundan (%95 Formamid,
100mM NaOH, %0.25 Bromfenol mavisi) 4,5
alinip 3 pl PCR UrinG ile karnstirilarak Thermal
Cycler cihazinda 95 °C'de 7 dakika denatire

edilmis ve denatlirasyon islemi sona ererken
drnekler hizla buz Gzerine alinmistir. Buz kabi
-20 °C'de 10 dakika bekletilmis, jelin 1. kuyusuna
marker DNA (3 ul), diger kuyulara érnekler 7 pl
olarak vyuklenerek jeller, Bassam ve ark.nin
uyguladigr protokole goére giumus boya ile
boyanmistir.*

Yapilan 6n denemelerde 700 volt (kisa sureli
yUriitme) ve 110 volt (uzun sdreli ylrutme) en
uygun akim gucl ve sUresi olarak belirlenmistir.
Sonuclarin analizinde farkli uygulama kosullarinin
onemi yorumlanmaya calisiimistir.

BULGULAR

RFLP Bulgulari

Uluslararasi SMA konsorsiyum  kriterleri dikkate
alinarak hastalik tipine gére siniflandinlan 108
olgudan 53 (%49)'tne klinik olarak SMA tanisi
konulmustur. Elde edilen sonuglar oluru alinan
100 saglikh kontrol grubu ile karsilastiriimistir
(Sekil 1-2). RFLP yontemi ile 53 hastanin 49
(49/53=%92.4)'unda homozigot ekzon 7 ve 8
kayiplar bulunmustur (Tablo 1).

Ikisi Tip Ill, digerleri ise Tip | ve Tip Il olan toplam
doért hastada (4/53) ise SMN1 geninde homozigot
ekzon 7 ve 8 delesyonu bulunamamistir.

— Telomerik E7 ve E8
188 b 187 bg

]‘ Sentromerik E8
J (Ddel kesimi)

Sekil 2. SMN geni ekzon 7 (188 bg) ve ekzon 8'in (187 bg) PCR-RLFP
poliakrilamid jel {%8) elektroforez gérinttileri M: Markir (pUC 18 Hae Il
kesimi ) 1: PCR trlini, 2 ve 4: kontrol ekzon 7 (Dra | kesimi) (149 bg ve 39
bc: 39 be uzunlugundaki pargalar kiictik oldugu icin jelde gériilmez ), 3 ve
5: kontrol ekzon 8 (Ddel kesimi) (123 bc ve 64 bg: 64 bg uzunlugundaki
DNA parcalar jele fazla diffiize oldugundan baskida iyi gkmamistir), 6 ve
8: ekzon 7 kayb olan hastalar 7 ve 9: ekzon 8 kaybi olan hastalar.
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Tablo 1. Tiplerine gére SMA hastalarinda SMN1 E7 ve E8 homozigot delesyon oranlarn

SMA tipi n=53 Hom. E7 ve E8 del. Hom. E7 ve E8 del. hasta Hom. E7 ve E8 del. olan hasta Tiplerine g&re hom.
hasta sayisi n=49 sayisinin, toplam del. sayisinin, toplam SMA E7 ve E8 del. olanlarnin
hastalara orami (%) hastalarina orani (%) orani (%)

TiP 1 19 18 %36.7 (18/49) %33.9 (18/53) %94.7 (18/19)
TiP 2 12 " %22.4 (11/49) %20.7 (11/53) %91.6 (11/12)
TiP 3 19 17 %34.6 (17/49) %32 (17/53) %89.4 (17/19)
Tiplendirilme 3 3 %6.1 (3/49) %5.6 (3/53)

yapilarmayan

Hom.: Homozigot E: Ekzon Del.: Delesyon

Hastalarin birinde ise ailenin istedi Uzerine
prenatal tani yapilmistir (Sekil 3). Fetlste (F)
homozigot ekzon 7 ve ekzon 8 kaybinin oldugu
tespit edilmistir. Ayrica bu ailenin 5 yasindaki Tip
3 SMA’ll kiz cocugunda (C1) homozigot ekzon 7
ve 8 delesyonu tespit edilirken ebeveynlerin
homozigot  delesyona  sahip  olmadiklar
belirlenmistir. SMA'nin otozomal resesif kalitildigi
dikkate alinacak olursa her iki cocukta da
mutasyonlar spontan degilse ebeveynlerin zorunlu
taslyicl olacaklari ddstintimastar.

B/ EF B/E8 CIET

allelde de nokta mutasyonu tasiyan hastalar
olabilecegi dustnulerek bunlar, molekiler acidan
stpheli hasta (S) grubu bashdr altinda § 109 (Tip 3
SMA), § 140 (Tip 2 SMA), § 218 (Tip 1 SMA),
S 394 (Tip 3 SMA) olarak kodlanmistir. Ayrica
SMA hastasi olmayan fakat yalnizca sentromerik
ekzon 7 ve ekzon 8 homozigot delesyonuna sahip
bir olgu da (S 381 kodlu) bu gruba dahil edilmistir.

Kontrol grubu olarak alinan 100 saglkli kisiden
26'si ve 12 homozigot delesyonlu hasta SSCP

GI/E8 POR  FiE7

= Telomerik E7 ve E8

== Sentromerik E7 (Dra | kesimi)

| Sentromerik E8 (Ddel kesimi)

|

Sekil 3. Prenatal tanisi yapilan fettstn ve ailesinin pedigrisi ve PCR-RLFP poliakrilamid jel (%8) elektroforez gériintlleri. F ve C1 homozigot ekzon 7 ve 8
delesyona sahipken anne ve babada homozigot delesyon bulunmamistir. Hastalik otozormnal resesif kalitildigi icin ebeveynler muhtemelen zorunlu tastyicidir.

B: Baba C1: Hasta cocuk F: Fetils A: Anne

SSCP Bulgulari

RFLP ydntemi, birlesik heterozigot hastalarin
belirlenmesinde yetersiz kaldigi icin hem birlesik
heterozigot hastalari belirlemek hem de RFLP
yontemi ile saptanan homozigot delesyonlu
SMA hastalarini dogrulamak igin SSCP yontemi
uygulanmistir.

RFLP yontemi ile homozigot ekzon 7 ve ekzon 8
delesyonu tespit edilemeyen dort hastanin,
muhtemelen birlesik heterozigot veya her iki

yontemi ile calisiimistir. Yontemin standardi-
zasyonunu yapmak icin uygulanan bes farkl
elektroforez kosulunda bes cesit DNA bant motifi
saptanmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. Kontrol olarak 26 saglikl, 12 homozigot delesyonlu hasta ve nokta mutasyonlu bilesik heterozigot SMA stphesi ile aragtinlan 5 hastanin

SSCP yontemi ile saptanan DNA bandi motifleri

MOTIF SAGLIKLI HASTA
(Bantlarin sayi ve konumu itibari ile KONTROLU
olusturdugu 6zgiin kompozisyonlar) (Ornek sayisi)*
ve ELEKTROFOREZ KOSULLARI

HOMOZIGOT DELESYONLU SUPHELI
HASTA KONTROLU HASTA
(Ornek sayisi)* (Ornek kodu)

1. MOTIF (2)
(Iki kez tekrarlandi) T

700 voltta 2 s 40 dk. yaratalda.

Q

(2} (5109, $140, 5218,5381, $394)

I

2. MOTIF (3)

—
~

700 voltta 2 s. 30 dk. yarGtildd.

~
=
—
LA
sify
N
&

(5109, 5218, 5381,5394)

3. MOTIF (n

90 voltta 15 5. ve 150 voltta 3 s.
yarataldo

,-‘
=
=
o
s
LA
w
5]
(2
=
A
(%]
|
e
.
O
w
w0
=5
5
wn
sl
o

9,14

=

1]
l
1]
1]
[[1]

4. MOTIF @

110 voltta 17 s 24 dk. yOrGtalda.

o
w0

1

—
€W

, 5140, $381, $394), (5218)

5. MOTIF (17)
(iki kez tekrarlandi)

110 voltta 16 s 22 dk. yaratalda.

(5218, $381, $394) (5140,109) (5109)

HHE ] 1111

* Saghkh hasta kontrolii ve homozigot delesyonlu hasta kontrollerinin her bir motifteki calisilan érnek sayisi.

Sekil 4. 4. motifi géisteren SSCP bant profilleri. Kontrol 7,8,9,10'da 5 bant gérllmekteyken, hasta 428'de 4 bant gorilmektedir. SUpheli hastalardan $109,140, 381
ve 394'te 4 bant, $218'de 3 bant gérilmektedir, $394tin ikinci kuyusunun bulundugu alan yirtildig icin jelin alt tarafi gérilemiyor.

Not: Teknigin ézelliginden dolayi SSCP jellerindeki DNA bant gériintiileri RFLP bantlanna gére zayif kaldigindan ve jellerde gértilebilen baz bantlann da baskilarda net
ckmamasindan 6tird, seklin Gst balimiinde jelin orijinal gérintimi verilmis, alt béliminde ise kopyast Uzerinde bantlarin bilinen yerleri elle isaretlenmistir.

Elde edilen motiflerde stpheli hastalar 1. motif
haric diger motiflerde en az bir kere kontrollere
gore farkll bantlar vermistir. Motif 3 ve 5'te ise
stpheli 6rneklerin bazilar birbirleriyle ayni sayida
fakat farkli pozisyonda bant olusturmustur.
Elektroforezde 110 voltta 17 saat 24 dakikalik
yuritme ile elde edilen 4. motif, stipheli hastalari

homozigot delesyonlu hasta kontrolleri ve saglkli
kontroll birbirinden % 100 ayiran, ayirim guct en
ylUksek motif olmustur (Sekil 4). Tim o&rneklerin
ayri ayri kosullarda olusturduklari bantlarin
kontrollerden toplam farki incelendiginde bir
hastanin (S 140 kodlu) en fazla ayrima ugradigi
gorilmektedir. En az ayrm ise S 381 kodlu
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ornekte gorilmustdr. S 381 kodlu érnek diger
sUpheli érneklere gére yalnizca sentromerik ekzon
7 ve ekzon 8 delesyonuna sahip olmasi yoniinden
farkli olup SSCP ile sadece 4. motifte kontrolden
ayrilabilmis, diger motiflerde kontrol ile ayni
sayida ve pozisyonda bant vermistir.

TARTISMA

PCR-RFLP ybntemi, %95 hassasiyete ve %99
0zgunlige (yani ekzon 7 delesyonuna sahip olan
birinin SMA hastasl olma olasiliginin %99 olmasi)
sahip oldugu icin kullanilabilirlik ve gtvenirlilik
agisindan tercih edilmektedir.”*"*** SMA hastalarinda
PCR-RFLP yontemi ile yapilan calismalarda genel
delesyon oranlarl %92 ve %94 olup bu oran Turk
SMA hastalarinda %92.1-%93 olarak belirlen-
mistir,"“"**4142 SMA tiplerine gore delesyon oranlari
dikkate alindiginda Wirth ve ark. Tip I, Tip Il ve Tip lll
hastalarinda bu orani sirasi ile %96, %94 ve %86
olarak bulmuslardir.” Erdem ve ark. ise Tirk SMA
hastalarinda bu orani sirasi ile %93.7, %93.3 ve
%75 olarak raporlamistir.*’ Bizim serimizde ise RFLP
yontemi ile hastalik tipine bakilmaksizin saptadigimiz
SMN1 geni homozigot ekzon 7 ve ekzon 8 delesyon
orani %92.4 olarak bulunmus, tiplerine gore ise bu
oran sirasiyla %94.7, %91.6 ve %89.4 olarak
saptanmistir. Bu bulgular genel literatlr verileri ile
Ortlsmektedir.

PCR-RFLP yontemi birlesik heterozigot hastalarin
ve intragenik mutasyonlarin belirlenmesinde
yetersiz kaldigindan daha farkli ydntemlere ihtiyac
duyulmaktadir.** Bu yontemlerden biri olan PCR-
SSCP ile mutasyon iceren DNA moleklu, farkli tek
bir baz bile icerse normal diziden farkl bir bant
olusturmakta ve bu bant nondenatiire jel
elektroforezinde normalden farkli yerlerde
gozlenmektedir. Buda mutasyonun varligina isaret
etmektedir.®““** Ayrica bu yontem ile birlesik
heterozigot hastalar da saptanabilmektedir.”®

Biz RFLP ydntemi ile homozigot delesyon
saptadigimiz bazi olgularda SSCP yontemi ile de

bu sonucumuzu dogruladik. Fakat RFLP y&ntemi
ile supheli olarak niteledigimiz olgular SSCP
yontemi ile ancak bazi kosullarda ayirt
edilebilmistir. Cunkl SSCP analizlerinde ortamin
(jelin) 1sisi, jel yiritme tamponunun konsant-
rasyonu (iyonik glcd), denatlran ajanlarin
(formamid, sodyum hidroksit, {re ya da
metilmerkdrik hidroksit gibi) varligi, jele gliserol
eklenmesi veya eklenmemesi ve DNA ipliginin
molekiler agirig  SSCP'nin  hassasiyetini
etkilemektedir.** Calismamizda ortam 1sisi
sogutma kontrolli elektroforez tanki ile sabit
tutularak denatirasyonla olusan tek iplikli
DNA'nin stabil kalmasi saglanmistir. Renatiirasyon
asamasinda, denatlre DNA ipliklerinin kendi
Uzerlerine katlanmalarini saglamak icin buz
Uzerine alma islemi hizlandirilmistir. Bu islemle her
bir ipligin kendi Gzerine katlanmasi beklenirken
ipliklerinin komplementleri birbirleriyle veya baska
bir ipligin komplementeri ile esleserek homodub-
leksler veya heterodubleksler olusturmalarindan
dolay beklenmedik bantlar ortaya ¢lkmakta buda
yanlis yorumlara neden olabilmektedir.* Jel icine
gliserol eklenmesi bazi calismalarda bantlarin
acilimini artirirken bazi calismalarda azaltmistir.’
Calismamizda jele gliserol eklemenin bantlarin
acihmina pozitif etki yaptigi saptanmistir.

SSCP yontemi karmasik bir ydntem olmamasi ve
cok fazla ara¢ ve gerece ihtiyac duymamasi,
radyoaktif isaretlemenin yani sira ¢ogunlukla
floresan isaretli primerlerin ya da gumus
pboyamanin kullaniimasi gibi oldukca &nemli
avantajlara sahip olmasindan dolayl yontemin
yaygin olarak kullanimini saglamistir.™* Fakat
bunlarin aksine duyarliliginin yani mutasyonlari
tarama 6zelliginin %35-100 arasinda degismesi,
mutasyonun tam yerinin saptanamamasi,
arastinlan DNA fragmentinin buytklaginin
sinirli olmasi, jel sonuglan yorumlanma gicltga,
Isi ve iyon derisimi gibi faktorlerin standardize
edilmesindeki guclukler SSCP ydnteminin
dezavantajini olusturmaktadir.”* Bizim calisma-
mizda da bu kosullarin degiskenliginden dolay
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tekrarlanabilirlilik her seferinde yakalanamamis
olup farkli kosullarda uygulanan elektroforez
streleri  ve voltajlarr  farkli  bant profil
komposizyonlari (motifleri) elde etmemize neden
olmustur. Dezavantajlardan biri olan elektrik ydkd,
olusan G¢ boyutlu DNA ipligi yapisinin kararliligini
etkilemekte olup ylksek voltaj bu yapilan kararsiz
hale getirmektedir.¥ Calismamizda ayrica yuksek
elektrik alani (700 volt) ve disik ydritme
siiresinde elde edilen motifler (Motif 1 ve 2)
kontroller ile homozigot delesyonlu hastalari
%100 ayrilabildigi halde, ayni ayrnim stpheli olan
hastalarda saglanamamistir. Dusuk voltaj ve daha
uzun slre elektroforez yUritmesinde ise (Motif 3,
4 ve 5) yapilan degisiklikler bantlarin farkl
pozisyonda fakat ayni sayida bant profili
vermesine neden olmustur. Bu (¢ motifte de
kontroller ile homozigot delesyonlu hastalar
birbirlerinden %100 ayrilirken stpheli hastalar
tam olarak ayrilamamistir. Bu motiftlerdeki stipheli
ve delesyonlu hastalarda gorllen bantlarin
sayisinin ve pozisyonlarindaki farkliligin calisma
kosullardan ileri geldigi dustndlmektedir. Bunun
yaninda zaman zaman tek iplikli farkli iki
konformasyonel yapinin jelde ayni yere goc¢
ederek bant sayisini ve profilini degistirebildigi de
saptanmistir.® Motif 4 hari¢c diger motiflerde,
sentromerik homozigot ekzon 7 ve 8 delesyonuna
sahip olan hastada (S 381) kontrolden bir farklilik
gozlenmemistir. SUpheli hastalarin kesin olarak
mutasyonlarinin belirlenebilmesi icin DNA dizi
analizinin yapiimasi gerekmektedir.
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