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ABSTRACT 

Mo/ecu/ar 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 /ive births and having a carrier frequency of approximately 1 in 
40-60. SMA is diagnosed with detection of homozygous deletions of 
SMN1 (exon 7 - 8 or exon 7) gene in molecular /eve/. 
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-SSCP method was used either to 
identify for intragenic mutations and especial/y compound heterozygotes 
or to confirm some SMA patients homozygous deletions detected by 
RFLP. 

Conclusion: in this study, 92.4% (49153) of SMA patients including al/ 
types were found homozygous for exon 7 and 8 deletions with RFLP 
method. The rate of homozygous deletions determined was 94. 7% 
(18/19) in type I patients, 91. 6% (11 /12) in type il and 89.4% (17119) in 
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type 111. 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. 

ÖZET 
Bilimsel zemin: Spinal müsküler atrofi (SMA), 6.000-10.000 canlı 

doğumda bir görülen, 1/40-60 oranında taş ıyıcı frekans ı na sahip, 

omuriliğin ön boynuz hücrelerinde dejenerasyona neden olan otozomal 
resesif ka lı t ılan bi r hasta l ıktır. SMA moleküler düzeyde, SMN1 geninin 

exon 7 ve 8 veya yalnızca exon 7 homozigot delesyonunun saptanması 
ile teşh is edi lir. 

Amaç: SMA tanısı alan veya SMA olası l ığı taş ıyan 108 k i şide (53 hasta 
ve 55 olas ı hasta) SMN geni ekzon 7 ve 8' in moleküler analizi 
amaçlanmışt ı r. 

Yöntem: PCR-RFLP yöntemi homozigot ekzon 7 ve 8 delesyonları nı 

beli rlemek için kul lanı lmıştı r. PCR -SSCP methodu, hem diğer intragenik 
mutasyonlar ve özel likle bir leşik (compound) heterozigotları hem de 

RFLP yöntemi ile homozigot delesyon saptanan bazı SMA hasta larının 

sonuçlarını konfirme etmek için ku l lanı l mıştır. 

Anahtar kelimeler: RFLP, SMA, SMN geni, SSCP 
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Sonuçlar: RFLP yöntemi ile t üm SMA hastalar ı nın (tiplerine 

bakı l maksızın) %92.4 (49/53)'ünde SMN1 geni homozigot ekzon 7 ve 
8 delesyonu tespit edilmiştir. Tipleri dikkate al ı ndığında ise Tip 1 

hastaların ı n %94,7 (18/19), Tip 2 hastalar ı nın %91.6 (1 1/12), Tip 3 

hastalarının %89.4 (17/1 9)'ünde homozigot delesyon bu l unmuştur. 

PCR-RFLP yöntemi ile ekzon 7 ve 8'de homozigot delesyonunun 

olmadığı belirlenen fakat klinik olarak SMA hastası olan 4 olguda ise 
SSCP yöntemi kul lan ı lm ış ve sonuçlar değerlend i ri ld i ğ i nde ise bir leş i k 

heterozigot veya intragenik mutasyonlu hasta olabileceğ i sonucuna 

varılmışt ı r . 

GİRİŞ 

Spinal müsküler atrofi (SMA), henüz tedavisi olmayan 
bir grup hastalığa verilen addı r. 1 Bu hastalığın tüm 
tiplerinde omuriliğin ön boynuz hücrelerinde 
dejenerasyon meydana gelir.2·3 Hastalığ ı n genel 
populasyonda görülme sıklığı 1/6000-10000, taşıyıcı 
insidansı ise 1/40-60'tır.4·5·5·1·8·9· 10· 1 1 Uluslararası SMA 
Konsorsiyomunun, hastalığın başlama yaşı, klinik 
bulgular, kas biyopsisi ve elektrofizyolojik kriterlere 
dayanan hastalık şiddetine göre yaptığı 

sınıflandırmaya göre çocukluk çağında ortaya çıkan 
SMA'lar; Tip I SMA (Akut form / infantil form / 
Werdnig-Hoffmann), Tip il SMA (Ara form / interme­
diate form), Tip 111 SMA (Hafif form / Kugelberg­
Welander) olarak, yetişkin çağda görülen tipi de Tip iV 
SMA olarak sınıflandırılmıştır. 1 2· 13

•
14 

SMA Tip 1-111 %98 oranında otozomal resesif olarak 
ka lıtılırken, Tip IV'de bu oran % 70 olup %2-%30 gibi 
bir oranda ise farklı genlerin etkisiyle ortaya çıkan 
otozomal dominant veya X'e bağl ı resesif kalıtım 

görülmektedir.15·16 

Genetik bağlantı çal ışmaları ile gerek çocukluk çağı ve 
gerekse yetişkin yaşta görülen SMA tiplerine neden 
olan gen bölgelerinin kromozom 5q13 bölgesinde 
yer aldığı gösterilmiştir.9' 1 7 Hastalıktan sorumlu olan 
bölgede, survival motor nöron (SMN), nöral apoptozis 
inhibitör protein (NAiP), p44 ve fonksiyonu henüz 
bilinmeyen fakat SMA ile i lişkili olduğu düşünülen 

H4F5 (SMA modifiye edici) geni bulunmaktadı r. 1 8• 1 9•20 

Hastaların %94'ünde SMN geninde delesyon 
görülmesi, hastalıktan sorumlu olan asıl genin SMN 
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olduğunu göstermiştir. 19 SMN geni 20 kb'lık 9 
ekzondan oluşmakta ve 294 amino asitlik 38 kDa'luk 
bir proteini kodlamaktadır . 2· 2 1 ·22 ·23·24 SMN geninin 
telomer ve sentromer yakınlıklarına göre adlandırı lan 

telomerik (SMN1 veya SMNt; OMİM 600354) ve 
sentromerik (SMN2 veya SMNc, cBCD54; OMİM 
601627) kopyaları bulunmaktadır.20·25 Birbirlerine 
yüksek derecede (%99) homoloji gösteren bu 
kopyalar arasında beş nükleotidlik fark bulun­
maktad ı r.19·23·25·21·28·29 intronlar arasında üç nükleotidlik 

fark bulunurken, ekzonlar arasında sadece iki 
nükleotidlik fark bulunmaktadır. Bu farklı lıklardan bir 
tanesi intron 6'da, iki tanesi de intron 7'dedir. Ekzon 
7' de mRNA' da kodon 280' de C ➔ T (TTC ➔ m) sessiz 
transisyonu görülürken ekzon 8'in 3' translasyona 
uğramayan bölgesinde nükleotid 11 SS'te (G➔A) 

nükleotid farklıl ığı görülür.14·19·25·30 

SMN 1 ve SMN2 genelde aynı proteini kod lamasına 

rağmen SMN1 'de görülen mutasyonlar SMA ile 
doğrudan i l işki l idir. SMN1 'in d ve b olmak üzere 2 
tip transkript varyantı vardır. Bunlardan, d izoformu 
tam uzunluktadır ve 294 amino asitlik aktif proteini 
kodlamaktadır. izoform b ise 262 amino asitlik aktif 
olmayan proteini kodlamaktadır. SMN2'nin ise a 
[ekzon 7 eksik (lso7-SMN)], b [ekzon 5 eksik (lso5-
SMN)], c [ekzon 5 ve 7 eksik (lso57-SMN)] ve d (tam 
uzunlukta) olmak üzere 4 t ip transkript varyantı 

vardır. SMN2'nin bu varyantlarından yaln ızca 

izoform d tarafından tam uzunlukta aktif protein 
kodlanmaktadır. 24·29 SMN2 tarafından kodlanan 
ürünlerden %60' ı nda ekzon 7 bulunmazken 
%40' ında bu l unmaktadır ve oluşturulan ürün aktif 
formdadır.31 Bundan dolayı SMA fenotipi üzerine 
SMN2 geninin etkisi vardır.24 SMN2 geninin 
homozigot delesyonunun olduğu durumlara da 
rastlanm ış olmasına rağmen bu durum SMA ile ilgi li 
klinik bir sonuç doğurmamaktadır. 3 1 ·32 

SMN 1 exon 7 ve 8 veya yalnızca exon 7'nin 
homozigot delesyon oranı SMA hastalarının %94'ü 
olmakla birlikte SMA tiplerine göre de farkl ıl ı k 

gösterir.14·19·33 Nadir durumlarda SMN1 geninde 
görülen bir takım intragenik mutasyonlar da bu 
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hastalığa sebep olmaktadır. Şimdiye kadar 23 farkl ı 

tip mutasyon tanımlanmıştır. 19 Bu mutasyonlar; 
zincir sonlandırıcı mutasyonlar (nonsense), çerçeve 
kayması mutasyonları (frameshift), yanlış anlamlı 

mutasyonlar (missense), delesyonlar, inversiyonlar ve 
kesim bölgesi mutasyonları (splice site mutations) 
şeklindedir. 19·23·28 

Ayrıca SMA fenotipi göstermeyen fakat homozigot 
ekzon 7 ve 8 delesyonuna sahip bazı bireyler tespit 
edilmiştir.6· 19·2 1 Bu bireylerde homozigot ekzon 7 ve 8 
yokluğunu telafi eden bazı genetiksel ve çevresel 
faktörlerin olabileceği düşünülmektedir.6 

SMN1 geninin homozigot delesyonu veya SMN1 
geninin SMN2 genine dönüşmesi (gen değişimi) 

dışında sadece bir kromozomdaki delesyon bağlı 

olarak da hastalığın ortaya çıktığı belirlenmiştir. 19·3 1 

Birleşik heterozigotluk olarak tanım lanan bu 
durumda delesyon görülmeyen diğer kromozom 
üzerinde intragenik nokta mutasyonları saptan­
mıştır.9·11 · 19· 31 SMA Tip I hastalarının büyük çoğunluğu 

homozigot SMN 1 delesyonuna sahipken Tip il ve Tip 
111 hastalarında daha çok gen değişimi ile sayısı 3-4 
arasında değişen SMN2 kopyasına sahiptir. Bu 
yüzden bu tip hastalarda SMN2 sayısı arttıkça 

hastalığın şiddeti de azalmaktadır.4·9· 14· 19· 22·23· 27·31 

Restriksiyon parça uzunluk polimorfizmi (Restriction 
Length Fragment Polimorphism-RLFP) analizlerinde, 
ekzonlardaki nükleotid fa rklılıklarından faydalanılır. 

SMN geni 7. ekzon analizinde Dral ve 8. ekzon 
analizinde Ddel restriksiyon endonükleaz enzimleri 
kullanılır. 34 Sentromerik kopyada kesim yapan bu 
enzimler, nükleotid farklıl ığından dolayı telomerik 
kopyayı kesemezler, bu sayede telomerik 
/sentromerik kopyalar birbiririnden ayrılı r ve 
telomerik kopyadaki delesyonlar görülebilir.26·31·35 

Dra 1 (Aha 111) enzimi 188 bç uzunluğundaki DNA'yı 
m / AAA nükleotid bölgesinden 149 ve 39 bç 
uzunluğundaki 2 parçaya böler. Ddel enzimi ise 187 
bç uzunluğundaki DNA'yı 5' C /TNAG 3' bölgelerin­
den 123 ve 64 bç uzunluğundaki parçalara böler7·36 

(Şekil 1 ). 
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Ekzon 7 Ekzon 8 

1 2 3 4 5 
) Telomerik SMN = > Sentromerik SMN 

Şekil 1. SMN geni ekzon 7 ve 8'in restriksiyon enzimleri kesimi sonucu 
oluşan band profilleri. Oral ve Ddel enzimleri sentromerik kopyada kesim 
yapmakta ve bu şek ilde telomerik ve sentromerik kopya birbirinden 
ayrılmaktad ır. 1. PCR ürünü 2. Ekzon 7 delesyonu taşımayan birey 3. Ekzon 
7 delesyonu taşıyan birey 4. Ekzon 8 delesyonu taşımayan birey 
5. Ekzon 8 delesyonu taşıyan birey.'' 

Çalışmada SMA hastalarında SMN geni ekzon 7 ve 
8'in moleküler analizi amaçlanmıştır. 

MATERYAL ve METOD 

Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi Nöroloji Anabilim 
Dal ı ve Pediatrik Nöroloji Bilim Dalı kliniğine 

başvurarak SMA tanısı alan veya SMA şüphesi olan 
108 kişi çalışma hakkında bilgilendiri lip ol uru al ınarak 

çalışmaya dahil ed i lmiştir. 

DNA izolasyonu ve PCR 
Periferik kandan Miller ve ark.'nın geliştirdiği salting 
out (tuzla çöktürme) yöntemi kullanılarak DNA izole 
edilmiştir .37 SMN (Survival Motor Neuron) geninin 
Ekzon 7 ve Ekzon 8 bölgelerini çoğa ltmak için 
Lefebvre S, van der Steege G ve ark.'nın çalışmalarında 
kullandıkları primerler (Ekzon 7 için X7-Dra 1: 5' 
CCTTCCTTCTmTGATmGm 3' R111: 5' 
AGACTATCAACTTAAIDCTGATCA3'; Ekzon 8 için 
541C960: 5' GTAATAACCAAA-TGCAATGTGAA 3' 
541(1120: 5' CTACAACACC-CTTCTCAC 3') 
seçilerek PCR yöntemi ile çoğaltılmıştı r.38'39 

SMN geni Ekzon 7 ve Ekzon 8'in optimal 
amplifikasyonlarının gerçekleştiği PCR reaksiyonu 
toplam hacmi 50 µI olacak şeki lde; 1X PCR tamponu, 
1.5 mM MgCl2, 200 lM dNTP, 0.05U/]I Taq Polimeraz 
enzimi, 20 pmol Primer 1 ve Primer 2, 500 ng geno­
mik DNA (1/1 O sulandırılmış), 36,6 µI 
bidistile su final konsantrasyon larında hazı rlanmıştır. 

Amplifikasyon koşu lları; 95.0 °c, 5 dk. ön denatü­
rasyon, 94.0 °c, 45 sn. denatürasyon, 57.0 °c, 30 sn. 
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yapışma (annealing), 72.0 °c, 30 sn. sentez, her 

seferinde denatürasyon döngüsüne giderek toplam 
30 döngü, 72.0 °C, 5 dk. final uzama periyodundan 
sonra 22.0 °C'de uzun süre olacak şekilde 

ayarlanmıştır. 

RFLP (Restriction Fragment lenght 

Polymorphism) Analizi 
Agaroz jel elektroforeziyle amplifikasyon kontrolü 
yapılan DNA örnekleri, van der Steege ve ark.'nın 

yöntemine göre restriksiyon endonükleaz 
enzimleri ile (her birinden 1 0U) toplam hacmi 25 

µI olacak şekilde 37 °C'de bir gece boyunca kesim 
reaksiyonuna alınmıştı r. 39 Kullanılan restriksiyon 
enzimlerinin aktivite kontrolü için, hazırlanan her 

reaksiyon karışımı ile bir normal bir de mutant 
örnek kesimi yapılmışt ı r . Reaksiyon ürün leri, 

%8'Iik poliakrilamid jele [%40 (29: 1 )] akrilamid 

/bisakrilamid stok solüsyonu, 1 O X TBE tamponu, 
%25 APS (Amonyum persülfat), TEMED ve 

bidistile su ile hazırlandı] yüklenerek 1 00V ve 70 
mAmp akımda 1 saat 25 dakika süreyle elektro­
foreze tabi tutulmuştur . EtBr ile boyanıp Uvidoc jel 

görüntüleme cihazı ile görüntülenerek değerlen­

dirilmiştir . 

SSCP (Single Stranded Conformational 

Polimorphism) Analizi 
Tek zincirde konformasyon polimorfizmi (Single 
Stranded Conformational Polimorphism-SSCP), 

tek zincir DNA'nın molekül içi etkileşimi sonucu 

her zincirin farkl ı formda katlanıp kıvrılması ile 
değişik konformasyon ların ol uşması ve poliakrila­

mid jel elektroforezinde fark lı hızda hareket etme­
si üzerine kurulmuş bir yöntemdir. 

SSCP yapmadan önce çalışılacak örneklerin ekzon 
7 PCR'ları yapıl ıp non spesifik bantları içeren 

örnekleri dışlamak için %8'Iik poliakrilamid jel 

elektroforezi ile spesifikliği kontrol edilmişt i r. 

Denatürasyon solüsyonundan (%95 Formamid, 

1 00mM NaOH, %0.25 Bromfenol mavisi) 4,5 µI 
a lı n ıp 3 µI PCR ürünü ile karıştırı larak Thermal 
Cycler cihazında 95 °C'de 7 dakika denatüre 
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edilmiş ve denat ürasyon i şlemi sona ererken 
örnekler hızla buz üzerine al ınmıştır. Buz kabı 

-20 °C'de 1 O dakika bekletilmiş, jelin 1. kuyusuna 

marker DNA (3 µI), diğer kuyulara örnekler 7 µI 
olarak yüklenerek jeller, Bassam ve ark. nı n 

uyguladığı protokole göre gümüş boya ile 

boyanmıştır. 40 

Yapı lan ön denemelerde 700 volt (kısa sürel i 
yürütme) ve 11 O volt (uzun süreli yürütme) en 
uygun ak ım gücü ve süresi olarak belirlenmişti r . 

Sonuçların analizinde farklı uygulama koşul ların ı n 

önemi yorumlanmaya çalışılmıştır. 

BULGULAR 

RFLP Bulguları 
Uluslararası SMA konsorsiyum kriterleri dikkate 

alınarak hasta l ık tipine göre sınıflandırı lan 108 

olgudan 53 (%49)'üne klinik olarak SMA tan ı s ı 

konulmuştur. Elde edilen sonuçlar oluru alınan 

100 sağl ı klı kont rol grubu ile karşılaştırılmıştır 

(Şek il 1-2). RFLP yöntemi ile 53 hastan ın 49 

(49/53=%92.4)'unda homozigot ekzon 7 ve 8 

kayıpları bulunmuştu r (Tablo 1 ). 

ikisi Tip 111, diğerleri ise Tip I ve Tip il olan toplam 
dört hastada (4/53) ise SMN 1 geninde homozigot 
ekzon 7 ve 8 delesyonu bulunamamıştır . 

,,, _ ,., _ 
200 -
174 -
1~9 -

123 -

64 -

= Telomerik E7 ve E8 
188 bç 187 bç 

\ Sentromerik E8 
j (Ddel kesimi) 

Şekil 2. SMN geni ekzon 7 (188 bç) ve ekzon 8'in (187 bç) PCR-RLFP 
poliakrilamid jel (%8) elektroforez görüntüleri M: Markı r (pUC 18 Hae 111 

kesimi ) 1: PCR ürünü, 2 ve 4: kontrol ekzon 7 (Ora I kesimi) (149 bç ve 39 
bç: 39 bç uzunluğundak i parçalar küçük olduğu için jelde görülmez ), 3 ve 

5: kontrol ekzon 8 (Odel kesimi) (123 bç ve 64 bç: 64 bç uzun luğundaki 

DNA parçala rı jele fazla diffüze olduğundan baskıda iyi çıkmamıştır), 6 ve 

8: ekzon 7 kayb ı olan hastalar 7 ve 9: ekzon 8 kaybı olan hastalar. 
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Tablo 1. Tiplerine göre SMA hastalarında SMN1 E7 ve E8 homozigot delesyon oranları 

SMA tipi n=53 Hom. E7 ve ES del. Hom. E7 ve ES del. hasta Hom. E7 ve ES del. olan hasta Tiplerine göre hom. 
hasta sayısı n=49 sayısının, toplam del. sayısının, toplam SMA E7 ve ES del. olanların 

hastalara oranı (%) hastalarına oranı (%) oranı(%) 

TİP 1 19 18 %36.7 (18/49) %33.9 (18/53) %94.7 (18/19) 
TİP 2 12 11 %22.4 (11/49) %20. 7 (1 1/53) %91.6 (11/12) 
TİP 3 19 17 %34.6 (17/49) %32 (17/53) %89.4(17/19) 
Tiplendirilme 3 3 %6.1 (3/49) 
yapılamayan 

Hom.: Homozigot E: Ekzon Del.: Delesyon 

Hastaların birinde ise ailenin isteği üzerine 
prenatal tanı yapılmışt ı r (Şekil 3). Fetüste (F) 
homozigot ekzon 7 ve ekzon 8 kaybının olduğu 
tespit edilmiştir. Ayrıca bu ailenin 5 yaşındaki Tip 
3 SMA'lı kız çocuğunda (Ç 1) homozigot ekzon 7 
ve 8 delesyonu tespit edilirken ebeveynlerin 
homozigot delesyona sahip ol madıkları 

belirlenmiştir. SMA'nın otozomal resesif kalıtıldığı 
dikkate alınacak olursa her iki çocukta da 
mutasyonlar spontan değilse ebeveynlerin zorunlu 
taşıyıcı olacakları düşünülmüştür. 

B A 

? 

Ç1 F 

%5.6 (3/53) 

allelde de nokta mutasyonu taşıyan hastalar 

olabileceği düşünülerek bunlar, moleküler açıdan 
şüphel i hasta (Ş) grubu başl ığı altında Ş 109 (Tip 3 
SMA), Ş 140 (Tip 2 SMA), Ş 218 (Tip 1 SMA), 

Ş 394 (Tip 3 SMA) olarak kodlanmıştır. Ayrıca 

SMA hastası olmayan fakat yalnızca sentromerik 
ekzon 7 ve ekzon 8 homozigot delesyonuna sahip 

bir olgu da (Ş 381 kod lu) bu gruba dahil edil miştir. 

Kontrol grubu olarak alınan 100 sağlıklı kişiden 

26'sı ve 12 homozigot delesyonlu hasta SSCP 

- Sentromerik E7 (Dra I kesimi) 

Şekil 3. Prenatal tanısı yapılan fetüsün ve ailesinin pedigrisi ve PCR-RLFP poliakrilamid jel (%8) elektroforez görüntüleri. F ve Ç 1 homozigot ekzon 7 ve 8 
delesyona sahipken anne ve babada homozigot delesyon bulunmamıştır. Hasta lık otozomal resesif kalıtıldığı için ebeveynler muhtemelen zorunlu taşıyıcıdır. 

B: Baba Ç1: Hasta çocuk F: Fetüs A: Anne 

SSCP Bulguları 
RFLP yöntemi, birleşik heterozigot hastaların 

belirlenmesinde yetersiz kaldığı için hem birleşik 

heterozigot hastaları belirlemek hem de RFLP 
yöntemi ile saptanan homozigot delesyonlu 

SMA hastalarını doğru lamak için SSCP yöntemi 
uygulanmıştır. 

RFLP yöntemi ile homozigot ekzon 7 ve ekzon 8 
delesyonu tespit edilemeyen dört hastanın, 

muhtemelen birleşik heterozigot veya her iki 
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yöntemi ile ça l ışılmıştır. Yöntemin standardi­
zasyonunu yapmak için uygulanan beş farklı 

elektroforez koşulunda beş çeşit DNA bant motifi 
saptanmıştır (Tablo 2). 

357 



Tablo 2. Kontrol olarak 26 sağlıklı, 12 homozigot delesyonlu hasta ve nokta mutasyonlu b i leşik heterozigot SMA şüphes i ile araştı rılan 5 hastanın 

SSCP yöntemi ile saptanan DNA bandı motifleri 

MOTİF 

(Bantların sayı ve konumu itibari ile 

oluşturduğu özgün kompozisyonları) 

ve ELEKTROFOREZ KOŞULLAR! 

1. MOTİF 
(iki kez tekra rlandı ) 

700 voltta 2 s 40 dk. yürütü ldü. 

2. MOTİF 

700 voltta 2 s. 30 dk. yürütüldü. 

3. MOTİF 

90 voltta 1 5 s. ve 1 50 voltta 3 s. 
yürütüldü 

4. MOTİF 
(Şek i l 4) 

1 1 O voltta 17 s 24 dk. yürütüldü. 

5. MOTİF 
(İki kez tekrarlandı) 

110 voltta 16 s 22 dk. yürütüldü. 

SAĞLIKLI HASTA 
KONTROLU 

(Örnek say ısı)* 

(2) (1) 
- --
- -
-- -
(3) (1) 
- -
- --- -
(1 ) 
-----
(4) -----

(17) -----

HOMOZİGOT DELESYONLU 

HASTA KONTROLU 
(Örnek sayısı)* 

(2) 
--

-
(2) 
-

-
(1) (1) 
- -- --- -

(1) -
---

(8) - -
- -- -

ŞÜPHELİ 
HASTA 

(Örnek kodu) 

(Ş1 09, Ş 1 40, Ş218,Ş381 , Ş394) 
--
-
--

(Ş1 40) (Ş 109, Ş2 18 , Ş381,Ş394) 
- --
- -
- -- -
(Ş381) (Ş218) (Ş394) (Ş 1 09, 140) - - - -- - -- - -- - - -- -
(Ş109, Ş 1 40, Ş38 1 , Ş394), (Ş218) 

- -
- -- -

(Ş218, Ş381, Ş394) (Ş140, 109) (Ş109) 
- - -- - -- -- -- - -

* Sağlıklı hasta kontrolü ve homozigot delesyonlu hasta kontrollerinin her bir motifteki çalışılan örnek sayısı. 

Ki Ki Ki Ki Kft Kft 

------------
Şekil 4. 4. motifi gösteren SSCP bant profilleri. Kontrol 7,8,9, 1 O'da 5 bant görülmekteyken, hasta 428'de 4 bant görülmektedir. Şüpheli hastalardan Ş109, 140, 381 
ve 394'te 4 bant, Ş21 8'de 3 bant görülmektedir. Ş394'ün ikinci kuyusunun bulunduğu alan yı rtıld ığı için jelin alt tarafı görülemiyor. 
Not: Tekniğin özel li ğinden dolayı SSCP jellerindeki DNA bant görüntüleri RFLP bantlarına göre zayıf ka ldığ ından ve jellerde görülebilen bazı bantların da baskılarda net 
çıkmamasından ötürü, şeklin üst bölümünde jelin orijinal görünümü verilm iş, alt bölümünde ise kopyası üzerinde bantların bilinen yerleri elle işaretlenmiştir. 

Elde edilen motiflerde şüpheli hastalar 1. mot if 
hariç diğer motiflerde en az bir kere kont rollere 

göre farklı bant lar vermiştir. Mot if 3 ve 5'te ise 
şüph eli örneklerin bazıla rı birbi rleriyle aynı sayıda 

fa kat fa rklı pozisyonda bant oluşturm uştu r. 

Elektroforezde 11 O voltta 17 saat 24 dakikal ı k 

yürütme ile elde edilen 4. motif, şüphel i hasta l arı 
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homozigot delesyonlu hasta kont rolleri ve sağl ık l ı 

kontrolü birbirinden % 100 ayı ran , ay ı rım gücü en 

yüksek motif o lmuştur (Şekil 4). Tüm örneklerin 
ayr ı ayr ı koşullarda oluşturduklar ı bantla rı n 

kontrollerden toplam fark ı i nce le ndiğinde bir 

hasta nı n (Ş 140 kod lu) en fazla ayrıma uğ radığ ı 

görülmektedir. En az ayrım ise Ş 381 kod lu 
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örnekte görülmüştü r . Ş 381 kodlu örnek diğer 
şüpheli örneklere göre yalnızca sentromerik ekzon 
7 ve ekzon 8 delesyonuna sahip olması yönünden 
farklı olup SSCP ile sadece 4. motifte kontrolden 
ayrılabilmiş, diğer motiflerde kontrol ile aynı 

sayıda ve pozisyonda bant vermiştir. 

TARTIŞMA 

PCR-RFLP yöntemi, %95 hassasiyete ve %99 
özgünlüğe (yani ekzon 7 delesyonuna sahip olan 
birinin SMA hastası olma olas ı lığının %99 ol ması) 

sahip olduğu için kullanılabilirlik ve güvenirlilik 
açısından tercih edilmektedir.5

·
9·14·34 SMA hastalarında 

PCR-RFLP yöntemi ile yapı lan çalışmalarda genel 
delesyon oranları %92 ve %94 olup bu oran Türk 
SMA hastala rı nda %92.1-%93 olarak belirlen­
miştir. 14· 19·33.41.42 SMA tiplerine göre delesyon oranları 

dikkate alındığında Wirth ve ark. Tip 1, Tip il ve Tip 111 

hastalarında bu oranı sırası ile %96, %94 ve %86 
olarak bulmuşlardır. 19 Erdem ve ark. ise Türk SMA 
hastalarında bu oranı sırası ile %93.7, %93.3 ve 
% 75 olarak raporlamıştır.41 Bizim serimizde ise RFLP 
yöntemi ile hastalık tipine bakılmaksızın saptadığımız 
SMN1 geni homozigot ekzon 7 ve ekzon 8 delesyon 
oranı %92.4 olarak bu lunmuş, tiplerine göre ise bu 
oran sırasıyla %94.7, %91.6 ve %89.4 olarak 
saptanmıştır. Bu bulgular genel literatür verileri ile 
örtüşmektedir. 

PCR-RFLP yöntemi bir leşik heterozigot hastaların 

ve intragenik mutasyonların bel irlenmesinde 

yetersiz kaldığından daha farklı yöntemlere ihtiyaç 

duyulmaktadır.34 Bu yöntemlerden biri olan PCR­

SSCP ile mutasyon içeren DNA molekülü, farklı tek 

bir baz bile içerse normal diziden farklı bir bant 

oluşturmakta ve bu bant nondenatüre jel 

elektroforezinde normalden farklı yerlerde 

gözlenmektedir. Buda mutasyonun varlığına işaret 
etmektedir.43.44.45.45 Ayrıca bu yöntem ile birleşi k 

heterozigot hastalar da saptanabilmektedir.26 

Biz RFLP yöntemi ile homozigot delesyon 
saptadığımız bazı olgularda SSCP yöntemi ile de 
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bu sonucumuzu doğruladık. Fakat RFLP yöntemi 
ile şüpheli olarak nitelediğ i miz olgular SSCP 
yöntemi ile ancak baz ı koşullarda ayırt 

edilebilmiştir. Çünkü SSCP analizlerinde ortamın 
Qelin) ısısı, jel yürütme tamponunun konsant­
rasyonu (iyonik gücü), denatüran ajan l arın 

(formamid, sodyum hidroksit, üre ya da 
metilmerkürik hidroksit gibi) varl ı ğı, jele gliserol 
eklenmesi veya eklenmemesi ve DNA ipliğini n 

moleküler ağırl ı ğı SSCP'nin hassasiyetini 
etkilemektedir.47

,4
8 Çalışmamızda ortam ı sıs ı 

soğutma kontrollü elektroforez tank ı ile sabit 
tutularak denatürasyonla olu şan tek iplikli 
DNA'nın stabil kalması sağlanmıştı r. Renatürasyon 
aşamasında, denatüre DNA ipl ikleri nin kendi 
üzerlerine katlanmaların ı sağlamak için buz 
üzerine alma işlemi hızlandırılmıştır. Bu iş lemle her 
bir ipliğin kendi üzerine katlanması beklenirken 
ipliklerinin komplement leri birbirleriyle veya başka 
bir ipliğin komplementeri ile eşleşerek homodub­
leksler veya heterodubleksler o l uştu rmalarından 

dolayı beklenmedik bantlar ortaya çıkmakta buda 
yanlış yorumlara neden olabilmektedir.45 Jel içine 
gliserol eklenmesi bazı çalışmalarda bantların 

açılımını artı rırken baz ı çal ışma larda aza ltmıştır.47 

Çalışmamızda jele gliserol eklemenin bantların 

açılımına pozitif etki yaptı ğ ı saptanmıştır. 

SSCP yöntemi karmaşık bir yöntem olmaması ve 
çok fazla araç ve gerece ihtiyaç duymaması, 
radyoaktif işaretl emenin yanı s ı ra çoğunlukla 

floresan işaretli primerlerin ya da gümüş 

boyamanın kullanı l ması gibi oldukça önemli 
avantajlara sahip olmasından dolayı yöntemin 
yaygın olarak kullanımını sağlamışt ı r. 45,49 Fakat 
bunların aksine duyarlılığının yani mutasyonları 
tarama özelliğinin %35-100 arasında değişmesi, 
mutasyonun tam yerinin saptanamaması, 

araştırılan DNA fragmentin in büyüklüğünün 

sınırlı olması, jel sonuçları yorumlanma güçlüğü, 
ısı ve iyon deri şimi gibi faktörlerin standardize 
edilmesindeki güçlükler SSC P yönteminin 
dezavantajını oluşturmaktadır.47,48 Bizim ça l ışma­

mızda da bu koşulların değişken l iğinden do l ayı 
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tekrarlanabilirlilik her seferinde yakalanamamış 

olup farklı koşu llarda uygulanan elektroforez 
süreleri ve voltajları farklı bant profil 

komposizyonları (motifleri) elde etmemize neden 
olmuştur. Dezavantajlardan biri olan elektrik yükü, 
oluşan üç boyutlu ONA ipliği yapısının kararlı lığ ı nı 

etkilemekte olup yüksek voltaj bu yapı l arı kararsız 

hale getirmektedir.47 Ça lışmamızda ayrıca yüksek 
elektrik alanı (700 volt) ve düşük yürütme 

süresinde elde edilen motifler (Motif 1 ve 2) 
kontroller ile homozigot delesyonlu hastaları 

% 100 ayrılabildiği halde, aynı ayrım şüpheli olan 
hastalarda sağlanamamıştır. Düşük voltaj ve daha 
uzun süre elektroforez yürütmesinde ise (Motif 3, 

4 ve 5) yapılan değişiklik ler bantların farklı 

pozisyonda fakat aynı sayıda bant profili 

vermesine neden olmuştur. Bu üç motifte de 

kontroller ile homozigot delesyonlu hastalar 
birbirlerinden % 100 ayrılırken şüpheli hastalar 
tam olarak ayrı lamamıştır. Bu motiftlerdeki şüphel i 

ve delesyonlu hastalarda görülen bantların 

sayıs ı nın ve pozisyonlarındaki fark l ılığın çalışma 

koşu llardan ileri geldiği düşünülmektedir. Bunun 

yanında zaman zaman tek iplikli farklı iki 

konformasyonel yapının jelde aynı yere göç 
ederek bant sayısını ve profilini değiştirebildiği de 

saptanm ıştır.45 Motif 4 hariç diğer motiflerde, 
sentromerik homozigot ekzon 7 ve 8 delesyonuna 

sahip olan hastada (Ş 381) kontrolden bir farkl ılık 

gözlenmemiştir. Şüpheli hasta ların kesin olarak 
mutasyonlarının belirlenebilmesi için ONA dizi 

analizinin yapılması gerekmektedir. 
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