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COMU TIBBi GENETIK TANI MERKEZI’NDE SPINAL MUSKULER ATROFi
ON TANISI VEYA TASIYICILIGI ACISINDAN GENOTIPLENDIRILEN
OLGULARIN SMN1/SMN2 GENLERININ KOPYA SAYILARININ
RETROSPEKTIF ANALizi

OZET

GIiRIS ve AMAG: Spinal miskiler atrofi (SMA), spinal kord én boynuz
hdcrelerinin progresif dejenerasyon ve geri donusimsuz kaybi sonucu iskelet
kasi zayifigi ve atrofisi ile karakterize bir hastaliktir. Genel populasyonda
SMA’nin prevalansi 1/10000 iken tasiyicihk orani 1/40-1/60 ‘tir. SMA’nin
etiyolojisinde SMN1 geninde meydana gelen biallelik delesyonlar énemli yer
alir. SMN2 geni kopya sayisi ise hastaligin prognozunda Onemlidir.
Calismamizda SMA 6n tanisiyla basvuran hastalarda ve saglikli kontrollerde
hem SMN1 hem SMN2 kopya sayilarinin retrospektif analiz edilmesi
planlanmigtir.

YONTEM: Calismamiza, 15 Nisan 2019 tarihine kadar Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Genetik poliklinigine “Spinal Muskiiler Atrofi dn

tanisi veya tasiyiciigi” tanisiyla basvurup SMN1 ve SMN2 gen kopya sayilari
MLPA analizi ile degerlendiriimig olan olgular ile saglikli kontroller alinmistir.
Calismaya dahil edilen 214 olgunun sosyodemografik, klinik ve laboratuvar
bulgulari retrospektif olarak incelenmis ve bu olgularin MLPA ham verileri
guncel Coffalyser programi ile yeniden analiz edilmistir.

BULGULAR: Iki yiiz on dort olgunun SMN1 7. ve 8. ekzon kopya sayilari
degerlendirildiginde; olgularin 188’inde (%87,8) iki kopya saptanirken, 18’inde
(%8,4) bir kopya (heterozigot delesyon), dort olguda (%1,9) 3 kopya ve dort
(%1,9) hastada sifir kopya (homozigot delesyon) saptanmis olup bu hastalar
SMA tanisi almistir. Endikasyona gore izole hipotoni klinigi ile basvuran
hastalarin %22,2’sinde  SMN1 geninde homozigot delesyon saptanmigtir.
Saglikli kontrol olarak degerlendirilen 144 olgu i¢inde alti (%4,2) olguda SMN1
geninde heterozigot delesyon saptanmig olup, bu olgular tasiyici olarak

degerlendirilmigtir. Olgularin endikasyonuna bakilmaksizin SMN2 7. ve 8. ekzon



kopya sayilari degerlendirildiginde 135’inde (%63,1) iki kopya; 61’'inde (%28,5)
bir kopya (heterozigot delesyon), dokuzunda (%4,2) sifir kopya (homozigot
delesyon), sekizinde (%3,7) 3 kopya, bir (%0,5) olguda ise 4 kopya
saptanmistir. SMA Tip | tanisi alan G¢ hastanin SMN2 kopya sayisi iki olarak
saptanirken, SMA Tip Il tanisi alan bir hastada SMN2 geni kopya sayisi dort
olarak tespit edilmigtir. SMA MLPA, arrayCGH, NGS panelleri ve WES birarada
kullanildiinda izole hipotoni klinidi ile gelen hastalarin %61,1’i tani alirken, ek

bulgulari olan hastalarin %26,5’i tan1 almigtir

SONUGC VE TARTISMA: Calismamiza alinan saglkh olgular iginde SMA
tasiyiciligi %4,2 olarak saptanmis olup bu oran literatirden oldukga yuksektir.
Tasiyicillik saptanan 6 bireyin 5'i Canakkale’li olup, kuglUk bir populasyon
icinden evlilikler ve akraba evliliginin nadir olmasi nedeniyle tasiyicilik sikhgi
artmig olabilir; bu durumun netlestiriimesi igin daha buyuk Olgekli ¢calismalara
ihtiyagc vardir. SMA tanisi alan 4 hastanin SMN2 kopya sayilari ise iki ve
uzerinde saptanmis olup bu durum hastaligin prognozu ve tedavi
planlanmasinda  6nemlidir. Calismamizda  SMA  tasiyicihgi diger
populasyonlardan yuksek tespit edilmis olup; SMA hastaliginin mortalitesi ve
guncel tedavi maliyetinin yuksek olmasi ile prenatal, preimplantasyon genetik
taninin mamkun olmasi gozoénune alindiginda SMA’nin tarama programlarina
dahil edilmesi onem kazanmaktadir. Ayrica galismamizdaki yuksek tani orani
dikkate alindiginda hipotoni klinigi ile gelen hastalara tani konmasinda NGS
panelleri, arrayCGH ve WES analizi gibi molekuler yontemlerin birarada
kullanimi gézonunde bulundurulmahdir.

ANAHTAR KELIMELER: SMA, mipa, SMN1, SMN2, spinal muskiiler atrofi



THE RETROSPECTIVE ANALYSIS OF SMN1/SMN2 COPY NUMBERS IN
SMA PRE-DIAGNOSIS PATIENTS AND IN HEALTHY CONTROLS TESTED
AT COMU MEDICAL GENETICS DIAGNOSIS CENTER

ABSTRACT

INTRODUCTION and AIM: Spinal muscular atrophy (SMA) is characterized by
muscle weakness and atrophy resulting from progressive degeneration and
irreversible loss of the anterior horn cells in the spinal cord. Prevalence of
SMA is one in every 10,000 live births in general population and a carrier
frequency of about 1/40-1/60. SMA is caused by biallelic mutations in the
survival motor neuron 1 (SMN1) gene, including deletions, gene conversions,
and intragenic mutations. SMN2 copy number modify disease severity. In our
study; we aimed to analyze both SMN1 and SMN2 copy numbers in patients
presenting with SMA pre-diagnosis and in healthy controls.

METHODS: Patients refered to Canakkale Onsekiz Mart University Medical
School Medical Genetics Clinic Department with the diagnosis of SMA and
carriers until April 15, 2019 who were tested for SMN1 and SMN2 gene copies
using a multiplex ligation-dependent probe amplification assay (MLPA) were
included in our study. The sociodemographic, clinical and laboratory findings of
the 214 patients included in the study were examined retrospectively and the
raw data of MLPA of these patients were retrospectively reanalyzed by
Coffalyser.In total, 214 DNA samples from peripheral blood were tested for
SMN1 and SMN2 gene copies using a multiplex ligation-dependent probe
amplification assay.

RESULTS: In our study among 214 samples 188 (87,8%) patients had two
SMNL1 copies, four (1.9%) patients had three SMN1 copies and four (1,9%)
patients who diagnosed SMA were found to be homozygous deletion of SMN1
exon 7 and exon 8. Carrier frequency was detected 4.2% in our healthy
controls. From the 214 cases, 135 patients (63,1%) had two SMN2 copies, 61
(28,5%) had a single gene copy, eight patients (3,7%) had three copies, one
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(0,5%) patient had four copies and nine (%4,2) patients had homozygous
deletion. Three SMA Type | patients had two SMN2 copies and one SMA Type
[ll patient had four copies. When using SMA MLPA, arrayCGH, NGS panels
and WES together, 61.1% of patients with isolated hypotonia clinic and 26.5%
of patients with additional findings were diagnosed.

DISCUSSION: In our study, we found the carrier frequency %4,2, which is
higher than the current literature. 5 of the 6 individuals who are found to be
carriers are from Canakkale and the difference between studies may be
attributed to marriages among a small population and the consanguineous
marriages are rare; more comprehensive studies are needed to elucidation of
this situation. Four patients diagnosed with SMA had two or more SMN2 copies
which is important in prognosis and treatment planning of the disease. In
conclusion; carrier frequency of our population is higher than others; given the
high mortality of disease, expensive therapies and possibility of the existence of
prenatal tests and PGD, including SMA in the carrier screening program. has
become important. In addition, considering the high rate of diagnosis in our
study, performing NGS panels, array CGH and WES analysis together should
be taken into consideration when evaluating patients with hypotonia clinic
KEYWORDS: SMA, mipa, SMN1, SMN2, spinal musculer atrophy
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1.GIRIS VE AMAG

Spinal muskuler atrofi (SMA), spinal kord motor néronlarinin
dejenerasyonu, iskelet kasi atrofisi ve genel gugsuzlik ile karakterize
norodejeneratif bir hastaliktir.Hastallk kalitim sekline gore Uc grupta
siniflandirimaktadir ve hastalarin yaklasik %95’i otozomal resesif kalitilan SMA

grubunda yer alir(1).

Otozomal resesif kalitilan SMA bati toplumlarinda kistik fibrozisten sonra
en sik gorulen ikinci 6limcil otozomal resesif hastaliktir. Bu toplumlarda
insidansi yaklasik 1/6 000-1/10 000 iken tasiyicilik 1/40-1/60tir(2)

Amerikan Jinekoloji ve Obstetrik Dernegi (ACOG) SMA'nin evlilik 6ncesi
tarama programina alinmasini 6nermektedir (3). Ulkemizdeki tasiyicilik oraniyla
ilgili yeterli veri bulunmamakla birlikte bati toplumlariyla benzer oldugu
dusundlmekte ve henlz rutin tastyicilik tarama programina alinmamis olsa da

bu konuda calismalar devam etmektedir.

Otozomal resesif kalitlan SMA 1991’de Uluslararasi Muskuler Distrofi
Dernegi tarafindan hastaligin bagslama yasina ve hastanin yapabildigi en Ust
motor aktiviteye (oturma/ ayakta durabilme) gbére 3’e ayrilir (4).Daha sonra
yapilan revizyonlarla erigkin baglangi¢ch SMA tip IV ve prenatal baslangi¢h form
olan tip 0 eklenmistir. Prenatal baslangicli form en agir form olup yasamin ilk
haftalarinda kaybedilir. Tip | (Werding-Hoffmann hastaligi) SMA olan hastalar
yardimsiz oturamaz ve 2 yasindan once kaybedilirler. Ara form olan tip I
(Intermediate form-subakut form)'de hastalar oturabilir fakat ylriyemezler, tip Il
(Kugelberg-Welander hastaligl) ise daha hafif klinikle seyreder hastalar
yardimla yudruyebilir ancak kosamazlar. Tip 4 erigkin baslangigh form olup
genellikle 35 yasindan sonra bulgu verir, hafif kas gugsuzligl, segirme ve



titreme ile seyreder, yasam suresi normaldir, yutma ve solunum kaslari nadiren
etkilenir (5).

1995 yilinda otozomal resesif kalitlan SMA’nin etiyolojisine yonelik
yapilan galismalarda 5.kromozom uzun kolu g13 bolgesinde lokalize SMN geni
Lefebvre S ve ark. tarafindan aday gen olarak bildiriimigtir (6). Genomik
uzunlugu 20 Kb olan 9 ekzona sahip SMN geni; 294 amino asitten olusan 32
kD'luk SMN proteinini kodlamaktadir. Bu genin telomerik (SMN1- SMNt) ve
sentromerik (SMN2- SMNc) formlarinin bulundugu ortaya konmustur. SMN
geninin sentromerik ve telomerik dizileri benzer olup sadece ekzon 7 ve 8'de
yer alan 5 nukleotitte farkhlik vardir. Bu farkhliktan dolayr SMN1 geninden tam
ve fonksiyonel SMN proteini sentezlenirken, SMN2 geninden %85-90 oraninda
nonfoksiyonel kisa dmurli SMNDELTAY7 proteini sentezlenir. Hastaliga SMN1
geninde meydana gelen homozigot delesyonlar, homozigot nokta mutasyonlari
ve kromozomlarin yeniden dizenlenmesi neden olur (1). SMN2 geni kopya
sayisi ise hastaligin kliniginde ve prognozu belirlemede buylk 6nem tasir.
SMN2 kopya sayisi SMA tip 1 hastalarinda genellikle iki, SMA tip 2 hastalarinda
ug, SMA Tip 3 hastalarinda ise genellikle Gg-dort kopya seklindedir.

Tedavide hedeflenen SMN protein miktarini arttirmaktir. Bunun igin ilk
olarak 2001 yilinda SMN protein ekspresyonunu arttiran kigtik molekuller hiicre
kdltdrinde uygulanmis SMN protein miktarinin arttigi  goértlince hayvan
modellerinde denenmis ayni basari elde edilmistir. Histon deasetilaz
inhibitorleri, aminoglikozitler ve kinazolin tlrevleri gibi kuguk molekullerin SMN2
geni promotor bolgesini aktiflestirerek tam uzunlukta islevsel protein miktarini
arttirirdigr goéralmustiar. Ancak klinik calismalarda istenen SMN protein miktari

artigi saglananamamigtir (7).



Tedavide ikinci olarak SMN2 geni ekzon 7'nin mRNA kirpiimasi sirasinda
ctkariimasini  engelleyerek SMN2 geninden eksprese olan SMN protein
miktarini arttirmak hedeflenmistir. Bunun icin RNA temelli antisense
oligonukleotitler (ASO) denenmistir. Hayvan modellerinde istenen basari
saglaninca 2008 yilinda ilk preklinik ¢aligsmalar yapiimis ve 2016 yilinda FDA
onay! alarak SMA tedavisinde kullanilan ilk ila¢ piyasaya sunulmustur (8-10) .
Modifiye bir antisense oligonlkleotit olan Nusinersen SMN2 pre-mRNA’da
silence of splice bodlgesinde 18 merlik spesifik bir bolgeye baglanarak SMN2
pre-mRNA kirpilmasini module eder ve boylece ekzon 7°nin ¢ikarilmasi
engellenir. Sonugta tam uzunlukta islevsel SMN proteini miktari artmakta ve
hastanin kliniginde dizelme goértlmektedir. Yapilan calismalarda bu tedavinin
SMA tip 1 hastalarinda daha basarili oldugu ve tedaviye mimkuin olan en kisa
zamanda baslanmasi gerektigi gorulmustur. Ancak uygulanan ilacin fiyatinin
oldukca yuksek olmasi, yilda dort doz uygulanmasi ve sureklilik gerektirmesi
nedeniyle ilaca erisim birtakim kisitlamalara tabidir. Ulkemizde 5 Temmuz
2017’de yayinlanan Sosyal Gulvenlik Kurumu Saglik Uygulama Tebliginde
Degisiklik Yapilmasina Dair Teblig’de sadece SMA Tip 1 hastalarinda belirli
kosullari saglamak sartiyla 6deme yapilmaktayken 1 Subat 2019’da resmi
gazetede yayinlanan yeni bir teblig ile SMA Tip2 ve Tip3 hastalar igin de
0deme kapsamina alinmistir. Bu geri 6deme kosullarindan bir tanesi de genetik
testlerde homozigot gen delesyonu, homozigot gen mutasyonu veya compound
(bilesik) heterozigot gen mutasyonu olmasi ve SMN2 kopya sayisinin en az 2

oldugunun gosterilmesidir.

SMN1 geni ekzon 7 ve ekzon 8 de meydana gelen homozigot
delesyonlar hastalarin yaklasik %95’'inde goérulduginden delesyonlarin tespiti
tanida birinci basamak olarak kullanilir. Delesyonlarin tespitinde ise kantitatif
floresan polimeraz zincir reaksiyonu (QF-PCR) veya c¢oklu ligasyonla prob
amplifikasyonu (MLPA) yontemi kullanilabili. Bu ydntemlerden MLPA
gunuimuzde altin standart olarak kullaniimaktadir. SMN2 geni kopya sayisinin

belirlenmesi hastaligin prognozunu belirledigi ve ilaca verilen yaniti degistirdigi



icin SMN1 ve SMN2 delesyon/duplikasyonlarinin belirlendigi MLPA yontemini
calismamizda tercih ettik. MLPA yontemi teknik olarak hastalardaki ilgili gene ait
DNA miktarini kontrollerdeki DNA miktariyla karsilastirmaya dayanmaktadir.
Her calisma igin U¢ tane kontrol kullaniimaktadir. Ancak saglikli kontrollerde de
delesyon duplikasyon olabilecegi i¢in analizden once kontrollerin SMN1 ve
SMN2 genlerine ait pik yukseklikleri kitin icindeki referans piklerinin ylksekligi

ile kargilastirilarak delesyon/duplikasyon olup olmadigi analiz edilmektedir.

Ulkemizde evlilik/gebelik ©ncesi SMA tasiyicihginin  taranmasi
planlanmaktadir ancak normal populasyonda tasiyicilikla ilgili yeterli veri
bulunmamaktadir. Literatire bakildiginda yayinlar genellikle SMN1 kopya
sayisina odaklanmakta SMN2 kopya sayilari ile ilgili daha az veri oldugu
gorulmektedir. Calismamiz ulkemizde SMA 0On tanisiyla ile basvuran hastalarda
ve saglikli kontrollerde hem SMN1 hem SMN2 kopya sayilarinin analiz edildigi

ilk galisma olma 6zelligini tagimaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Hipotoni Tanimi ve Siniflandiriimasi

Hipotoni, eklemlerin pasif hareketlerine kargi kasin gdsterdigi direncte
azalma olup 6zellikle yenidogan déneminde pediatri hekimlerinin sik karsilastigi
klinik tablolardan biridir. Hipotoni ile seyreden noromuskuler hastaliklar belirgin
kas gugsuzlugundn tabloya eslik etmedigi non paralitik grup (santral hipotoni) ve
kas glgsuzligunun klinik tabloya hakim oldugu paralitik grup (periferik hipotoni)
olmak Uzere iki ana sinifa ayrilabilir. Ancak bazi multisistemik hastaliklarda hem
santral sinir sistemi hem de periferik yapilar tutularak hipotoni geligebilir.
Preterm dogum, fetal ilag maruziyeti, enfeksiyon gibi durumlarda ise gegici

hipotoni gorulebilmektedir.

Fizik muayene bulgularina gore hipotoni nedeninin santral mi yoksa
periferal mi oldugu konusunda fikir edinilebilmektedir (11). Derin tendon
reflekslerinin (DTR) artmis olmasi ve yercekimine karsi hareketlerin varlhigi
santral kokenli hipotoniyi desteklerken; DTR’lerin azalmasi ya da alinamamasi,
yer cekimine karsl hareketlerin olmayigi, paralitik bir postur, fasikllasyon, yuz
ve diyafram kaslarinin tutulmasi ise periferal nedenli hipotoniyi distundurmelidir
(12). Santral ve periferik hipotoni arasindaki farklarin bilinmesi dogru

degerlendirme ve takip agisindan ¢ok énemlidir.

Yapilan calismalarda, hipotonik infant etiyolojisinde santral kokenli
nedenlerin %66-88 ile ilk siraylr aldigi goértlmuastir(13,14). Santral kdkenli
nedenlerden hipoksik ya da hemorajik beyin lezyonlari hastalarin 1/3-4’Gnde
gorulur(13-15)(Tablo2.1).  Periferal nedenli hipotoni ise olgularin 1/3’Unde
gorulmektedir. Periferal kdkenli hipotoni nedenlerinin yaklasik %50’sini Spinal
Muskauler Atrofi (SMA) ve muskuler distrofiler olusturmaktadir(15-17).



Tablo 2.1. Yuz kirk dort hastayi igceren retrospektif bir galismada, hipotoni
etiyolojisine gore gruplandinnlmig vaka sayilari -Laugel ve ark.(15)’dan

alinmigtir.

Tani Vaka Sayisi
Santral Hipotoni 98
iskemik/Hemorajik Lezyonlar 41

» Hipoksik iskemik Ensefalopati 29

« Intrakraniyal Hemoraji 12
Kromozomal anomaliler/sendromik hastaliklar 31

e Down Sendromu 18

e Diger Kromozomal anomaliler 6

e Prader-Willi Sendromu 4

 Noonan Sendromu
e Diger sendromik Hastaliklar
Beyin malformasyonlari
o Korpus kallazum agenezisi
« Dandy-walker malformasyonu
e Joubert sendromu
e Lizensefali
« Diger malformasyonlar
Metabolik/endokrin hastaliklar
e Solunum zinciri hastaliklar
» Peroksizomal hastaliklar
« Nonketotik hiperglisinemi
e Methemoglabinemi
e Hipotroidi
Periferal hipotoni
Motor néron hastaliklari
e Spinal Muskuler Atrofi Tip 1
e Konjenital Néropati
Kas Hasliklar

~ B NN YN NN

e Miyotonik Distrofi 5
« Konjenital Muskiler Distrofi 2
« Konjenital Miyopatiler 2
 Metabolik Miyopatiler 2
o Diger Miyopatiler 3
Tani Konulamayan 24
Toplam 144

2.2 Spinal Muskiiler Atrofi Hastaligi Tanimi ve Tarihgesi

Spinal muskuller atrofi (SMA), spinal kord én boynuz hucrelerinin
dejenerasyonu, iskelet kasi atrofisi ve genel gugsuzlik ile karakterize

norodejeneratif bir hastaliktir. iskelet kaslari, ancak omurilik én boynuz



hicrelerinden aldiklari ileti ile kasilabilmekte olup, SMA’da 6n boynuz
hicrelerinde dejenerasyon oldugu icin kasa iletim olmamakta ve bunun
sonucunda da istemli kaslarda gugsuzluk ve atrofi meydana gelmektedir (Sekil
2.1). Mesane ve barsak fonksiyonlari gibi istemsiz kaslarin kontrolindeki

iglevler etkilenmez. Gorme ve isitme duyulari saglamdir, zeka ise normaldir
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Sekil 2.1.0murilik 6n boynuz hiicrelerinin periferik ve santral sinir

sistemiyle iligkisi -Sel ve ark.(18)’ndan alinmistir.

SMA, ilk kez Guido Werdnig tarafindan 1891'de iki kardes infantta
tanimlanmistir.1893-1900 yillari arasinda ise Johan Hoffman 7 vaka daha
tanimlamistir. Her ne kadar SMA tiplerinden agir form olan SMA tip 1 Werdnig-
Hoffman tipi olarak adlandiriimis olsa da aslinda tanimlanan vakalar orta
siddette klinige sahiptir. Agir infantil form SMA, ilk kez 1899’da Sylvestre ve
1903’te Beevor tarafindan tanimlanmistir (7,19). Hastalarin ayakta durabildigi
ve yurlyebildigi daha hafif form olan ge¢ baslangigh SMA ise ilk kez 1950’de
Wohlfart, Fez ve Eliasson tarafindan tanimlanmis olup Kugelberg ve Welander

tarafindan detaylandiriimistir(19).



2.3 Spinal Muskiler Atrofi Epidemiyolojisi

SMA, bati toplumlarinda kistik fibrozisten sonra en sik gorulen ikinci
olimcul otozomal resesif hastaliktir (2). Genel populasyonda otozomal resesif
kalitilan SMA’nin tasiyicilik orani 1/40-1/60 ve hastaligin prevalansi 1/6 000-
1/10 000’dir (20,21). Bati toplumlarina baktigimizda ingiltere’de tasiyicilik 1/90
(22), hastalik gérilme sikh@l ise 100 000 canli dogumda dort, Italya’da
tasiyiciik 1/57 (23), Almanya’da tasiyicilik 1/50 (24,25) Amerika’da ise 1/54
(26) olarak bildirilmistir. Tum SMA alt tiplerinin insidansi ise yaklasik 1/10 000
olarak bildirilmis olup vakalarin yaklasik %60’ini SMA Tip 1 olusturmaktadir
(1,27,28) Turkiye’de SMA prevalansi ile ilgili yeterli veri olmamakla beraber
akraba evliliklerinin ylksek olmasi prevalansin gelismis Ulkelerden daha fazla

olabilecegini disundirmektedir.

2.4 Spinal Muskiler Atrofi Hastaliginin Kalitim Tiplerine Gore

Siniflandirilmasi ve Klinik Ozellikleri

SMA, hastaligi kalitim sekline gore otozomal resesif, otozomal dominant
ve X'e bagl resesif olmak Uzere U¢ gruba ayrilmaktadir. Hastalarin yaklasik

%95’i otozomal resesif kalitilan SMA grubunda yer alir.

2.4.1 Otozomal Dominant Proksimal SMA, Finkel Tipi (Omim No:182980)

Otozomal dominant kalitilan SMA 20g13.32 bdlgesinde lokalize VAPB
(Vesicle-Associated Membrane Protein-Associated Protein B, Omim
N0:605704) geninde meydana gelen missens mutasyonlardan kaynaklanir.
Hastaligin prevalansi 1-9/1 000 000 olarak bildirilmistir. Semptomlarin
baslangici 10-40 yaslari arasinda dedismekte oldugundan ge¢ baslangicli SMA
olarak da adlandirilir. Hastaligin kliniginde alt ekstremitelerden Ust
ekstremitelere ilerleyen noropatiye bagli kas gugsuzligu, fasikilasyon ve

hiporefleksi gorulur(29).



2.4.2 X’e bagh Resesif SMA2, Lethal infantil (Omim No:301830)

X’e bagli resesif kalitilan SMA agir konjenital hipotoni, arefleksi ve multipl
konjenital kontrakturler (artrogyripozis congenita) ile karakterize olup, Xpl1.3-
g11.1 bolgesinde lokalize UBA1(Ubiquitin-Like Modifier-Activating Enzyme 1,
Omim No0:314370) genindeki patojenik varyantlardan kaynaklanir. Hastaligin
patolojisinde spinal kord ve beyin sapi 6n boynuz hucrelerinin progresif
dejenerasyonu gorulur. Zeka genellikle normalken yasam sudresi solunum
kaslarinin etkilenmesi sonucu respiratuvar yetmezlige bagli olarak kisalir.
Kalitim paterni itibariyle sadece erkeklerde hastalik gorulirken kadinlar
tasiyicidir (30).

2.4.3 Otozomal Resesif Kalitilan SMA

Otozomal resesif kalitilan SMA, en sik gorllen alt tip olup hastalarin
yaklasik %95’i bu grupta yer alir. Hastaliga 5913.2 bolgesinde lokalize SMN1
geninde meydana gelen homozigot delesyonlar, homozigot nokta mutasyonlar
ve bu geni iceren kromozomlarin yeniden duzenlenmesi neden olur (1,6). Spinal
kord ve beyin sapi 6n boynuz hicrelerinin progresif dejenerasyonu sonucu kas
glgsuzligu ve atrofi gorulir. Hastahdin baslama yasi intrauterin dénemden
erigskinlige kadar degisir. Kas gugsuzligu simetrik olup proksimalden distale
dogru ilerler. Otozomal resesif kalitilan SMA 1991’de Uluslararasi Muskuler
Distrofi Dernegi tarafindan hastaligin baslama yasina ve hastanin yapabildigi en
ust motor aktiviteye gore U¢ gruba ayrilmistir (4). Daha sonra yapilan
revizyonlarla erigkin baslangi¢cl SMA Tip IV ve prenatal baslangigh form olan

Tip 0 bu siniflandirmaya eklenmigtir (Tablo 2.2).



Tablo 2.2. Spinal Muskiiler Atrofi hastaliginin siniflandiriimasi ve temel

klinik ozellikleri -Prior ve ark.(31)’ ndan alinmistir.

FenoTip Hastaligin Baglama Yasi Beklenen Yasam Suresi Motor Beceriler Diger Bulgular
Agir neonatal hipotoni
} Agir gugsuzluk
SMATip0 Prenatal <6ay - Erkendonemde
solunum yetmezligi
Fasyal dipleji
Hafif eklem
SRS s Genellikle <2yas ama daha Sadece destekli kontrakturleri
. Y uzun olabilir oturabilir YUz kaslarinda minimal
gugsuzlak
Emme-yutma gucliga
& Hastalann yaklasik %70'i _ o Parmaklarda postural
SMATip Il 6-18 ay . Desteksiz oturabilir
25 yasina kadar yasayabilir tremor
SMA Tip Il >18 ay Normal Desteksiz yurtyebilir -
SMA Tip IV Erigkin yasta Normal Normal -

a)SMA Tip 0 (Konjenital SMA)

Dogumdan itibaren agir glgsizlik ve hipotoni gorilir. intrauterin
donemde fetal hareketlerin az oldugu hissedilebilir ve eklem kontraktirleri
izlenebilir. Hastalar genellikle ciddi solunum yetmezIigi nedeniyle 6 aydan 6nce

kaybedilir (32,33).

b)SMA Tip 1 (Ciddi Spinal Muskuler Atrofi, Werdig-Hoffman Hastaligi)
(Omim No: 253300)

En agir ve en sik gorilen tip olup hastalarin yaklasik %50-60’1 bu grupta
yer alir (1,34). Diger tiplerden 6.aydan énce bulgu vermesi ve hastalarin

genellikle ilk 2 yasta kaybedilmesiyle ayrilir. Bebeklik doneminde agir kas
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gugsuzlugu tabloya hakimdir, hastalar basini tutamaz, desteksiz oturamaz.
Proksimalden baslayan simetrik kas gu¢suzlugu, motor gelisme geriligi ve zayif
kas tonusu major klinik bulgulandir. Siklikla dizlerde hafif eklem kontrakturleri
goralir. Yasamin ilk aylarinda blyume geriligine ve tekrarlayan aspirasyona
neden olan emme-yutma problemleri gorulir. Diyafram kaslarinin goreceli
olarak korunup interkostal kaslarin tutulmasina bagl olarak abdominal solunum
ve “bell-shaped” toraks ortaya cikar. Fasyal kaslar nispeten korunmustur,
diyafram kaslari hastaligin sonuna dogru etkilenir. Kalp kasi etkilenmez.
Hastalarin hepsinde olmamakla birlikte cogunda bulbar denervasyona bagl

dilde fasikulasyon gorulir.

Etkilenen olgularin yaklasik %68’i 2 yasindan once, %82’si ise 4
yasindan once kaybedilir (4,35). Solunum kaslarinin etkilenmesine bagl olarak
meydana gelen aspirasyon pnomonisi 6nemli bir mortalite ve morbidite
sebebidir (1) Solunum destegi ve nutrisyonel destekle yasam suresi uzatilabilir.
SMA Tip 71’li olgularla yapilan bazi galismalarda ortalama yasam siresi 24 ay
olarak gosterilmis olup, tam zamanli noninvaziv ventilasyona baglanma yasi ise
13,5 ay olarak saptanmistir(31,36,37).

c)SMA Tip Il (Dubowitz Hastaligi) (Omim No:253550)

Hastalik ara form olup 7-18 aylar arasi bulgu vermeye baglar. Dogumda
kas tonusu zayiftir, motor beceriler yavas yavas kazanilir. Yapilabilen en Ust
motor aktivite desteksiz oturmaktir ve bu beceri ortalama 15-16 yaslarinda
kaybedilir. Hastalarin bir kismi destekle ayakta durabilir ancak hicbiri desteksiz
yuriyemez (1). Solunum kaslarinda progresif gugsuzlik sonucu restriktif
akciger hastaligi geligir, bu durum hastalarda 6nemli bir morbidite ve mortalite
nedenidir. Ortalama yasam suresi ile ilgili net veri olmamakla birlikte Almanya
ve Polonya’dan SMA Tip Il ve Tip lll tanili 569 olgunun alindigi bir galismada
vakalarin yaklasik %68’inin 25 yasinin Gzerinde oldugu tespit edilmistir (35).

11


about:blank

d)SMA Tip Il (Juvenil Muskiler Atrofi, Kugelberg-Welander Hastaligi)
(Omim No0:253400)

Bu hasta grubunda semptomlar ¢ok heterojen olup 18.aydan sonra
bulgu vermeye basglar. Alt ekstremite Ust ekstremiteden daha c¢ok etkilenir.
Olgular butun néromotor basamaklari tamamlayabilirler, desteksiz yurtyebilirler,
ancak merdiven inip gikarken zorlanirlar ve sik sik duserler. 18.aydan 6nce tani
alan hastalarda néromotor gelisim devam etse de zamanla kazaniimig
becerilerini kaybedebilirler. Hastalarin bir kismi erigkinlikte sadece hafif kas
gugsuzlugu yasarken bir kismi ¢ocukluk doneminde tekerlekli sandalyeye
bagiml hale gelir (1). SMA Tip Il ve Tip Il tanili bireylerin alindigi retrospektif bir
calismada SMA Tip Il tanili olgularin yasam suresi populasyonla ayni

bulunmustur (35).

e)SMA Tip IV (Omim No:271150)
Kas gugsuzlugu ikinci ya da uguncu dekatta baglar, klinik bulgular SMA
Tip lI’'e benzer (35,38,39). Hafif motor gugsuzlik tabloya hakimdir, hastalar

erigkinlikte desteksiz yuruyebilir. Yasam suresi normaldir (1).

2.4.4 Spinal Muskauler Atrofi Hastaliginin Guincel Siniflamasi

Sadece motor degerlendirmeye dayanan siniflamanin 6ngoricu dederi
sinirh oldugundan SMA'nin klasik siniflandirmasi mevcut yeni klinik calismalar
icin yeterli olamamaktadir. Bu nedenle tedavi takibi ve hastalari ayni dl¢utlerle
degerlendirip hastalar arasinda tutarlihgi saglamak igin olgularin oturamayanlar,
oturanlar ve vyurlyenler olarak yeniden siniflandiriimasi énerilmistir (40-42).
Bununla birlikte, SMA'nin hastaliginin seyrini higbir siniflamanin mikemmel

sekilde kapsamadigdi dusuniulmektedir (42).
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a) Oturamayanlar (nonsitters); Bu gruptaki hastalarin buyidk ¢ogunlugu
SMA Tip | olgularindan olusmaktadir. Bununla birlikte SMA Tip Il klinik 6zellikleri
gosterip desteksiz oturan ancak daha sonra bu beceriyi kaybedip regrese olan
olgular da bu gruba dahil edilmektedir (Sekil2.2). Bulbar ve interkostal kaslarin
etkilenmesiyle solunum yetmezligi ve beslenme zorluguna neden olan bell-
shaped toraks deformitesi olusur. Dil kaslarinin da etkilenmesiyle fasikilasyon
goralur. YUz kaslari konjenital baglangigh olanlar disinda genelde etkilenmez.
Muayene sirasinda bebeklerde bas kontrolt olmadidi ve sirtistu tutuldugunda
kurbaga bacagi posturu aldiklari gorulur. Beslenme ve solunum destegi son
yirmi yilda mortaliteyi onemli dlgude azaltmigtir. Bu tedavilere ragmen sag kalim

uzasa da etkilenen bebeklerde motor becerilerde artig gorulmemektedir(42,43).

b) Oturabilenler (sitters): Bu grupta SMA Tip Il ve ylriyemeyen SMA
Tip Il hastalari yer alir (Sekil2.2). Desteksiz oturabilirler ancak desteksiz
yuriyemezler ya da bu becerilerini kaybederler (41,42). Bu hastalarda yagsamin
ilk aylarinda jeneralize hipotoni ve kas gug¢suzligu vardir. Zamanla eklem
kontrakttrleri ve mandibller ankiloz gelisir. Bu gruptaki hastalar zayif aksiyel
kaslarla surekli oturduklari igin skolyoz gelisir ve interkostal kas gugsuzligune
sekonder restriktif akciger hastaligi goralur(44). Hastalarda solunum
problemleri mortaliteyi belirler. Sagkalim oturamayan gruptaki hastalara goére
daha uzun seyretmekte olup yapilan bir galismada 5 yasindaki hastalarin
yaklasik %98,5'inin, 25 yasindaki hastalarin ise %68,5'inin hayatta oldugu tespit

edilmigtir.

c)Yuruyebilenler (walkers): Bu gruptaki hastalar ylrime yetenedi
kazanmis ve bu yetenegini devam ettiren SMA Tip Il ve Tip IV hastalardan
olusur (Sekil2.2). Yarime yeteneginin kazaniimasi hastaligin baslangi¢ yasi ve

desteksiz oturma becerisinin edinildigi aya baglidir. Erken aylarda desteksiz
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oturabilen hastalarin yaklasik %95'i 18 aylik olduklarinda yuruyebilmekteyken;
gec oturabilenlerin yaklagik %50’si yuUruyebilir. Hastalik seyri genellikle stabil
seyretmekle birlikte 48 aylik araliklarla yapilan incelemelerde, hastalarin motor
fonksiyon dlgumlerinde ve spirometri testlerinde hafif bir azalma
gOrulmustur(45). Olgularin yasam suresi diger gruptaki hastalara gore onemli
Olclde etkilenmez(42,44).

Glincel SMA Siniflamasi

Oturamayanlar(Nonsitters) Oturabilenler(Sitters) Yiiriiyebilenler(Walkers)
| i Il 1
10% Klasik SMA Siniflamasi

—
gy Typet | Typel |

100 — — '

78% 81%

80+  73% . T T+ o
L
=~ 60} - + + -

49%
e 44%
9
©
>
<
S 20+ -1 T I 11%
(%] ) . 0 v
<% | g 5% 2% 0% 4% 4%
0
1 2 3 % 54 13 34 38 123 &% 4 1 2 3 4 >4

SMN2 Kopya Sayisi
Sekil 2.2 Yeni ve klasik siniflamaya gore SMA'nin klinik formlari ve
SMN2 kopya sayisi ile korelasyonu -Wirth ve ark.(42)’ndan alinmigtir. Tim
SMA Tip 0, SMATiIp | hastalar ve bagimsiz olarak oturamayan bazi SMA tip Il
hastalar oturamayanlar (nonsitters) kategorisine girmektedir. Diger SMA tip Il
hastalar ve bagimsiz olarak ylriyemeyen bazi SMA tip Il hastalar,
oturabilenler (sitters) kategorisine girmektedir. Kalan SMA tip Il bireyler ve tim
SMA tip IV bireyler yuruyebilenler (walkers) kategorisine girmektedir. Guncel
SMA siniflamasi igin korelasyon c¢alismasi bulunmadigindan klinik siddet ile
SMN2 kopya sayisi arasindaki korelasyonlar klasik siniflamaya goére

duzenlenmigtir (42)
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2.5 Diger Spinal Muskiiler Atrofi Tipleri

2.5.1 SMARD1 (Respiratuvar Distres ile Seyreden infantil Spinal Muskiiler
Atrofi)

Respiratuvar distres ile seyreden infantil spinal muskuller atrofi
(SMARDL1); diyafragmatik palsi, simetrik distal kas gugsuzligu, kas atrofisi,
periferal duyusal néropati, otonom disfonksiyon ile karakterize ¢ok nadir gorulen

otozomal resesif kalitilan bir hastaliktir.

Distal Spinal Muskuler Atrofi Tip 1/ Diyafragmatik Spinal Muskuler Atrofi/
Solunum YetmezIligi ile Seyreden Agir infantil Aksonal Polindropati olarak da
bilinen bu hastalilk 11913 bdlgesinde lokalize immunoglobulin p-baglayici
protein 2 (IGHMBP2) geninde meydana gelen patojenik mutasyonlardan
kaynaklanir (46,47).Hastalik ilk olarak 1974 yilinda Mellins ve ark tarafindan
diyafragmatik palsi ile seyreden Werdnig Hoffmann hastaligi (SMA Tip 1)

varyanti olarak tanimlanmistir(48).

1996 yilinda SMARD 1 olarak farkh bir isimle adlandiriimis olup simdiye
kadar yaklasik 51 olguda IGHMBP2 geninde mutasyon saptanmistir. Hastalgin
prevalansi bilinmemekle birlikte erken donemde diyafragmatik paralizi gelisen
SMA hastalarinin %1 kadarinin SMARD1 tanili vakalar oldugu dusunulmektedir
(49,50). SMA Tip 1 ile arasindaki temel fark SMA Tip 1 hastaliginda esas olarak
proksimal kaslar etkilenip interkostal kaslarin etkilenmesine bagli bell shaped
toraks gorulirken; SMARD1 hastaliginda distal kaslar etkilenir, diyafragmatik

paralizi, ayak deformiteleri ve ekstremite kontrakturleri goralur (51).

Klinik, histopatolojik ve elektrofizyolojik 6zelliklere dayanan tani kriterleri
Pitt ve ark tarafindan 2003 yilinda olusturulmustur. Bu tani kriterleri arasinda

klinik bulgularin erken baslangi¢li olmasi (3 ay iginde), diyafragmatik kaslarda
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distal denervasyon, sinir iletim hizinda yavaslama ve sinir biyopsisinde
miyelinizasyon kaybi yer alir (52). Hastaligin dogal seyri tam olarak
bilinmemekle birlikte tani konan vakalar genellikle 13. aydan once yasamini
yitirmektedir (1,53).

2.5.2 Spinal Bulbar Muskiiler Atrofi (SBMA) (Kennedy Hastalig)

Hastalik ilk defa 1968 yilinda 11 hastada William Kenedy tarafindan
tanimlanmis olup erigkin baglangich SMA’'nin nadir goérulen bir formu olarak
dusunulmektedir (54). Progresif kas gugsuzligu ile karakterize herediter alt
motor ndron hastaligidir. X kromozomunda lokalize androjen reseptér (AR)
genindeki glutamin kodlayan “CAG” tekrar sayisinin artmasindan kaynaklanir
(54,55).

X e bagimli resesif kalitildigi icin kadinlar tasiyici iken erkeklerde
hastalik gorulir (56). Tasiyici kadinlar genellikle asemptomatiktir ancak tekrar
sayisi arttikca (CAG>38) kasilma ve kramplar gibi hafif klinik bulgular
gorulebilir(57). Normal populasyonda AR geninde “CAG” tekrar sayisi 11-32
arasinda iken Kennedy hastaliginda “CAG” tekrar sayisi 38-68 arasinda
degisir(58,59). Klinik bulgular genellikle 30-50 yaslari arasinda ortaya ¢ikar ve
“CAG” tekrar sayisi ile hastaligin ortaya ¢ikma yasi arasinda ters korelasyon
vardir(60). Baz ileri yas hastalar klinik bulgular ortaya c¢ikmadan farkli

sebeplerle hayatini kaybedebilir.

SBMA prevalansinin 1-2/100 000 oldugu tahmin edilmekte olup
hastalikla ilgili farkindallk az oldugu icin vakalarin gézden kactigi
dusundlmektedir (57). Hastaligin kardinal bulgulari; Gst ve alt ekstremitede kas
glgsizlugu ve kas atrofisi, bulbar kas gugsuzlugine bagh dizartri, disfaiji,
kramplar ile azalmig derin tendon refleksidir. Ekstremitelerdeki kas
gugsuzlugune baglh olarak hastalar yuriumekte zorlanirlar. Ytz ve dil kaslarinin

etkilenmesine bagli olarak hastalar konusmakta ve yutmakta gugclik ¢ekerler.
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Ayrica etkilenen bireylerde AR genindeki mutasyona bagli olarak meydana
gelen androjenlere duyarsizlik nedeniyle jinekomasti, infertilite, testikuler atrofi,
erektil disfonksiyon gorilebilir.

Hastallk yavas progresyon gosterir, hastaligin ileri evrelerine kadar
mobilite korunmustur (59). Olgular altmisli yaglarda tekerlekli sandalyeye
bagimli hale gelirler(58). Erken evrelerde disfaji, dizartri gelisebilir (61). Yasam
suresi etkilenmezken bulbar kas gugsuzlugune bagh aspirasyon pnomonisi riski
artmigtir (58). Hastaligin tedavisine yoénelik calismalar devam etmekte olup
henlz ylz guldurtcu bir sonug elde edilememistir. Palyatif tedavi segenekleri
arasinda mobiliteyi arttirici spesifik egzersizler yer almaktadir. Bu egzersizlerin
tedavideki rolu net degildir ve vyapilan c¢alismalarda onemli bir etkisi

saptanmamistir (62).

2.5.3 Distal Spinal Muskiiler Atrofi

Oldukga nadir gértulen bu formda kas gugsuzlugu alt ekstremite
distalinden baslar, yavas seyirlidir ve yasam suresi etkilenmez (63). Klinik
olarak Herediter Motor Duysal Noropati Tip | ve Tip II'ye benzer ancak ust
ekstremite gugsuzligunin daha az goérulmesi, derin tendon reflekslerinin
korunmasi ve duyu muayenesinin normal olmasiyla HSMN’den ayrilir. Motor
sinir iletim hizi normaldir. Hastalhdin otozomal resesif ve X'e bagll resesif

kalitilan alt tipleri vardir (63).

2.6 Spinal Muskuler Atrofi Molekiiler Patogenezi

SMN proteini, spinal kord motor ndéronlarda daha fazla olmak Gzere tim
somatik dokularda eksprese olur ve evrimsel olarak Okaryotlar arasinda

korunmus olup tam eksikligi yasamla bagdagsmamaktadir(64)

SMN proteini, gemin (gemin2-8) ve unrip proteinleriyle birlikte
multiprotein yapidaki SMN kompleksini olusturarak sitoplazma ve g¢ekirdekte yer
alir (65). SMN proteininin ribozom formasyonu, gen transkripsiyonu,

transkripsiyon sonrasi kirpilma, kuguk nukleer ribonlkleer protein(snRNP)
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biyogenezi gibi gesitli fonksiyonlari vardir (66,67). Motor néronlarda ise ndronal
transport, ndronal buyume, norit uzamasi, néronal farklilagsma, aksonal yonelme
ve aktin dinamiklerinin duzenlenmesinde rol alirken eksikligi anormal ug¢ plak
denervasyonu yaparak néromuskuler kavsakta fonksiyon bozukluguna yol agar
(Sekil 2.3).

Birgcok dokuda eksprese olan SMN proteinin eksikliginin neden sadece
kas dokusunda hasara sebep oldugu tam olarak aydinlatilamamis olsa da bu
konuda baz hipotezler sunulmustur(l) ilk olarak SMN protein eksikligi
nedeniyle snRNP biyogenezindeki defektin motor néronlar igin 6nemli
olabilecek bir grup genin islenmesinde hataya neden oldugu ya da SMN
proteininin akson spesifik fonksiyonlarini yerine getirememesi sonucunda
motor noronlarda dejenerasyona neden olabilecegi dusunulmektedir (68).
Winkler ve ark. tarafindan zebra baligi embriyonik modellerde yapilan bir
calismada snRNP biyogenezindeki bozukluklarin motor néron dejenerasyonunu
indukledigi gosterilmistir(69). Gabanella ve ark. ise SMN1 geninde homozigot
delesyon olan farelerde yaptiklari ¢alismada, delesyon olmayan farelere gore

snRNP aktivitesinin on kat daha az oldugunu gdstermislerdir(70).

SMN proteini motor néronlarda ve noritlerde ribonukleoprotein granulleri
icerisinde hnRNP R ve Q proteinleri ile de etkilesim icindedir(71) .nnRNP R
proteini  B-aktin geni MRNA’nin 3’UTR bodlgesini etkiler ve [(-aktin igeren
ribonukleoprotein  komplekslerinin transportunda rol alir. SMN proteini
azaldiginda B-aktin mRNA ve proteinin aksonlarda azaldigi tespit edilmigtir(72).
B-aktin proteinin azalmasi ise aksonal bluyime ve aksonal metabolik
yolaklarda defektlere yol acarak motor ndéron dejenerasyonuna neden
olur(1,73).
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SMN proteini ayni zamanda bir aktin baglayan protein olan profilin lla ile
de etkilesim icindedir. Profilin Ila aktin monomerlerinin serbest kalmasini
duzenler ve aktin dinamiklerini kontrol ederek noéronal buyumede gorev alir.
SMN protein eksikliginde profilin lla ile etkilesim bozulur ve néronal blylime
inhibe olur(74).

Kas
Kas matlrasyonunda gecikme
Miyoblast flizyon hatalari

v

«  SMN proteini ile RNA’ya baglanan proteinler 4 %

arasi iletisim kaybi > ‘t&“‘lx}
Aksonda mRNA lokalizasyonunda bozulma = . / ' 4 \;51’ S
SMN proteini ile aktin baglayan proteinler arasi NGromuskiiler gt o7 o
iletisim kaybi sonucu aktin polarizasyon kaybi Kavsak Zﬁ'{ o =
. Ug p|ak =) “
denervasyonunda
azalma

Sekil 2.3 SMN protein eksikliginin aksonal transport, néromuskiiler
kavsak ve kas dokusunda hastalik mekanizmasina etkileri -Bricceno ve

ark.(75)’ndan alinmistir.
2.7 Spinal Muskauler Atrofi Molekiiler Genetigi

1990°’li yillarda SMA’nin etiyolojisine yodnelik yapilan gen haritalama
calismalarinda 5.kromozom uzun kolu q13 bdlgesinde SMA Ilokusu
tanimlanmistir (76,77) (Sekil2.4). SMA lokusu 500 kb’lik inverted segmental
duplikasyon bolgesinde yer alir. SMA lokusunda protein kodlayan doért tane gen
tanimlanmistir: SMNL1 [survival motor noronl, telomerik SMN (SMNT) (6), NAIP
[néronal apoptozis inhibitdr protein(78), GTF2H2A [general transcription faktor I
H, p44(79,80)] ve SERF1A [small EDRK-rich factor 1A, H4F5A (81) ] . Bu
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genler ya birbirinin psédogeni (WGTF2H2B ve WNAIP15), ya birbirinin aynisi
(SERF1B) ya da SMN2 gibi homologudur.

SMA critical region
|

SERF1B)=d SMN2 NAIPAS5 GerﬁzsI—C

Sekil 2.4. Kromozom 513 lokusunda inverted duplikasyon bdlgesinde

yer alan SMA lokusu -Butchbach ve ark(82)’ndan alinmistir.

1995 yilinda bu bdlgede yer alan SMN geni Lefebvre S ve ark tarafindan
aday gen olarak bildirilmigtir (6). Daha sonralari hastaldin yaklasik %95’inin
SMN geninde meydana gelen homozigot delesyonlar sonucu ortaya ¢iktigi

tespit edilmigtir (1,6).

SMA lokusunda meydana gelen duplikasyon sonucu SMN geninin
telomerik (SMN1 - SMNt) ve sentromerik (SMN2 - SMNc) olmak Uzere iki formu
ortaya ¢ikmistir(83). SMN1 ve SMN2 genleri birbirinin homologu olup aralarinda

sadece 5 nukleaotitlik (exon 7,exon 8, intron 6 ve intron 7) fark vardir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 SMN1 ve SMN2 genlerindeki 6.intron, 7.ekzon, 7.intron ve 8.
ekzondaki  nukleotit dizisi farkhliklari, Bu farklardan en onemlisi
7.ekzonda yer alan c. 840 C> T transisyonu olup silent bir degisimdir;
ancak ekzonik splice enhancer (ESE) dizisini bozar ve yeni bir ekzonik

splice supresor (ESS) dizisi olusturur -Balraj ve ark.(84)’ndan alinmigtir.

Bu farkliliktan dolayr SMN1 geninden tam ve fonksiyonel SMN proteini
sentezlenirken, SMN2 geninden %85-90 oraninda nonfoksiyonel kisa omarlu
SMNDELTA7 proteini sentezlenir (6,85,86) (Sekil 2.6). SMN2 geninden uretilen
yaklasik %10-15 kadar fonksiyonel SMN proteini hastali§i engelleyemese de;
hastaligin prognozunda onemlidir ve SMN2 geni kopya sayisi arttikca

prognozun iyilestigi gorular.
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Sekil 2.6 SMN1 ve SMN2 genlerinden uretilen SMN protein miktan -
Butchbach ve ark.(82)’ndan alinmistir .

SMN1 ve SMN2 genleri arasindaki en dnemli yapisal farklilik 7.ekzon
840.pozisyonda SMN1 geninde sitozin bazi bulunurken SMN2 geninde timin
bazinin bulunmasidir. Bu farklilik etkisini ekzonik splice enhancer (ESE)
uzerinden kirpilmayi bozarak gosterir. Ekzonik splice enhancer dizisi, splicing
faktor2 (SF2) proteini ile induklenir. Splicing faktor 2 (SF2) veya diger adiyla
alternatif splicing faktor (ASF); U2snRNP (small nuclear ribonuclear protein)
proteini ve onun yardimci faktora (U2AF), ile birlikte intron 6 Uzerindeki
dallanma noktasiyla etkileserek intronun kirpilmasina ve béylece SMN1 geninin
transkripsiyonunun tamamlanmasina katkida bulunurlar. Diger splice faktorleri
(6rn Tra2) ekzon 7 ile etkileserek kirpilma isleminin tamamlanmasina aracilik
ederler. Serin ve arjinin (SR) zengin proteinler ise splisozom kompleksine
katilarak kirpilma Gzerine katki saglarlar (Sekil2.7) ( 1).

SMN2 geninde 840.pozisyonda timin bazi bulunmasi sonucu aminoasit
dizisi degismemekte ancak ekzon 7 de yer alan ekzonik splice enhancer (ESE)

dizisi degismekte ve splisozom kompleksi tarafindan bu bdlgenin taninarak
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kirpilmasi azalmaktadir. Sonugta SMN2 geni tarafindan kodlanan transkriptlerin
yaklagik %90'indan ekzon 7 icermeyen nonfoksiyonel kisa dmurld SMNDELTA7
proteini sentezlenmektedir (1,7,87). SMN2 geni pre —mRNA’nin kiguk bir kismi
ise ekzon 7’yi icerecek sekilde kirpilmaya ugrar ve yaklasik %10-15 kadar tam

uzunlukta iglevsel SMN proteini olugur (6) (Sekil 2.7).

SMN2 genindeki CB840T transisyonunun bir diger etkisi de C>T
degisiminin SMN2 geni Uzerinde ekzonik splice supresor (ESS) bolgesi
olusmasina neden olmasidir. ESS’ye kirpilmayi engelleyici protein hnRNPA1
(heterojen nukleer ribonlkleer protein/splicing represér protein) baglanir ve
bunun sonucunda ekzon 7’nin kirpilmasi azalir (88,89) (Sekil2.7). Kashima ve
ark.’nin yaptigi calismalarda bu transisyonun ayni zamanda hnRNPA1 proteinin
ESS bolgesine baglanmasini arttirdigi ve bu sekilde ekzon 7’nin atlanmasina
neden oldugu bulunmustur (1,89). Cartegni ve ark. tarafindan yapilan baska bir
calismada ise hnRNP A1 proteininin ESE bolgesine etkili SF2/ASF
proteinlerinin etkisini antagonize ederek ekzon 7’nin kirpilmasini azaltabilecegi
tespit edilmigtir (90).

Sekil 2.7. SMN1 ve SMN2 pre-mRNA’larin iglenmesi -Lunn ve

ark.(1)’ndan alinmigtir.
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2.8 Spinal Muskiiler Atrofi Hastaliginin Tanisi ve Molekiler Tani

Yontemleri

SMN1 geni ekzon 7 ve ekzon 8 de meydana gelen homozigot
delesyonlar hastalarin yaklasik %95’inde goérulduginden delesyonlarin tespiti
hastaligin tanisinda ve tagiyicilik belirlenmesinde birinci basamak olarak
kullaniimaktadir. SMN2 kopya sayisinin belirlenmesi ise hastaligin prognozu,

klinigi ve tedaviye cevabi etkiledigi icin onemlidir.

SMN1 ve SMN2 kopya sayilarinin belirlenmesinde kantitatif floresan
polimeraz zincir reaksiyonu (QF-PCR) veya coklu ligasyonla prob
amplifikasyonu (MLPA) yéntemi kullanilabilir (91-93). Bu yontemlerden MLPA

glunumuzde altin standart olarak kullaniimaktadir.

“Kopya sayis! SMA tanisi |
| T ] ™—

—> . -
N—— | Mutasyon
Kopya sayist |_ SMN1 i VAR
> 1 sekans | — —
SMN1 S— < Mutasyon
—>

| Kopya sayisi | Akrabalik+ YOK
— 22 | |
Sy SMN1 [
SMA klm_lk —>|  del/dup | I l
suphesi SMN2

: Hastaligin ciddiyeti ile ‘
testi | = inleri
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ot
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seceneklerine dahil = =
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Sekil 2.8 SMA tanisinda diagnostik algoritma -Prior ve ark(31)’larindan
alinmigtir. (Del: delesyon; dup: duplikasyon; EMG:elektromiyografi; CK:kreatin
kinaz; NMH:n6romuskuler hastalik; WES:tim ekzom sekanslama; WGS:tim

genom sekaslama)
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Hastalarin yaklasik %1-3’Unde bir allelde delesyon gorilirken digerinde
nokta mutasyonlar gorulmektedir(25). Bu sebeple SMN1 geni kopya sayisi iki
ve Uzerinde olup ebeveynleri arasinda akrabalik bulunan ya da SMN1 geninde
heterozigot delesyon olan hastalarda SMN1 geni sekanslanmasi 6nerilmektedir.
SMN1 kopya sayisi 2 ve Uzerinde, nokta mutasyon saptanmayan hastalarda ise
diger SMA alt tipleri ya da diger néromuskuler hastaliklar dagtntlmelidir. Bu
hastalarda taniya yonelik noromuskuler hastaliklar paneli, WES (tum exom

sekanslama) veya WGS (tum genom sekanslama) onerilmektedir (Sekil2.8).

2.9 Spinal Muskiler Atrofi Hastaliginda Tasiyicilik Taramasi

Spinal Muskuler Atrofi, otozomal resesif bir hastalik oldugu igin aileler
¢ogu zaman etkilenmis bir cocuk sahibi olana kadar tasiyici olduklarinin
farkinda olmamaktadirlar (2). Tasiyicihgin 1/40-60 gibi olduk¢a ylksek oldugu
bu hastalikta 6zellikle uUlkemiz gibi akraba evliliklerinin ¢ok oldugu ulkelerde

tasiyicilik taramasi 6nem arz etmektedir.

SMA tasiyicilik taramasi, SMN1 kopya sayisinin deg@erlendiriimesi ile
yapilmaktadir (2) Saglikli bireylerde, SMN1 geninden her iki allelde de birer
tane olacak sekilde en az 2 fonksiyonel kopya bulunurken, SMN2 geni kopya
sayisi degiskendir. Taslyicilarda ise baslica dort ana genotip gorulur; en sik
goruleni 1+0 genotipidir (bir fonksiyonel normal allel, diger allelde delesyon).
Daha nadir olarak 2+0 genotipi gorulur; bu genotipte iki fonksiyonel gen ayni
kromozomda yer alirken diger kromozomda delesyon vardir. Son olarak ¢ok
nadir de olsa 1+ 1° ve 2+1P genotipleri gériilebilir; bu genotiplerde bir
kromozomda fonksiyonel bir veya iki allel varken diger kromozomda nokta

mutasyon ya da mikrodelesyon vardir (28,82,94) (Sekil2.9).
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2+0 genotipi tasiyicihlk taramasinda yanls negatif sonuglara yol
acmaktadir. Bu konuda Luo ve ark tarafindan Askenazi yahudilerinde yapilan
calismalarda 2+0 genotipi olan bireylerde SMN1 geni 7.intronda g.27134T>G
ve 8.ekzonda .27706_27707delAT varyantinin daha sik goéruldigu tespit
edilmistir(95) Alias ve ark’larinin 2018’de 270 ispanyol olguda yapti§i calismada
ise bu iki varyant 2+0 tasiyicilarinin %21.8’'inde tespit edilmigtir (96). SMN1
genindeki nokta mutasyonlar da standart tasiyicilik taramasiyla tespit
edilemediginden yanhs negatif tasiyici test sonuglarinin baska bir potansiyel
nedenidir (27)

Saglikh bireylerin genotipleri
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nokta mutasyon ya da mikrodelesyon

Sekil2.9 Tasiyici ve saglikhi bireylerde en sik goriilen SMA genotipleri -
Verhaart ve ark.(27)’ndan alinmigtir



Simdiye kadar SMA tagiyicilarinda klinik bulgu bildirilmemistir ancak
SMN1 kopya sayisindaki degisikliklerin (delesyon ya da duplikasyon) ALS
(amyotrofik lateral skleroz) riskini ve ciddiyetini arttirabilecegine dair ¢galismalar
mevcuttur (82). Amerikan Tibbi Genetik Birligi [American College of Medical
Genetics (ACMG)] 2010 yilinda etnik koken ve irka bakilmaksizin tum ciftlere
SMA tasiyicilik testi yapilmasini 6neren bir klavuz yayinlamigtir (97). ACMG
hastaligin klinik gsiddeti, yuksek tasiyici sikhigr ve prenatal tani igin guvenilir
testlerin varligi nedeniyle SMA'da tasiyicilk taramasinin yapilmasini
onermektedir. Amerikan Jinekoloji ve Obstetri Dernegi Mart 2018’de spinal
muskuler atrofinin  tarama programina alinmasina dair bir klavuz
yayinlamistir(3). Ulkemizde de SMA heniiz tarama programina alinmamis olsa
da bu konuda calismalar devam etmektedir. Tasiyicilik taramasinda dikkat
edilmesi gereken bir konu SMA’da genotip-fenotip korelasyonunu etkileyen
faktorlerin hepsinin henlz saptanmamis olmasidir; 6rnegin prenatal tanida
homozigot delesyon saptanan fetlisin fenotipi tam olarak tahmin edilemez(2).
SMA'da risk de@erlendirmesi (ciddiyetine bakilmaksizin), SMN kopya sayisi,
kUguk intragenik mutasyonlar, %2 gibi nispeten yuksek bir de novo mutasyon
orani ve yanlis negatif taglyici taramasi riski nedeniyle karmasiktir(95). Tasiyici
taramasinin uygulandigr diger hastaliklarda oldugu gibi, genotip-fenotip
korelasyonunu daha iyi tanimlamak igin surekli arastirmaya ihtiyag
duyulmaktadir(2).

2.10 Spinal Muskiiler Atrofi Hastaliginda Genotip-Fenotip iliskisi ve SMN2
Kopya Sayisi

SMN2 geni tarafindan Uretilen az miktardaki tam uzunluktaki fonksiyonel
SMN proteini SMA Tip Il ve Tip Il fenotiplerinde hastaligin Kliniginin
hafiflemesine katkida bulunur. insan genomunda SMN2 geni kopya sayisi 0 ile
8 arasinda degismektedir (82). Saglkh populasyonun %10-15'inde SMN 2
kopya sayisi 0 olarak bildiriimistir(98). SMN 2 kopya sayisinin iki oldugu
hastalarda %79 olasilikla SMA tip | fenotipi gorllirken dort ve Uzeri kopya
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sayisi olan hastalarda %88 olasilikla klinigin daha hafif oldugu SMA Tip IlI/IV
fenotipleri bildirilmistir(99) (Tablo2.3).
Tablo 2.3 SMN2 kopya sayisi ve SMA klinik fenotipleri -Prior ve

ark.(31)’ndan alinmistir.

SMA Klinik Fenotipi

SMAI1I SMAI SMA II/IV

— %96 %4 %0
— %79 %16 %5
— %15 %54 %31
%1 %11 %88

Bu konuda farelerde yapilan c¢alismalarda, farelerde SMN geni
ortologunun sadece bir tane bulunan ‘mSmn’ geni oldugu tespit edilmistir(100).
mSmn geninin kaybi ise embriyonik donemde letal seyretmektedir. Transgenik
SMN2 insersiyonu yapildiginda mSmn geninde delesyon olan embriyolarda
gelismenin devam ettigi gosterilmistir. mSmn geninde delesyon olan farelere iki
kopya SMN2 verildiginde farelerde agir SMA fenotipi gorulmis ve dogduktan
sonra 8 gun igerisinde Olmuslerdir(82,101). Bu farelere Ug-dort kopya SMN2
verildiginde daha hafif klinik goérilmuas, kopya sayisi daha da arttirildiginda
farelerin tamamen saglikli oldugu goériimustur(82) . Prior ve ark. da SMN2
kopya sayisi bes olup, SMN1 geninde homozigot delesyon olan asemptomatik
u¢ olgu bildirmistir. Bu durum SMN2 kopya sayisi arttikga yeterli SMN proteini

uretilebilecegini gostermektedir(98).

SMA hastalarinda SMN2 kopya sayisini arttiran mekanizmalardan bir
tanesi gen konversiyonudur. Bu mekanizmaya gore SMA Tip | hastalarinda
her iki allelde SMN1 geninde delesyon varken, SMA Tip Il hastalarda bir allelde
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delesyon digerinde konversiyon, SMA Tiplll hastalarda ise her iki allelde SMN1

geninde gen konversiyonu vardir(Sekil2.10).
Saglikh birey SMA Tip 1

[, T O
T

s;Inz m S.INZ _.)Ta_ Delesyon

~20% 100% ~ 20% .
SMN protein ~ SMN protein SMN protein Fonksiyonel
SMN proteini
%]
SMA Tip II SMA Tip II1
VG __ Delesyon G
SMN SMIN Yy SMN SMN en
) . - . Konversiyonu
Gen Gen
m SMN, Konversiyonu _| S“INZ SI\IN2 l'_ Konversiyonu
~ 30% SMN protein ~ 40% SMN protein

Sekil 2.10. Saghkh birey ve SMA hastalarinin genotipleri ve
genotiplerine gore uretilen fonksiyonel protein duzeyleri - Baioni ve

ark. (20)’larindan alinmistir.

SMN2 kopya sayisi ile hastaligin klinigi arasinda ters korelasyon olsa da
bazi istisnalar ve hastaligi modifiye edici baska faktorler de tanimlanmigtir.
Bernal ve ark. tarafindan SMA Tip Il ve Tip Ill klinigi olan ancak SMN2 kopya
sayisi iki olan olgular bildirilmistir. Bu olgulardaki SMN2 geni sekanslandiginda
SMN2 geni ekzon 7’de ¢.859G>C varyanti tespit edilmistir. Bu varyant SMN2
geni pre-mRNA kirpilmasini duzenleyerek ekzon 7’nin olgun mRNA’ya dahil
edilmesini saglar, boylece SMN2 geninden daha fazla fonksiyonel SMN proteini
sentezlenir. Bu durum olgulardaki hafif fenotipi agiklamaktadir (82,102).

29



Ayni aile icinde etkilenen olgularda SMN2 kopya sayisi ayni olmasina
ragmen Klinik variabilite bildirilmistir(68,82,103). Bu olgulara bakildiginda klinigi
daha hafif olan olgularda Plastin-3(PLS3) mRNA seviyesinin klinigi agir olanlara
gore daha ylksek oldugu saptanmistir(82,104,105). Bununla birlikte, bazi
ailelerde, daha siddetli SMA fenotipine sahip disi olgular, yuksek PLS3 mRNA
seviyesi gostermektedir(102). Bu durumda PLS3'Un modifiye edici 6zelliginin,
yasa ve cinsiyete bagl olabilecegi ya da PLS3'Un SMA fenotipinde eftkili
olmayabilecedi dusunulmuastir. SMA'da SMN2 disinda hastaligin fenotpinde
etkili molekullerin saptanmasi SMA icin mevcut ve gelecekteki Klinik
calismalarin planlanmasinin yani sira SMA icin yeni terapdétik stratejilerin

gelistiriimesi agisindan da 6nemlidir (42,82).

SMN genlerinin fonksiyonel domainin yaninda yer alan NAIP geni 17
ekzondan olusmakta olup, 56 kb uzunlugundadir ve 5. kromozom uzerinde
SMN genleri gibi farkli kopya sayilarinda bulunur(106). NAIP geni memeli
hicrelerinde apoptozisi inhibe eden, SMA genleri icin regulatuvar bir gendir.
SMA hastaligi tzerindeki roli hentz net olmamakla birlikte, NAIP geni 5.ekzon
homozigot delesyonunun klinik seyirle iligkili olduguna dair yayinlar mevcuttur.
Yapilan calismalarda SMN1 ve NAIP geninin birlikte homozigot delesyon
oldugu olgularda daha agir klinik seyir gorulmekte olup, SMA Tip | fenotipinde
olan hastalarin yaklasik %45’inde, SMA Tip Il hastalarin %12’sinde ve SMA Tip
Il hastalarin %18’inde NAIP geni homozigot  delesyonu
saptanmistir(33,106,107).

2.11 Spinal Muskiiler Atrofi Hastaliginda Tedavi Sec¢enekleri

Tedavide, 1990l yillara kadar hastaligin sekonder komplikasyonlarina
yonelik palyatif destekleyici ¢ézimler kullaniimisti. SMA'nin  genetik ve
molekuler temelinin aydinlatiimasiyla birlikte SMN proteinini arttirmaya yonelik

terapotik yaklasimlar uygulanmaya baslanmistir.
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Bu amacla SMN2 gen ekspresyonunu arttirmak igin farmakolojik ajanlar,

antisens oligonukleotitler ve gen tedavisi kullaniimigtir.

2.11.1 Farmakolojik Ajanlar

SMN protein seviyesini yukseltmeye yonelik histon deasetilaz
inhibitorleri, aminoglikozitler ve kinazolin turevleri igeren cgesitli bilesikler hayvan
modellerinde kullaniimigtir. Valproik asit sodyum butirat, fenil butirat gibi histon
deasetilaz inhibitoérlerinin SMN2 geninde promotor bolgeyi aktive ederek SMN
protein seviyesini arttirdigi gosterilmistir. Ancak bu ajanlar hayvan deneylerinde
basarili olmasina ragmen Klinik galismalarda herhangi bir etki elde edilemedigi

icin gunumuzde kullaniimamaktadir.(7)

2.11.2 RNA Temelli Tedaviler

Tedavide ikinci olarak terapotik RNA molekulleri olan antisens
oligonukleotitler (ASO) kullaniimigtir. Antisens oligonukleotitler komplementer
sekanslarina baglanarak hedeflenen intronun ya da ekzonun Kirpilmasini

indukleyebilirler veya baskilayabilirler.

ilk olarak SMN2 geni pre-mRNA’sinin ekzon 7'yi igerecek sekilde
kirpilmasini saglamak icin ekzon 8 3’splice site inhibitora kullanilmigtir (108)
Daha sonralari yeni splice site duzenleyicileri kesfedilmis ve antisens
oligonukleotitlerde stabiliteyi arttiracak cgesitli iyilestirmeler yapilmistir. Baska bir
splice site duzenleyicisi olan ve SMN2 pre-mRNA intron 7’de intronik splice
inhibitor bolgesi olan N1'in antisens oligonukleotitler tarafindan blokajinin
fibroblast kilturlerinde ve daha sonra yapilan hayvan deneylerinde ekzon 7’nin
SMN2 pre-mRNA’ ya dahil edilmesini arttirdigi gésterilmistir (109). ilk hayvan
deneylerinde sistemik uygulamanin kan beyin bariyerini gecemedigi tespit
edilince ilacin intraserebroventrikiler enjeksiyon seklinde verilmesiyle bu sorun

¢Ozulmastir (110).
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Hayvan modellerinde istenen basari saglaninca 2008 yilinda ilk preklinik
calismalar yapimis ve 2016 yilinda FDA onayl alarak SMA tedavisinde
kullanilan ilk ila¢ piyasaya sunulmustur (8,9,41) Modifiye bir antisense
oligonukleotit olan Nusinersen SMN2 preMRNA'’ da silence of splice bdlgesinde
18 merlik spesifik bir bélgeye baglanarak SMN2 pre-mRNA kirpilmasini module

eder ve bdylece ekzon 7 nin ¢ikarilimasi engellenir (Sekil 2.11)

Nusinersen (SMN ASO)

\1 UisnRNP. b

DNA/RNA Exon 6 Exon 8
SMN2

Nusinersen (SMN ASO)

mRNA Exon 6 Exon 8 » | Exon6 Exon 8
| Exon6 | Exons | | Exon6 | Exons |

SMNA7
Protein F[l; - --
..

Full-length
SMN

Sekil 2.11 Nusinersen aracili SMN2 geni kipilmasi- Wirth ve
ark.(42)’larindan alinmistir. Nusinersen (siyah ti¢ggen) intron 7°de yer alan ISS-
N1(kirmizi Uggen) bolgesine baglanarak hnRNPA1/2 nin bdlgeyi tanimasini
engeller ve. SMN2 pre-mRNA'da ekzon 7'yi taniyan U1 snRNP proteinini
stabilize eder. Bunun sonucunda ekzon 7’yi iceren SMN2 transkriplerinin miktari
artar. (ASO; antisens oligonukleotid, hnRNP; heterojen nukleer
ribonlkleoprotein, ISS-N1; intronik kirpilma baskilayici N1, snRNP;kiguk
nukleer ribonukleoprotein).
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Sonugta tam uzunlukta igslevsel SMN proteini miktari artmakta ve
hastanin kliniginde dizelme gorilmektedir. ilag SMN2 pre-mRNA (izerinden

etkili oldugu icin SMN2 kopya sayisi arttikga ilacin etkinligi de artmaktadir.

2.11.3 Gen Tedavisi

Bu yondeki ilk calismalar Foust ve ark. tarafindan agir SMA Klinigi
olusturulan hayvan modellerinde denenmistir. Bu c¢alismada denek fare
yavrusuna postnatal 1.gin SMN1 geni tagiyan partikuller adeno iligkili virus
serotip 9 araciligiyla intraven6z enjekte edilmistir. Enjeksiyon sonrasi spinal
kord motor ndronlarinda SMN1 ekspresyonunun tedavi edilmeyen yavru
farelere gore %60 arttigi, motor fonksiyonlarda dizelme oldugu goésterilmistir
(111). Ancak enjeksiyon sonrasi etki 1.gin maksimum iken zamanla etkinin
azaldigr 10.gun ise etkinin tamamen yok oldugu saptanmigtir. Slregelen
calismalar sonucu Mayis 2019’da FDA tarafindan Zolgensma® (onasemnogene
abeparvovec-xioi) moleklli 2 yas alti SMA tip 1 hastalarinda ilk gen tedavisi
olarak onaylanmistir. Adenoiligkili viris vektoru araciligiyla tam fonksiyonel
SMN geni intravendz olarak uygulandiktan sonra motor néronlarda SMN protein
ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir. infantil baslangigh SMA hastalarinin
alindigi bir calismada Zolgensma® ile tedavi edilen hastalarda basini tutma

desteksiz oturma gibi néromotor basamaklarda gelisme gorulmustar.

Hastaligin molekuler patogenezinin anlagiimasiyla arastirmacilar yeni
umit verici ajanlari dncelikle in vitro hayvan modellerinde test etmekte sonralari
hastaligin erken evresinde veya presemptomatik donemdeki hastalara
uygulamaktadirlar. Hedefe yonelik bu tedavilerin etkinligi erken baslandiginda
artmakta ve hastaligin progresyonunu yavaslatmaktadir; ancak uzun vadeli
etkilerinin ne olacagdl veya tedavi edilen bireylerde daha hafif de olsa yeni
fenotipler ortaya c¢ikip c¢ikmayacadr hala acik degildir ve bu konudaki

arastirmalar devam etmektedir(7)
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3.GEREC VE YONTEM
3.1 Hasta Grubu

Bu arastirmada, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi (COMU) Saglik
Uygulama ve Arastirma Hastanesi Genetik Tani Merkezi’'nde 2014-2019 yillar
arasinda Spinal Muskuler Atrofi on tanisi veya tasiyiciigi acisindan
genotiplendirilen toplam 214 olguya ait SMN1 ve SMN2 gen kopya sayilarinin
retrospektif analizlerinin yapilmasi hedeflenmistir. Bu amacgla 25.03.2014-
08.05.2019 tarihleri arasinda SMA 0On tanisi veya taslyiciigl agisindan
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
(COMU-SUAH) Tibbi Genetik poliklinigine basvuran hastalarin MLPA ydntemi
ile analiz edilip raporlandirilan verileri gincel Coffalyser MLPA analiz
programiyla tekrar analiz edilerek ve kitin internal referanslari ile karsilastirilarak
SMN 1/ SMN2 genlerinin delesyon ve duplikasyonlari retrospektif olarak
degerlendirilmigtir. MLPA analizi i¢in her galismada 2 veya 3 saglikli kontrol
calisiimasi gerektiginden, kendisinde SMA tani veya suphesi nedeniyle test
yapilan hastalar yaninda teknik geregi calismaya konulan saglikli bireylerin de
SMN1 ve SMN2 genleri icin ham veriler laboratuvarimizda mevcuttur. Bu
bireylere ait ham veriler saglikli kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil edilmistir.
Ancak saglikli kontrollerde de delesyon duplikasyon olabilecegi i¢in analizden
once kontrollerin SMN1 ve SMN2 genlerine ait pik yukseklikleri kitin icindeki
referans piklerinin yuksekligi ile karsilagtirilarak delesyon/duplikasyon olup
olmadigi analiz edilmektedir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

Calismanin etik agidan uygunlugu Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Tip Fakultesi Etik Kurulu tarafindan 24.05.2019 tarihinde 2019-11 karar no’lu
etik kurul karari ile onaylanmistir (Bkz. EK 1). Arastirmaya dahil edilen
hastalarin klinik verileri; Tibbi Genetik poliklinigi hasta dosyalari ve COMU-
SUAH MIA-MED sistemindeki verilerden elde edilmistir.

34



Ayni zamanda retrospektif olarak hastalara ait anamnezler ve aile
agaclari degerlendiriimis ve varsa anne-baba-kardes MLPA verileri de
incelenmigtir. Diger yandan, SMA 6n tanili hastalarin yine COMU-SUAH
Genetik Tani ve Tedavi Merkezi'nde tani amagh farkl tekniklerce elde edilmis
sonuglari  (kromozom analizi, arrayCGH, FISH,...vs) diger analizlerle

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Hastalarimiza yapilan tim tanisal testler igin bilgilendiriimis onam

formlari mevcuttur. Bu ¢alisma icin hastalara ek test yapiimamistir.

3.2 Geregler
3.2.1 Kullanilan Aletler

Kapiller Elektroforez Cihazi (ABI Prizm 3130)

Mikro Pipet takimi (Gilson)

Mikrosantriflj (Eppendorf)

Thermal cycler (Gold 96 Well GenAmp PCR System 9700 ABI PRISM)
Vorteks

Derin dondurucu

Ependorf Tupu (1,5 ml lik)

PCR tapleri (0,2 ml)

ABI 3130 yukleme tupleri (ABI)

ABI 3130 36, 50 cm Kapiller (ABI)

L N N N N N R R NN

3.2.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Probemix P0O60-B2 SMA Carrier (MRC-Holland, HOLLANDA)
SALSA MLPA Buffer (MRC-Holland, HOLLANDA)

Ligase Buffer A (MRC-Holland, HOLLANDA)

Ligase Buffer B (MRC-Holland, HOLLANDA)
Ligase-65-Buffer enzim (MRC-Holland, HOLLANDA)

NN
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N NN R

SALSA PCR-Primer Mix FAM (MRC-Holland, HOLLANDA)
SALSA Polimeraz (MRC-Holland, HOLLANDA)

PCR suyu

Performans Optimize Edici Polimer 7 (POP7 TM) (ABI)
Gene Scan 500 Rox Internal Size Standart (ABI)

Hi-Di Formamide (ABI)

3.3 Yontem

3.3.1 DNA izolasyonu

Her hastanin periferik kan 6rneginden, Canakkale Onsekiz Mart

Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Laboratuvar’nda invitrogen Purelink

Genomic DNA Mini Kit® ile DNA izole edildikten sonra kayit altina alinmistir.

DNA izolasyonu igin dretici firmanin onerdigi protokol aynen uygulanmigtir

DNA izolasyon Protokolii

=

Heat Block 55°C’ye ayarlanmistir.

1,5 mL’lik eppendorf tiplere 200 ul kan 6rnegi, 20 pl proteinaz K, 20
Ml RNAaz eklendikten sonra pipetaj yapilarak karismasi saglanmistir.
Ardindan  drnekleri iceren ependorf tlpler yliksek hizda
vortekslenmistir.

Daha sonra bu karisim, 2 dakika oda sicakliginda inkibasyona

birakilmigtir.

Inklbasyondan sonra her bir tlipe 200 ul Purelink Genomic

Lysis/Binding Buffer eklenmis ve vortekslenmisgtir.
Ardindan bu karisim 55°C’de 10 dakika inkubasyona birakilmigtir.

200 mikrolitre etanol (%96-100) eklenmis ve 5 saniye boyunca

vortekslenmigtir.

Tapun igindeki karigim filtreli kolona aktarilip 10000rpm’de 1 dakika
santriflj edilmistir.

Kolonun dibindeki filtrath tGp atildiktan sonra filtre yeni bir tlpe

aktariimigtir.
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10.Filtreye Wash Buffer 1'den 500 pl miktarinda konulduktan sonra 1
dakika 10000 rpm’de santrifuj edilmigtir.

11.Kolonun dibindeki filtrat atilip filtre yeni bir tipe alinmistir.
12.Bu filtreye Wash Buffer 2 500 ul konulup 14000 rpm’de 3 dakika

santrifijlenmistir.
13.Kolonun dibindeki filtrat atilip kolon 1,5 mL’lik eppendorfun igine

konulmustur

14.Her birine 100 ul PureLink Genomic Elution Buffer eklenmistir ve oda
sicakliginda 2 dakika inkuibe edildikten sonra 2 dakika boyunca 14000

rom’de santrifaj edilmigtir.

15. Ependorfun icindeki DNA -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.3.2 DNA Orneklerinin MLPA Yéntemiyle Analizi

Multipleks ligasyon bagimli prob amplifikasyonu (MLPA), multipleks PCR
yontemlerinden birisidir. Kopya sayisi degisikliklerini saptayarak, genomda bir
bdlgede, bir/birden fazla gende ya da bir genin bazi bolgelerinde olan delesyon
ya da duplikasyonlari tespit edebilir. Yontem ilk kez Schouten tarafindan 2002
yihinda tanimlanmistir(112) .MLPA ydntemi kolay uygulanabilir oldugu ve
sadece termal dongu cihazi ile kapiller elektroforez gerektirdigi icin birgok

laboratuvarda tani yontemi olarak kullaniimaktadir.

MLPA tekniginde standart bir multipleks PCR'In aksine, MLPA
amplifikasyonu igin tek bir ¢ift PCR primeri kullanilir. Bu yontem hedef DNA
denaturasyonu ve problarin hibridizasyonu, ligasyon (baglanma) reaksiyonu,
PCR reaksiyonu, amplifiye Grinin elektroforez ile ayristirlmasi ve son olarak
verilerin analizi olmak Uzere bes temel asamadan olusur (Sekil 3.1). Birinci
basamakta DNA denaturasyonu gerceklesir ve denatire olmus DNA MLPA
prob karisimi ile bir gece inkibasyona birakilir. MLPA problari her biri PCR
primer sekanslarindan birini iceren iki farkli oligonUkleotitten olusmaktadir. Bu

iki prob hedef dizilere hibridize olur (Sekil 3.1-1.Basamak). Hibridizasyon iglemi

37



sonrasinda ligasyon basamagi gelmektedir. Hibritlesmesi basari ile gerceklesen
problarin ligasyonu gerceklesecek, hibrittlesmesi olmayan problarin ligasyonu
gerceklesemeyecektir (Sekil 3.1-2.Basamak). Uglinci basamakta PCR
reaksiyonu sirasinda sadece bagl problar ¢cogaltilacagindan prob bagli Grinun
sayisi, ornekteki hedef dizi sayisi i¢in bir Olgcu teskil eder. PCR basamaginda
hedef DNA probdan uzaklastirilir ve problar uygun primerler yardimiyla
amplifiye edilir. Bu asamada hibritlesme ve ligasyon iglemleri basarisiz olan
problar amplifiye edilmezler ($ekil 3.1-3. Basamak). Ddorduncli basamakta
kapiller elektroforez kullanilarak c¢ogaltiimis drunler aynistinilir (Sekil 3.1-
4.basamak). Son basamakta calisilan problardan elde edilen sinyaller, kontrol

grubundan elde edilen sinyallerle karsilastirilarak fragman analizi yapilir(113).
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1.Denaturasyon ve Hibridizasyon

Primer PCR Sekansi X Primer PCR Sekansi Y

; _/Modijlatbr dizi

Hibridizasyon Sekansi (Sol) Hibridizasyon Sekansi (Sag)
2.Ligasyon

: : : -

3.Evrensel X ve Y primerleriile PCR

(sadece bagli problar amplifiye olur)

X
<

4.Fragman analizi

ml!llllll' o o

Sekil 3.1 MLPA tekniginin basamaklari - MRC Ms MLPA 2007(113)’den

alinmigtir.

MLPA goreceli bir tekniktir. DNA orneklerinin MLPA pik yukseklikleri
karsilastirilarak yalnizca goreceli farkhliklar tespit edilebilir. Cesitli referans DNA
numunelerindeki prob tepe yukseklikleri ile karsilastirildiginda her bir ayri prob
tepe noktasinin yuksekligi, bir ornekteki karsilik gelen hedef sekansin nispi
kopya sayisini yansitir. Dolayisiyla referans érneklerin ayni galismaya dahil
edilmesi esastir. Hedef dizide delesyon olmasi, tepe yuksekliginde goreceli bir



azalma olarak gorulurken, tepe yuksekligindeki artis kopya sayisi artigini

yansitir (Sekil3.2).
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Sekil 3.2 MLPA verilerinin karsilastirnimasi. -MRC Ms MLPA
2007(113)’den alinmistir.Etkilenmis olgunun (sag Uust) elektroferogrami,
referans olgu (sol Ust) ile karsilastirilir. Etkilenmis olgunun elektroferograminda
(kirmiz1 daire igine alinmis) iki probun goreceli olarak azaldigi gorulmektedir (T:
hedef prob, R: referans prob) Etkilenmis olgunun prob oranlari (sag alt) referans
olguyla karsilastirildiginda (sol alt) 0.5’e dustigu gorilmektedir, bu oran

heterozigot bir delesyonu gdsterir.

MLPA tekniginin bazi limitasyonlari vardir;
o MLPA yontemi ile hedef sekans disindaki degisimler ve dengeli
translokasyonlar, inversiyonlar saptanamaz.
o Hedef dizideki degisiklikler (SNP, nokta mutasyonlar, kiguk
indeller) prob baglanma noktasindan >20nt uzaklikta bile olsa
probun baglanmasini engelleyerek prob sinyalini azaltabilir ve bu

da yanlis pozitif sonuglara neden olabilir.
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o Son olarak her iki SMN1 kopyasi ayni kromozomda oldugu zaman
MLPA bunu tespit edemez ve bu durum yanlig negatif sonuca

neden olabilir.

Calismamizda MRC-Holland P060-B2 SMA Carrier MLPA® Kkiti
kullanilarak c¢alisiimis toplam 214 6rnek Coffalyser MLPA analiz programi ile
analiz edildi. PO60-B2 SMA Carrier kiti 154 ile 342 nt arasinda amplifikasyon
artind iceren 21 MLPA probu icerir. Bu problar SMN1/SMN2 genleri ekzon 7/8

ve ek olarak 17 referans bolgeye spesifik dizayn edilmistir (Tablo 3.1)

Tablo 3.1 MRC-Holland P060-B2 SMA Carrier Kkitinde yer alan referans ve
hedef problarin niikleotit uzunluklari ve kromozomal lokasyonlari -MRC
SALSA® MLPA® 2019’dan (114) alinmigtir.

Chromosomal position (hg18) ™
Length (at) SATSANILES prubs Reference Srnz Srw2
£4-105 Control fragments — see table in probemix content section for more information

154 Reference probe 02595-117085 5g35

163 Reference probe 02291-117086 3pis

172 Reference probe 02978-1L17087 4925

183 SMN1 probe 14913-L17081 Exon 7

191 Reference probe 00559-L17088 11q22

200 Reference probe 00976-L17258 11p13

208 Reference probe 12490-L17096 1932

218 SMN1 probe 14881-L17082 Exon 8

228 Reference probe 14498-1L17101 20p12

237 Reference probe 02334-L17301 12q23

245 Reference probe 14293-1L17100 15g13

255 Reference probe 13128-11705% Sqg34

264 Reference probe 07630-L17091 10925

272 Reference probe 14361-117058 4935

282 SMN2 probe 14921-117083 Exon 7

292 Reference probe 00824-L17057 3g25

301 SMN2 probe 14878-L17084 Exon 8

311 Reference probe 06425-L170%2 6p22

321 Reference probe 01042-1L17053 8qg24

331 Reference probe 01043-1L170%4 8qi3

342 Reference probe 13399-L17257 6q12

Bu problardan SMN1 exon 7 probu 183 nt’lik olup SMA tanisinda ve
tasiyicihiginda belirleyici olan SMN1 kopya sayisini belirlemedeki en 6nemli

probdur. Bu prob SMN1 spesifik olup SMN2 Uzerinde sinyal vermez.

SMN1 ekzon 8 probu 218 nt’lik olup SMN1 ve SMNZ2 genlerini ekzon 8 de
yer alan G>A transisyonuyla ayirt eder. Bu probun sinyali SMN1 ekzon 8'in
kopya sayisini gosterir. Orneklerin yaklasik%95'inde SMN1 ekzon 7 ve ekzon 8
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problar tarafindan tespit edilen kopya sayisi aynidir. Bu prob, SMN1 ekzon
8'de mutasyon oldugunda yine de fonksiyonel bir proteine neden olacagindan
SMN1 kopya sayisini degerlendirmek igin kullanilamaz. SMN1 kopya sayisini

belirlemek icin sadece SMN1 ekzon 7 probu kullaniimahdir.

SMN2 ekzon 7 (282nt) ve ekzon 8 (301nt) problari SMN2 ekzon 7 ve
ekzon 8 kopya sayilarini belilemede kullanilir. SMN2 kopya sayisinin SMA
tasiyicihigr tzerinde etkisi yoktur.

3.3.2.1 DNA Denatiirasyonu ve SALSA MLPA Probemix P060 SMA Carrier
(version B2) ile Hibridizasyonu

Periferik kandan izole edilmis olan DNA O&rnekleri Oncelikle
denaturasyona birakildi. 5 yl DNA 6rneg@i (20-250 ng) 200 ul lik PCR strip
tiplerine aktarildi. 98°C’de 5 dakika Thermal Cycler cihazinda bekletilerek
DNA'nin denatiirasyonu gerceklestirildi. Daha sonra Thermal Cycler 25°C’ye
gelince durduruldu. 5’er yl DNA 6rnegi (20-250 ng) ayrilarak 200 pl lik PCR strip
tuplerine aktarildi. Hibridizasyon dncesi saflastirma amaciyla PCR strip tupleri
manyetik stant Gzerinde birka¢ dakika bekletildi. Daha sonra nanofotometre ile
olciilerek 10 ng konsantrasyonda olacak sekilde saf su ile diliie edildi. 25°C’deki
DNA 6rneginin Uzerine SALSA MLPA Probemix P060 SMA Carrier ve 1,5 pl
MLPA Bufferdan olusan hibridizasyon karisimindan 3 pl ilave edilip pipetaj ile
homojenize edildi. PCR strip tiplerinde buharlagsmayi kontrol etmek igin galisma
grubunun yanina baska bir PCR tipunde 20 ul steril su konuldu. Bdylece 17
saat sonra hibridizasyon sona erdiginde buharlasma olup olmadigi kontrol
edildi. Daha sonra 95°C’de 1 dk inkiibe edilip 6rnekler 60°C’'de 17 saat
hibridizasyona birakildi.

3.3.2.2 Ligasyon
Hibridizasyon sonrasi basamak igin Ligaze-65 karigimi hazirlandi. Bu
karisim; 3 ul Ligaz-Buffer A, 3 ul Ligaz-Buffer B, 25 pl su ve 1 pul Ligaz-65

enzimden meydana gelmektedir. Bir gece 6nceden 60°C’de olan Thermal
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Cycler, 54°C’ye getirildi. Ornekler 54°C’de iken hazirlanan mixten 32 pl seklinde
tiplere aktarildi ve pipetaj ile karistirildi. 54°C’de 15 dakika inkiibe edildi,
98°C’de 5 dakika bekletildi.

3.3.2.3PCR

PCR basmag: i¢in Polimeraz master karisimi hazirlandi. Bu karigim igin 2 pl
SALSA PCR-primer mix, 7,5 ul distile su, 0,5 yl SALSA Polimeraz kullanildi.
Hazirlanan karisim 10 pl olacak sekilde ligasyon tuplerine eklendi. Pipetaj ile
karistinldi ve hava kabarciklari kontrol edilerek oda sicakliginda Thermal

Cycler’a konuldu. PCR kosullari asagida verilmistir.

95°C 30 sn Denatiirasyon

60°C 30 sn Baglanma 35 dongii
72°C 60 sn Uzama

72°C 20 dk Son Uzama

3.3.2.4 ABI 3130 Cihazina Yukleme

Amplifikasyonu gerceklesen ornekleri fragment analizi igin kapiller jel
elektroforez cihazina asagida verilen yol izlenerek yuklemesi yapildi.
1. internal size standart (Liz 500) ve formamidden olusan karisim hazirlandi. 9
pl formamid ve 0,2 pl internal size standart (Liz 500) ependorf tipine konuldu,
pipetaj yapip 9 pl seklinde ABI 3130 cihazi yukleme tuplerine aktarildi.
2. Ug basamaktan olusan MLPA tekniginin son basamagindan elde edilen PCR
uranlerden 1,8 yl alinarak ABI 3130 cihazi yukleme tuplerine eklendi ve iyi bir
sekilde homojenize olana kadar pipetaj yapildi, hava kabarciklari kontrol
edildikten sonra érnekler 86°C de 3 dk Thermal Cycler cihazinda bekletilerek
denatiirasyonlari saglandi. Daha sonra 4°C’de 2 dakika beklendi.
3. ABI 3130 cihazina yukleme yapildiktan sonra Gene Mapper programinda
okutulmaya baglandi.

4. Sonuglari degerlendirmek icin Coffalyser MLPA analiz programi kullanildi.
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3.3.2.5 Degerlendirme

Degerlendirme yapilirken, caligilan problardan elde edilen sinyaller ile
kontrol grubundan elde edilen sinyallerin oranina bakildi. SMN1 ve SMN2'ye
6zgu MLPA problari icin beklenen sonuglar 2 kopya (normal), 0 kopya
(homozigot delesyon), 1 kopya (heterozigot delesyon), 3 kopya ve bazen 4
kopya sayisidir (Sekil3.2-3.5).

Calismamizin MLPA UrUnlerindeki problardan elde edilen boyut ve pik
alanlari guncel Coffalyser MLPA analiz programiyla yapildi. Ratio degeri <0,7
olan degerlerde heterozigot delesyon oldugu, ratio degeri 0 olan olgularda
homozigot delesyon oldugu, ratio degeri 1,3<DQ<1.65 olan olgularda
heterozigot duplikasyon oldugu, atio degeri 1,75<DQ<2,15 olan olgularda
heterozigot triplikasyon/homozigot duplikasyon oldugu seklinde degerlendirme
yapildi. Diger degerler supheli olarak gorulup degerlendirme disi birakildi.
Referans numunelerdeki tim problarin standart sapmasinin <0.10 olmasina ve
saglkh numunelerdeki referans problarin oraninin (DQ) 0.80 ile 1.20 arasinda
olmasina dikkat edildi (Tablo3.2).
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Tablo 3.2 Saglkl, hasta ve tasiyici olgularin kopya sayilarinin referans
problarin oranina gore degerlendiriimesi -MRC SALSA® MLPA® 2019’dan
(114) alinmugtir.

Copy Number status Dosage quotient
Normal 080 < 0Q < 1,20
Homazyqous deletion =0
Heterozyqous deletion 040 < DQ < 0,65
Heterozyoous duplication 130 < 0Q < 1,68
Heterozyqous tiplication | homozyaous duplicaton 175 < DQ < 18
Ambiguous copy number Al other values
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Sekil 3.3 SALSA MLPA probemix P060 SMA Carrier (version B2) ile
analiz edilen saglikhh kontrole ait DNA’nin kapiller elektroforez
gorintisi (SMN1X2,SMN2X2) - MRC SALSA® MLPA® 2019’dan (114)

alinmigtir.
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Sekil 3.4 SALSA MLPA probemix P060 SMA Carrier (version B2 ile
analiz edilen SMA tasiyicisi olguya ait DNA’nin kapiller elektroforez
goruntusu (SMN1X1,SMN2X2) - MRC SALSA® MLPA® 2019’dan (114)

alinmigtir.
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Sekil 3.5 SALSA MLPA probemix P060 SMA Carrier (version B2) ile

analiz edilen SMN1 kopya sayisi 3, SMN2 kopya sayisi 1 olan olguya ait

DNA’nin kapiller elektroforez goriintisu (SMN1X3,SMN2X1)

SALSA® MLPA® 2019’dan (114) al

inmistir.
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Sekil 3.6 SALSA MLPA probemix P060 SMA Carrier (version B2) ile
analiz edilen SMN1 geni kopya sayisi 4 olan ve SMN2 geninde
homozigot delesyon olan olguya ait DNA’nin kapiller elektroforez
goruntisii (SMN1X4,SMN2X0) - MRC SALSA® MLPA® 2019’dan (114)

alinmigtir.
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Sonuglarin degerlendiriimesinde su noktalara dikkat edilmistir;
1) SMN1 ve SMN2 geni ekzon 7 probu, bu iki gen arasindaki klinik olarak
anlamli olan tek prob olarak alinmigtir.
2) SMN2 kopya sayisinin SMA tasiyiciliginda belirleyici olmadigi kabul
edilmigtir.
3) Kompleks sonuglarin dogru yorumlanmasi igin eger yapiimigsa ebeveyn
calismasi da degerlendirilmigtir.
4) Olgularin yaklagik % 5-10'unda, SMN1 (218 nt) ve SMN2 (301 nt) ekzon
8 problari;; SMN1 (183 nt) ve SMN2 ekzon 7 (282 nt) problarina kiyasla
farkh kopya sayisi tespit edebileceginden bu durumda, SMN1 kopya
sayisini belirlemede ekzon 7 probu esas alinmistir.
5) SMA tasiyicihginda SMN1 geni tek kopya sayisinin gosterilmesi esastir
ancak nadiren de olsa iki kopya varliginda tasiyicilik olabilir(2+0).Eger
SMA hastasi bir olgunun ebeveyn analizinde ebeveynlerde iki kopya
SMN1 tespit edilirse ;
a)hastada bir allelde delesyon digerinde nokta mutasyon olabilecegi
b)ya da ebeveynlerde her iki SMN1 kopyasinin ayni kromozomda yer
alabilecegi, bu 2+0 genotipi sikliginin her toplumda degistigi ve MLPA ydntemi
ile tespitinin mumkidn olmadigindan yanlis negatiflik riski dogurabilecegi g6z

onunde bulundurulmustur.
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4 BULGULAR

Calismamiz; 25.03.2014-08.05.2019 tarihleri arasinda Canakkale
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
(COMU-SUAH) Tibbi Genetik poliklinigine Spinal Muskiiler Atrofi 6n tanisi veya
tastyicihigr agisindan basvurup MLPA yontemi ile analiz edilip raporlandirilan
hastalardan ve saglikli kontrollerden olugsmaktadir. Calismamiza, retrospektif

hasta dosyalari ve kayitlarin incelenmesi ile toplam 214 olgu dahil edilmistir.

Hastalarin MLPA ydéntemi ile elde edilen ham verileri glincel Coffalyser
yazilimi ile tekrar analiz edilmistir. Ayni zamanda hastalarin sosyodemografik
bilgileri, klinik ve laboratuvar bulgulari igin Tibbi Genetik poliklinigi hasta
dosyalari ve  COMU-SUAH hastane Mia-Med sistem kayitlari incelenmigtir.
Hastalarin COMU-SUAH Tibbi Genetik Laboratuvar’nda calisiimis olan diger
genetik test sonuglari da kayit edilmistir. Olgular 1-214 arasi1 P1, P2...... P214

seklinde numaralandiriimistir.
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4.1 Olgularin Demografik Ozellikleri

Calismamiza dahil edilen 214 olgunun 53’0 kadin (%24,76), 1671’
(%75,24) erkektir. Olgularin poliklinigimize basvuru sirasindaki yas araligi 1 yas
ile 64 yas arasinda degismekte olup hastalarin yas ortalamasi 28,01 ve
ortancasi 31,5 (min. 1,0; maks.64,0)'tir.

B kadin [ erkek
70
60 £
50
40
30
20

10

Sekil 4.1 Olgularin poliklinigimize ilk basvurularindaki desimal

yaslarinin hastalarin cinsiyetlerine gore dagilimi
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Sekil 4.2 Olgularin koken aldiklari memleketlerin harita Gizerinde sayisal
dagilimi Turuncu renk, o lokasyon kokenli kadin olgu sayisini; mavi renk,

o lokasyon kokenli erkek olgu sayisini gostermektedir.

Hastalarimizin memleket bilgilerine bakildiginda; buyluk ¢ogunlugun
memleketi Canakkale olmasina ragmen yurt genelinden ve bir tane de
yurtdigindan hastamiz mevcuttu Hastalarimizin 21’'inde (%9,7) ebeveynleri
arasinda akrabalik mevcutken, 23’lGinde (%10,69) ebeveynler ayni veya yakin

koyden koken almaktadir.

4.2 Olgularin Klinik Ozellikleri

Calismaya alinan 214 olgu klinik 6zelliklerine goére doért gruba ayrilarak
incelenmigtir. Olgular izole hipotoni klinigiyle gelen 18 olgu (%8,4), hipotoniye

ek olarak dismorfik bulgusu olan 34 olgu (%15,9), ailesinde kas hastaligi
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Oykusl olan 18 olgu (%8,4), ve saglikli kontrol olarak alinan 144 olgu (%67,3)

seklinde gruplandiriimistir (Sekil 4.3).

Hastanin Basvuru Endikasyonu
m saghkl kontrol
m izole hipotoni klinigiyle bagvuranlar
M ailesinde kas hastaligi 6ykusi olanlar

m hipotoniye ek dismorfik bulgusu
olanlar

Sekil 4.3 Calismaya alinan olgularin endikasyonlarina gore dagilimlari

Olgularin basvuru endikasyonuna goére yaslarina bakildiginda saghkli
kontrol grubunun hepsi 18 yas Ustu iken, izole hipotoni klinigiyle gelen olgularin
%38,1'i <1 yas, %42,9'u 1-10 yas araliginda, %9,5'u 10-18 yas araliginda ve
%9,5'u ise 18 yas ustudur. Ailesinde kas hastaligi 6ykisu olanlarin %72,2’si 18
yas ustl, %11,1'i 10-18 yas araliginda, %16,7’si ise 1-10 yas araligindadir.
Hipotoniye ek dismorfik bulgulari olan hastalarin %74,2si 1-10 vyas
araliginda%9,7’si <1yas alti, %9,7’si 18 yas ustu ve %6,5i 10-18 yas
arah@indadir (Sekil4.4).
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Sekil 4.4 Olgularin basvuru endikasyonuna gore yas arahlklarinin

gruplandirilmasi

4.3 Olgularin SMN1 ve SMN2 Kopya Sayilarinin Degerlendirilmesi

Calismamizdaki 214 olgunun SMA MLPA ham verileri gincel Coffalyser

programi ile yeniden analiz edilerek retrospektif olarak degerlendirilmistir.

214 olgunun endikasyona bakilmaksizin SMN1 7. ve 8. ekzon kopya
sayllari de@erledirildiginde 188 olguda (%87,8) iki kopya saptanirken, 18 olguda
(%8,4) bir kopya (heterozigot delesyon) saptanmis olup bu olgular tasiyici
olarak degerlendirilmistir. 4 olguda (%1,9) ise sifir kopya (homozigot delesyon)
saptanmis olup bu hastalarin hepsi poliklinigimize izole hipotoni Kklinigiyle
basvurmuslardir. Calismaya alinan doért olguda (%1,9) SMN1 7. ve 8. ekzon
kopya sayisi 3 olarak degerlendirilmigstir (Sekil 4.5).
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X

SMN1 7. ve 8. ekzon kopya sayisi

» 0 kopya (HOMOZIGOT DEL)

» 1 kopya (HETEROZIGOT DEL)

= 2 kopya (NORMAL)

= 3 kopya

Sekil 4.5 Caligmaya alinan tiim olgularin SMN1 7. ve 8. ekzon kopya

sayilarinin degerlendirilmesi

Tasiyicihgin yuksek saptanmis olmasi ailesinde kas hastaligi dykusu
bulunan ayni aileden bireylerin ¢alismaya alinmis olmasina baglanmig olup
endikasyona goére saglikli kontrol olarak degerlendirilen 144 olgu iginde
tasiyicihiga bakildiginda; 6 olguda (%4,2) SMN1 7. ve 8.ekzon kopya sayisi bir
(heterozigot delesyon) olarak saptanmis olup, saglikli bireyler iginde tasiyicilik
%4,2 olarak tespit edilmistir. Bu gruptaki olgularin 136’sinda (%94,4) SMN1
7.ekzon ve 8.ekzon kopya sayisi 2, ikisinde (%1,4) SMN1 7. ve 8.ekzon kopya

sayisi 3 olarak degerlendirilmistir.
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Izole hipotoni klinigiyle bagvuran olgularin SMN1 7. ve 8.ekzon kopya
sayllarina bakildiginda olgularin dordinde (%22,2) sifir kopya (homozigot
delesyon) saptanirken, ikisinde (%11,1) bir kopya (heterozigot delesyon)
saptanmigtir. Olgularin 11’inde (%61,1) SMN1 7. ve 8.ekzon kopya sayisi 2,

birinde ise (%5,6) 3 olarak degerlendirilmistir.

Ailesinde kas hastaligi dykusu olan olgularin SMN1 7. ve 8.ekzon kopya
sayllarina bakildiginda ise sekizinde (%44,4) bir kopya (heterozigot delesyon)
saptanmigtir. Olgularin dokuzunda (%50) SMN1 7. ve 8.ekzon kopya sayisi 2,
birinde ise (%5,6) SMN1 7. ve 8.ekzon kopya sayisi 3 olarak degerlendirilmistir.

Hipotoniye ek dismorfik bulgusu olan olgularin SMN1 7. ve 8.ekzon
kopya sayilarina bakildiginda ikisinde (%5,9) bir kopya (heterozigot delesyon)
saptanirken, olgularin 32’sinde (%94,1) SMN1 7. ve 8.ekzon kopya sayisiI 2
olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.6, Tablo 4.1).
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94,4% 94,1%

61,1%
50,0%
44,4%
22,2%

11,1%

4,2% i 5,6% 5,6% 5,9%
0,0% ’ 0,0% 0,0% 0,0%
| . [ ] L
saglikli kontrol izole hipotoni klinigiyle ailesinde kas hastaligi 6ykisu hipotoniye ek dismorfik
bagvuranlar olanlar bulgusu olanlar

SMN1 7. ve 8.Ekzon Kopya Sayisi
W SMN1 7 ve 8. ekzon kopya sayisi 0 kopya (HOMOZIGOT DEL) ® SMNL1 7 ve 8. ekzon kopya sayisi 1 kopya (HETEROZIGOT DEL)

= SMNL1 7 ve 8. ekzon kopya sayisi 2 kopya (NORMAL) W SMNL1 7 ve 8. ekzon kopya sayisi 3 kopya

Sekil 4.6 GCalismaya alinan olgularin SMN1 7. ve 8. ekzon kopya

sayilarinin endikasyona gore dagilimi

58



Tablo 4.1 Olgularda SMN1 7. ve 8. ekzon kopya sayilarinin endikasyona
gore dagilimlari

0 KOPYA 1 KOPYA 2 KOPYA 3 KOPYA
HASTANIN BASVURU (HOMOZIGOT DEL) | (HETEROZIGOT DEL) (NORMAL) (NORMAL)
ENDIKASYONU : i :

saglkh kontrol [SAYI

izole hipotoni  [SAYI

klinigiyle %
basvuranlar
ailesinde kas  |SAYI
hastaligi %

oykisu olanlar

hipotoniye ek  |SAYI
dismorfik %
bulgusu olanlar

TOPLAM

% 1,90% 8,40% V 87,80% 1,90%

214 olgunun endikasyonuna bakiimaksizin SMN2 7. ve 8. ekzon kopya
sayillari degerlendirildiginde 135 olguda (%63,1) iki kopya saptanirken, 61
olguda (%28,5) bir kopya (heterozigot delesyon) saptanmistir. 9 olguda (%4,2)
ise SMN2 7. ve 8. ekzonlarinda homozigot delesyon saptanmistir. Calismaya
alinan 8 olguda (%3,7) SMN2 7. ve 8. ekzon kopya sayisi uU¢ olarak
degerlendirilmigtir. Olgularin bir tanesinde ise SMN2 7. ve 8. ekzonlarinda
(%0,5) dort kopya saptanmistir (Sekil 4.7).
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3,7% 0,5%

SMIN2 7.ve 8.Ekzon Kopya Sayisi

= 0 kopya (HOMOZIGOT DEL)
= 1 kopya (HETEROZIGOT DEL)
= 2 kopya (NORMAL)

= 3 kopya

= 4 kopya

Sekil 4.7 Caligmaya alinan olgularin SMN2 7. ve 8. ekzon kopya

sayilarinin degerlendirilmesi

Endikasyona gore saglikli kontrol olarak degerlendirilen 144 olgu iginde
SMN2 7. ve 8. ekzon kopya sayilarina bakildiginda ise olgularin 86’sinda
(%59,7) SMN2 7. ve 8. ekzon kopya sayisi iki kopya, 50’sinde (%34,7) SMN2 7.
ve 8. ekzon kopya sayisi bir kopya (heterozigot delesyon), ikisinde (%1,4)
SMN2 7. ve 8. ekzon kopya sayisi U¢ kopya olarak degerlendirilmistir. Olgularin

altisinda (%4,2) ise SMN2 7. ve 8. ekzonda homozigot delesyon saptanmistir.

izole hipotoni klinigiyle bagvuran olgulara bakildiginda olgularin 12’sinde
(%66,6) SMN2 7. ve 8. ekzon iki kopya, birinde (%5,6) bir kopya (heterozigot
delesyon) olarak saptanmistir. Olgularin dérdinde (%22,2) SMN2 7. ve 8.

ekzon kopya sayisi 3, birinde (%5,6) ise 4 kopya olarak degerlendirilmigtir.
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Ailesinde kas hastaligi Oykusu olan olgulara bakildiginda ise 15’inde
(%83,3)SMN2 7. ve 8. ekzon iki kopya saptanmis olup, Ugunde (%16,7) bir

kopya (heterozigot delesyon) saptanmistir

Hipotoniye ek dismorfik bulgusu olan olgulara bakildiginda 22’sinde
(%64,7) SMN2 7. ve 8. ekzon kopya sayisi 2, yedisinde (%20,6) SMN2 7. ekzon
ve 8.ekzon kopya sayisi bir (heterozigot delesyon), ikisinde (%5,9) SMN2 7.ve
8. ekzon kopya sayisi 3 olarak degerlendirilmistir. Olgularin Ggunde (%38,8) ise
SMN2 7. ve 8. ekzon sifir kopya (homozigot delesyon) olarak saptanmistir
(Sekil 4.8, Tablo 4.2).
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83,3%

66,6%%

64,7%

59,7%

34,7%
4,2% I 5,6%
1,4%
4% 0,0% 0,0%
[ | i [ |
%

20,6%
22,2%
16,7%
8,8%
5 6% 5,9%
- 0,0% 0,0% 0,0% . . 0,0%
% % %
saghkh kontrol izole hipotoni ailesinde kas hastalig hipotoniye ek dismorfik

klinigiyle bagvuranlar oykisi olanlar bulgusu olanlar

SMN2 7 ve 8. Ekzon kopya sayisi

mSMN2 7. ve 8. ekzon kopya sayisi 0 kopya (HOMOZiGOT DEL) W SMN2 7. ve 8. ekzon kopya sayisi 1 kopya (HETEROZIGOT DEL)
® SMN2 7. ve 8. ekzon kopya sayisi 2 kopya (NORMAL) W SMN2 7. ve 8. ekzon kopya sayisi 3 kopya
B SMN2 7. ve 8. ekzon kopya sayisi 4 kopya

Sekil 4.8 Calismaya alinan olgularin SMN2 7. ve 8. ekzon kopya

sayilarinin endikasyona gore dagilimi
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Tablo 4.2 Olgularda SMN2 7. ve 8. ekzon kopya sayilarinin endikasyona

gore dagihmlar

0 KOPYA 1 KOPYA 2 KOPYA 3 KOPYA 4 KOPYA
HASTANIN BAsvURy | (HOMOZIGOT DEL) | (HETEROZIGOT DEL) | (NORMAL) (NORMAL) (NORMAL)

ENDIKASYONU ST
7 | svN28 [SMN27 | svn2-s | SMN27 | SMN2-8 | SMN27 | SVN 2-8 | SMN2-7 | SMN2-8

saghkl kontrol |SAYI 6 6 50 50 86 86 7 2 0 0
% 4.2% 4.2% 34.7% 34.7% 59,7% 59,7% 1.4% 1,4% 0,0% 0,0%

izole hipotoni  |SAYI 0 0 1 1 12 12 4 4 1 1

klinigiyle %

bagvuranlar

0.0% 0.0% 5.6% 5.6% 66,6% 66.6% 22.2% 22.2% 5,6% 5.6%

ailesinde kas SAYI 0 0 3 3 15 15 0 0 0 0
hastaligi dykisi [o

olanlar 0,0% 0.0% 16.7% 16.7% 83.3% 83.3% 0.0% 0.0% 0,0% 0.0%
hipotoniye ek [SAYI 3 3 7 7 22 22 2 2 0 0
dismorfik %

bulgusu olanlar 8.8% 8.8% 20.6% 20.6% 64.7% 64.7% 5.9% 5.9% 0,0% 0.0%

— SAYI 9 61 135 8 1
YUZDE 4.20% 28.50% 63.10% 3,70% 0.50%

4.4 SMN1 Ekzon 7 ve Ekzon 8 Homozigot Delesyon Saptanan Hastalarin
Klinik Ozellikleri

Calismamiza alinan 214 olgunun dort tanesinde (%1,9) SMN1 7. ve 8.
ekzonlarinda homozigot delesyon saptanmis olup bu olgularin tamami izole
hipotoni klinigiyle degerlendirilmistir. Bu olgulardan 3 tanesi <1 yas altinda iken

bir tanesi 18 yas ustudur.

18 yas ustl tarafimiza basvuran hasta (P54) SMA Tip I Klinik
Ozelliklerini tagsimaktaydi. Ebeveynleri ayni kdyden olan olgunun ailesinde kas
hastaligi 6ykusu olan yoktu. Hastanin SMA MLPA analizinde SMN1 ekzon 7/8
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homozigot delesyon saptanirken SMN2 ekzon 7/8 kopya sayisi 4 olarak

degerlendirildi (Sekil 4.9 A,B), aile galismasi planlandi.
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Sekil 4.9 SMN1 Ekzon 7/8 homozigot delesyon olup SMN2 Ekzon 7/8
kopya sayisi dort olan hastaya (P54) ait MLPA profillerinin saghkh
kontrolle karsilagtirmali kapiller elektroforez(A) ve prob(B) goruntusu.
Etkilenmis olgunun elektroferograminda (A) SMN1 ekzon7/8 ‘e ait iki probun
homozigot delesyonu, SMN2 ekzon 7/8’e ait problarin ise duplikasyonu (kirmizi
ok) gorulmektedir. Olgunun prob oranlant (B) referans olguyla
kargilastirildiginda SMN1 ekzon7/8 problarinin 0’a dustugu, SMN2 ekzon 7/8
problarinin 2’ye c¢iktigi (kirmizi daire) gérulmektedir, bu oran SMN1 igin

homozigot delesyonu gdsterirken SMN2 icin 4 kopya sayisini gostermektedir.

1 yas alti bagvuran hastalardan iki tanesi ikiz bebekler (P39, P40) olup;

izole hipotoni Kklinigiyle tarafimiza refere edilmiglerdi. ikiz olgularin bir tanesinde
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sag elde tek palmar ¢izgi varken digerinde dismofik bulgu yoktu. Ebeveynler
aras! 1.kuzen akrabaligi olan olgularin kromozom analizi 46,XX/46,XX olarak
saptanmistir. SMN1 ekzon7/8 homozigot delesyon saptanan hastalarin SMN2

ekzon7/8 kopya sayisi 2 olarak saptandi, aile ¢alismasi planlandi.

Klinigimize basvurup SMA Tip | tanisi alan son olgumuz(P74) 3 aylikken
tarafimiza hipotoni o6ykuslyle basvurmustur. Prenatal 6ykidsinde 6zellik
olmayan hastanin dismorfik bulgusu yoktu. Ebeveynler arasi akrabalik olmayan
olgunun kromozom analizi 46, XX olup; SMN1 ekzon7/8’de homozigot delesyon
goruldi. SMN2 ekzon7/8 kopya sayisi ise 2 olarak saptandi (Sekil 4.10 A,B),
yapilan aile calismasinda ebeveynlerde ve iki kardesinde SMA tasiyiciligi tespit

edilmistir.
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25

2=

Reference® - 163nt
Reference® - 311nt

15

05

05.069,408016
05.069,4080802
01-208,032366
03-156,368901
04-111,7568610
04-187,390323
06.024,3970356
08-067,650036
08-141,781923
00.134,163301
10-123,23683
11.033,331404
11.104,406371
12:101,795401

05.070,2834
05.070,2841
03-060,782768
05176616671
06.066,500261
15.0256,902131

Sekil 4.10 SMN1 Ekzon 7/8 homozigot delesyon olup SMN2 Ekzon 7/8
kopya sayisi iki olan olguya (P74) ait MLPA profillerinin saghkl
kontrolle kargilagstirmali kapiller elektroforez(A) ve prob(B) géruntusu.
Etkilenmis olgunun elektroferograminda (A) SMN1 ekzon7/8 ‘e ait iki probun
homozigot delesyonu, SMN2 ekzon 7/8’e ait problarin oraninin bir oldugu
(kirmizi ok) gorulmektedir. Olgunun prob oranlarn (B) referans olguyla
karsilastinidiginda SMN1 ekzon7/8 problarinin 0’a distigl, SMN2 ekzon 7/8
problarinin bir oldugu (kirmizi daire) gorulmektedir, bu oran SMN1 igin
homozigot delesyonu gosterirken SMN2 icin 2 kopya sayisini gostermektedir.
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4.5 Olgularin Diger Genetik Testlerinin Degerlendirilmesi

Caligmamizda izole hipotoni klinigi ve hipotoniyle beraber ek bulgulari

olan toplam 52 hasta retrospektif olarak degerlendirilmistir. izole hipotoni Klinigi

olan 18 hastadan dort tanesi SMA tanisi alirken, kalan hastalardan 7 tanesi

(%61,1) farkh tanilar almigtir. Klinigimizde degerlendirilen hipotoniyle beraber ek
bulgulari olan 34 hastanin 9 tanesi (%26,5) tani almistir (Tablo 4.3, Tablo 4.4).

Tablo 4.3 Hipotoni klinigi ile gelip tani alan olgularin yapilan genetik

testlerinin degerlendirilmesi-SMA tanisi alan olgular kirmizi daire iginde

belirtilmistir
omozom
HastaNo ~ Yas  Cinsiyet Ailedykisi  Analii ~ SMAMLPA  Array CGH WES/CES/NGS
SMN1 2 KOPYA PPT1 geni
P4 16 AYLIK K A-B 2KUZEN 46 XX SMN2 2 KOPYA YOK OR Néronal Seroid Lipofusinoz Tip 1
SMIN1 1 KOPYA MFN2 geni
P20/21 | 16vAS/28YAS | K/E | ABYAKINKOYDEN| 46)0X/46XY | SMN23KOPYA YOK CMT Aksonal Tip2A28 ile iliskili
A8 1KUZEN
6 aylikken ex olan < SMN1 HOM DEL >
P39/P40 |2 AVLIK iKizBEBEK| K kardes dykist | 46.XX/46XK "\ SMN2 2 KOPYA/ YOK YOK
M PYA DMPK geni
P43 25 GUNLUK E |ABAKRABALIKYOK 46XV SMIN2 2 KOPYA N Myotonik Distrofi Tip (OM1)
SMN1 2 KOPYA DMD geni
P45 2YA8 E 46 XY SMIN2 3 KOPYA N Duchene Muskiiler Distrofi
SMN1 3 KOPYA COL12A1 geni
P43 214 E [ABAKRABALKYOK|  YOK N 0D Miyopatik Tip Enler-Danlos Sendrom
P54 33YAS E A-B AYNI KOY YOK YOK YOK
<SMN1 Hom Del
P74 3AYLK K |ABAKRABALKYOK|  46XC \\SMN22Ko YOK YOK
Limb Girdle NGS panelinde MYOT geninde
SMIN1 2 Kopya OR Limb-Girdle Muskdler Distrofi ve OD
P87 3YA9 E 46 XY SMIN2 Het DEL N Myofibril Myopati
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Tablo 4.4 Hipotoni ve hipotoniye ek dismorfik bulgularn

olgularin yapilan genetik testlerinin degerlendirilmesi

olup tani alan

HastaNo Yas  Cinsiyet Aile dykilsii Kromozom Analizi SMAMLPA Array CGH WES/CES/NGS
MTHFR geni
OR MTHFR Eksikligine Bagl
SMN1 2 Kopya
P29 | 1YA§ | K | A-BAKRABALIKYOK 46,XX Py N Homosistiniri ve Néral Tilp Defektlerine
SMN2 2 Kopya
Yatkinlik
SMN1 2 Kopya
P31 | 1YA K | A-BAKRABALIKYOK | 46,XX, ?, ?
9 46,XX,del(14)(q12)?, del(14){q13) SMN22 Kopye 14q13 delesyon sendromu
DHX30 geni
P33 | 8YA§ E 46,XY :m:; ; Eopya N Agir Motor Bozukluk ile Giden
e Norogelisimsel Bozukluk ve Konusmama
KCNMA1 geni
P35 4YAS K | AB1ILERI LKUZEN 46K SMN1 2 KOPYA \ ORkalitilan .S?f.ebella"r atrofi gelisme
SMN2 2 KOPYA geriligi ve Nobetler
0D Paroksismal Nonkinesjenik Diskinezi
ASH1L geni OD Mental Retardasyon Tip 52
CHD1 geni OD Pilarowski-Bjornsson
M
g | Ay | E 46,XY,15p+ iM:gEng: N Sendromu [PILBOS)
Py NR2F1 geni OD Bosch-Boonstra-Schaaf
Optik Atrofi Sendromu (BBSOAS)
SMN1 2 KOPYA 16p12.2 Delesyon
P64 | 1YAS E | A-BAKRABALIKYOK 46,XYgh+ SMN2 2 KOPYA Sendromu
P68 | 2vasS £ 45 XY SMN12 Kopya \ A'RID.1§ geni
SMN2 2 Kopya 0D Coffin-Siris sendromu
A-B AKRABALIK YOK
PO | 1¥AS . Annesmm 4 get?ehgl SMN1 2 Kopya \ MEGF8 geni
iuex, 1 kardesi 10 SMN2 1 Kopya Carpenter Sendromu
giinliik ex
X q12 bolgesinde 391 kbazlk delesyon
PUO | 1yas | e | ABAKRABALIKYOK Sl Ll
SMN2 2 Kopya | Serebellar Hipoplazi ve belirgin Fasyal

Bulgular ile Seyreden Xlinked MR

P4 numarali olgu klinigimize 16 aylk iken hipotoni, yurimede gecikme

sikayetiyle refere edildi. Dismorfik muayenesinde 6zellik olmayan olgunun

ebeveynleri arasi akrabalik vardi. Kromozom analizi 46, XX olan olgunun SMA
MLPA sonucu SMN1 geni ekzon7/8 2kopya ve SMN2 geni ekzon 7/8 2 kopya
olarak degerlendiriimigtir WES analizinde PPT1 geninde ¢.541G>T (p.

Val181Leu) patojenik varyanti homozigot olarak saptanmigtir.
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saptanan patojenik mutasyonlar OMIM’de otozomal resesif kalitimli “Ceroid

lipofuscinosis, neuronal, 1”7 ile iligkilendiriimis olup ebeveynler tasiyici olarak

tespit edilmis ve hastaya klinik izlem planlanmistir.

P20 ve P21 numaral olgular iki kardes olup klinigimize progresif kas gucu
kaybi ile bagvurmuslardir. Ebeveynleri yakin kdyden olan olgularin kromozom
analizleri normal olup SMA MLPA analizinde her ikisinde de SMN1 geni kopya
sayisi bir, SMN2 geni u¢ kopya olarak tespit edilmistir. Olgularin molekuler
karyotiplemesinde etiyolojiye yonelik patojenik CNV saptanmamasi Uzerine
WES planlanmigtir. WES analizinde MFN2 geninde c.677T>A (p.V226E) ve
c.1085C>T (p.T362M) patojenik varyantlari compound (bilesik) heterozigot
pozisyonda saptanmistir. MFN2 genindeki patojenik varyantlar, OMIM ‘de
otozomal resesif kalitimli “Charcot-Marie-Tooth disease, axonal, type 2A2B” ile
iligkilendirilmis olup hastalarin klinigi ile uyumlu bulunmustur. Ebeveynler

tastyici olarak tespit edilmis olup iki kardese klinik izlem planlanmistir.

P29 numarali olgu apne, hidrosefali, infantil muskuiler hipotoni bulgulari ile
klinigimize konsulte edlimis olup hastanin kromozom analizinde normal karyotip
saptanmistir. SMA MLPA analizi tasiyicihk ile uyumlu hastanin, molekiler
karyotip analizinde klinigini agiklayacak patojenik CNV saptanmamasi Uzerine
WES planlanmistir. Olgunun WES analizinde MTHFR geninde ¢.1072 C>T (p.
Arg358*) mutasyonu homozigot olarak saptanmistir. MTHFR geni OMIM ‘de
otozomal resesif kalitimli ‘Homocystinuria due to MTHFR deficiency’ ile
iligskilendirilmis olup hastanin klinigi ile uyumludur. Ebeveyn analizinde anne-

baba tasiyici olarak saptanmistir ve olguya klinik izlem planlanmigtir

P31 numarali olgu klinigimize hipotoni, fasyal dismorfizm, hipotiroidi
nedeniyle refere edilmis olup SMA MLPA sonucu SMN1 geni ekzon7/8 2 kopya
ve SMN2 geni ekzon 7/8 2 kopya olarak saptanmigtir. Karyotip analizinde
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46,XX,del(14)(q12)?,del(14)(q13)? saptanan olguya molekller karyotipleme
yapilmig olup hasta 14q13 delesyon sendromu olarak degerlendirilmis ve klinik

takip planlanmigtir.

P33 numarali olgu klinigimize kas gug¢suzlugul, mental motor retardasyon,
konusma bozuklugu nedeniyle yonlendirilmis olup karyotip analizi 46, XY
saptanmistir. Olgunun SMA MLPA analizinde SMN1 geni ekzon7/8 2kopya ve
SMN2 geni ekzon 7/8 2 kopya olarak degerlendirilmis, molekuler karyotip
analizinde hastanin klinigini agiklayacak patojenik CNV saptanmamasi Uzerine
WES planlanmistir. Olgunun WES analizinde DHX30 geninde ¢.385_386del (p.
R130Efs*1) patojenik varyanti heterozigot olarak saptanmigtir. DHX30 geni
OMIM’de otozomal dominant kalitimh “Neurodevelopmental disorder with
severe motor impairment and absent language” ile iliskilendirilmigtir. Olguya

Klinik izlem planlanmisgtir.

P35 numarali olgu klinigimize hipotoni ve febril konvulziyon dykusu ile
basvurmustur. Ebeveynleri arasi akrabalik olan olgunun kromozom analizi 46,
XX olup SMA MLPA analizinde SMN1 geni ekzon7/8 2 kopya ve SMN2 geni
ekzon 7/8 2 kopya olarak tespit edilmistir. Olgunun molekiler karyotiplemesinde
etiyolojiye yonelik patojenik CNV saptanmamasi Uzerine WES planlanmistir.
WES analizinde KCNMAL1 geninde c.761C>T (p.T254M) varyanti homozigot
olarak saptanmistir. KCNMA1 genindeki patojenik varyantlar;, OMIM’de
otozomal resesif kalitimli “Cerebellar atrophy, developmental delay, and
seizures (CADEDS) ve” Paroxysmal nonkinesigenic dyskinesia-3 with or without
generalized epilepsy” ile iligkilendirilmigtir. Ebeveynler tasiyici olarak tespit

edilmis olup olguya Klinik izlem planlanmistir

P43 numarali olgu 25 gunlik olup klinigimize izole hipotoni dykusu ile refere

edilmistir. Ebeveynleri arasi akrabalik olmayan olgunun kromozom analizi 46,
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XY olup SMA MLPA analizinde SMN1 geni ekzon7/8 2 kopya ve SMN2 geni
ekzon 7/8 2 kopya olarak tespit edilmistir. Myotonik Distrofiye yonelik yapilan
DMPK geni analizinde CTG tekrar sayisi 13 CTG / >50 CTG olarak tespit
edilmis olup hasta Myotonik Distrofi Tipl (DM1) tanisi almistir. Olguya klinik

izlem planlanmistir.

P44 numarali 3 yas olgu klinigimize anomal beyin MRI (anormal
miyelinizasyon) bulgulari ve agir hipotoni 6ykusu ile refere edilmistir. SMA
MLPA analizinde SMN1 geni ekzon7/8 2 kopya ve SMN2 geni ekzon 7/8 2
kopya olarak tespit edilen olgunun molekiler karyotiplemesinde etiyolojiye
yonelik patojenik CNV saptanmamasi Uzerine WES planlanmistir. WES
analizinde ASH1L geninde ¢.926G>A (p.G309E) varyanti heterozigot, CHD1
geninde ¢.4681C>T(p.H1561Y) varyanti heterozigot, NR2F1 geninde
c.861G>A(p.M2871) varyanti heterozigot olarak tespit edilmis olup her ¢
varyant da VUS (A variant of uncertain (or unknown) significance-Klinik Onemi
Belirsiz Varyant) olarak degerlendirilmistir. ASH1L geni OMIM ‘de OD Mental
Retardation-52 hastaligi ile, CHD1 geni OMIM’de OD Pilarowski-Bjornsson
syndrome (PILBO) ile, NR2F1 geni OMIM’de OD Bosch-Boonstra-Schaaf optic
atrophy syndrome (BBSOAS) ile iligkilendirilmigtir. Olguya aile analizi, klinik

degerlendirme ve takip planlandi.

P45 numarali 2 yas olgu ylrimede zorlanma sikayetiyle klinigimize
yonlendiriimis olup kromozom analizi 46, XY tespit edilmistir. SMA MLPA
analizinde SMN1 ekzon7/8 2 kopya ve SMN2 ekzon 7/8 3 kopya olarak tespit
edilmistir. Olgunun molekuler karyotiplemesinde patojenik CNV saptanmamig
olup DMD NGS panellinde VUS olarak degerlendirilen derin intronik iki varyant

hemizigot olarak saptanmistir. Olguya aile analizi ve klinik takip planlanmigtir.
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P49 numarali 2 yas olgu hafif kas gugsuzligu, eklemlerde esneklik, gabuk
yorulma nedeniyle klinigimize refere edilmis olup SMA MLPA analizinde SMN1
ekzon7/8 3 kopya ve SMN2 ekzon 7/8 2 kopya olarak tespit edilmistir. MolekUler
karyotiplemesinde klinigi agiklayabilecek patojenik CNV olmayan olgunun WES
analizinde COL12A1 geninde c.T294A(p. D98E) varyanti heterozigot olarak
saptanmistir. COL12A1 genindeki patojenik varyantlar, OMIM’de otozomal
dominant kahtimli ‘Bethlem myopathy-2 (BTHLMZ2), myopathic-type Ehlers-
Danlos syndrome’ ile iligkilii olup hastanin Klinigi ile uyumludur. Olgunun
annesinde de benzer sikayetler mevcut olup annede de ayni varyant

heterozigot olarak saptanmistir. Olgulara klinik izlem planlanmigtir.

P64 numarali olgu 15 aylik iken yarimeme ve 6gurme sikayetiyle tarafimiza
yonlendirildi. Dismorfik muayenesinde belirgin kirpikler ve kepge kulak olan
olgunun kromozom analizi 46, XYqgh+ olarak degerlendirilmigtir. SMA MLPA
sonucu SMN1 ekzon7/8 2 kopya ve SMN2 ekzon 7/8 2 kopya olarak
saptanmistir.  Olgunun molekiler karyotiplemesinde 16pl12.2 Delesyon

Sendromu saptanmis olup, olguda klinik takip planlanmistir.

P68 numarali 2 yas olgu hipotoni ve gelisme geriligi sikayetiyle
klinigimize ydnlendiriimis olup kromozom analizi 46, XY tespit edilmistir. SMA
MLPA analizinde SMN1 ekzon7/8 2 kopya ve SMN2 ekzon 7/8 2 kopya olan
olgunun molekuler karyotiplemesinde patojenik CNV saptanmamis olup CES
(Clinical Exome Sequencing) analizinde ARID1B geninde ¢.2987-1G>A varyanti
heterozigot olarak tespit edilmistir. ARID1B genindeki patojenik varyanttlar
OMIM’de otozomal dominant kahtimh “Coffin-Siris syndrome” ile iligkilendirilmis

olup kinik uyumlu bulunmusgtur ve klinik izlem planlanmistir.

74



P87 numarali 3 yas olgu yurumede zorlanma sikayetiyle klinigimize
refere edilmis olup kromozom analizi 46, XY saptanmistir. Olgunun SMA MLPA
analizinde SMN1 ekzon7/8 2 kopya, SMN2 ekzon 7/8 heterozigot delesyon olan
olgunun molekuller karyotiplemesinde patojenik CNV saptanmamis olup Limb
Girdle NGS panelinde MYOT geninde p. S55P (c.163T>C, p.Ser55Pro)
heterozigot varyanti saptanmistir. MYOT genindeki patojenik varyantlar OD
Myofibril Myopati ile iliskilendiriimis olup olguda aile ¢alismasi ve klinik izlem

planlandi.

P96 numaral 1 yas olgu hipotoni, mikrosefali, dismorfik ytz bulgulari ve
bradiaritmi bulgulariyla tarafimiza yonlendirilmis olup SMA MLPA analizinde
SMN1 geni 2 kopya, SMN2 geninde heterozigot delesyon tespit edilmigtir.
Molekuler karyotiplemesinde klinige yonelik patojenik CNV saptanmayan
olgunun aile dykusunde annesinin 4 gebeligi intrauterin ex ve 10 gunluk iken ex
kardes Oykusu vardi. WES analizinde MEGF8 geninde ¢.8284 G>A (p.G2762R)
varyanti homozigot olarak saptandi. MEGF8 genindeki patojenik varyantlar
OMIM’de OR Carpenter syndrome-2 (CRPT2) ile iligkili olup anne baba tasiyici

saptanmigtir. Olguda klinik izlem planlandi.

P140 numarali 1 yas olgu klinige hipotoni,gelisme geriligi ve IUGR ile
refere edilmis olp SMA MLPA analizinde SMN1 geni 2 kopya, SMN2 geni 2
kopya olarak saptanmigtir.Ebeveynler arasi akrabalilk olmayan olgunun aile
oykusunde dayida MR 6ykusu vardi.Molekuler karyotiplemede Xq12 bolgesinde
391 kbazlik delesyon saptanmis olup bu bdlgedeki lokalize OPHN1 genindeki
delesyon MLPA yontemi de konfirme edilmistir. OPHN1 genindeki delesyonlar
OMIM’de “Mental Retardation, X-Linked, With Cerebellar Hypoplasia And
Distinctive Facial Appearance” ile iligkilendirilmis olup annede de ayni delesyon

saptanmigtir.Aile analizi ve klinik takip planlandi.
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5.TARTISMA

Spinal muskuler atrofi (SMA), spinal kordun 6n boynuz hucrelerinde
progresif dejenerasyonla karakterize pediatrik néromuUskuller bir hastaliktir.
Dejenerasyon sonucu proksimal kaslarda gugsuzlik ve atrofi ile kendini
gOsteren SMA nadiren sporadik olarak olusabilse de hastalarin %9%’inde
otozomal resesif, geri kalan %5’inde ise otozomal dominant veya X’e bagl
kalitim gostermektedir (1). SMA Kkistik fibrozisden sonra bati toplumlarinda en
sik gorulen ikinci 6lumcul otozomal resesif hastaliktir. Bu toplumlarda insidansi
yaklasik 1/6000-1/10000 iken tasiyicilik 1/40-1/60°dir (2)

Hastaliga SMN1 geninde meydana gelen homozigot delesyonlar,
homozigot nokta mutasyonlari ve kromozomlarin yeniden dizenlenmesi neden
olurken, SMN2 geni kopya sayisindaki degisiklikler hastaligin prognozunda ve
guncel tedavilere verilen yanitta 6nem tasimaktadir(1) Saglikli bireylerde SMN2
geni kopya sayisi genellikle bir veya iki olarak degismekle birlikte klinik dnemi
bulunmamaktadir(6,25)

Calismamizda SMA 6n tanisi veya tasiyiciligi agisindan genotiplendirilen
hastalarin ve saglikli bireylerin SMN1 ve SMN2 gen kopya sayilarinin
degerlendiriimesi hedeflenmistir. Bu amacla 214 olgunun SMA MLPA verileri

retrospektif olarak yeniden analiz edilmigtir.

Calismaya alinan tium olgularda endikasyona bakilmaksizin SMN1 7. ve
8. ekzon kopya sayilari degerlendirildiginde 188 olguda (%87,8) iki kopya
saptanmigtir.  Saglikli  kontroller i¢cinde bakildiginda ise olgularin
136’sinda(%94,4) iki kopya saptanmis olup bu durum literattirle uyumludur.
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Arastirmamizda 18 olguda (%8,4) SMN1 7/8. ekzon bir kopya
(heterozigot delesyon), olarak saptanmig olup bu olgular tasiyici olarak
degerlendirilmistir. Tasiyiciigin yuksek saptanmig olmasi ailesinde kas hastaligi
Oykusu bulunan ayni aileden bireylerin ¢alismaya alinmig olmasina baglanmig
olup endikasyona gore saglikli kontrol olarak degerlendirilen 144 olgu iginde
tasiyiciliga bakildiginda; 6 olguda (%4,2) SMN1 7. ve 8. ekzonlarda heterozigot
delesyon saptanmis olup bu oran literatirdeki bildirimlerden yuksektir.
Tasiyicillik saptanan 6 bireyin 5'i Canakkale’li olup, kiguk bir populasyon
icinden evlilikler ve akraba evliliginin nadir olmasi nedeniyle tasiyicilik sikhgi
artmig olabilir; bu durumun netlestiriimesi i¢in daha buyuk olgekli calismalara

ihtiyag vardir

Taslyicilarda nadir olarak gorulen; 2+0 genotipi tasiyicilik taramasinda
yanlis negatif sonucglara yol acmaktadir Ayrica SMN1 genindeki nokta
mutasyonlar da standart tasiyicilik taramasiyla tespit edilemediginden yanlis
negatif tagiyici test sonuglarinin baska bir potansiyel nedenidir (27).Tasiyicilikla
ilgili bu iki durum da g6z Onune alindiginda calisma grubumuzda SMA

tasiyiciligi daha yuksek olabilir.

Hipotoni endikasyonu ile test edilen olgular arasinda 4 olguda (%22,2)
SMN1 7. ve 8. ekzonlarinda homozigot delesyon saptanmistir. Hipotoniye ek
olarak dismorfik bulgulari olan olgularda ise homozigot delesyon
saptanmamistir; kliniginde dismorfik bulgulari ve ek anomalileri olan olgularda
ilk planda SMA MLPA analizi yerine NGS, WES, WGS gibi daha kapsaml

molekuler tetkiklerin planlanmasi daha dogru bir yaklagim gibi gérinmektedir.

Hipotoni klinigi ile gelen olgularin %61,1’i(11/18) tani alirken, ek bulgulari
olan olgularin %26,5’i (9/34) tani almistir. izole hipotoni klinigi ile degerlendirilen

hastalardan tani konmayan 7 hastanin 4 tanesinin hem array hem wes analizi
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yapillmamisken, 3 tanesinin ise array analizi normalken wes analizi yapilmamistir.
Izole hipotoni Kklinigi ile miracaat eden hastalarda SMA MLPA array CGH, NGS

panel ve WES analizi yapildiginda olgularin timune tani konmustur.

Hipotoniye ek bulgulari olan olgulardan 7 tanesine WES analizi yapilmig
olup 6 tanesi WES analizi ile tani almistir. Ug hasta ise arrayCGH ile tani almistir.
Bu hasta grubunda SMA MLPA array CGH, WES analizi yapilan olgularin %88’i
tani almigtir. WES analizinin bu hasta gurubunda tani koyduruculugu (%66)

arrayCGH analizinden (%22) belirgin olarak daha yluksek bulunmustur.

Calismaya alinan tum olgular iginde 4 olguda (%1,9) SMN1 7. ve 8.
ekzon kopya sayisi 3 olarak dedgerlendiriimis olup, bunlarin 2’'si saglikli
kontrollerdir. Bu oran literatiirdeki bildirimlerden duisik olup bu durum

populasyonlarin farkli olmasindan kaynaklanabilir.

Endikasyona gore saglikl kontrol olarak degerlendirilen 144 olgu icinde
SMN2 7. ve 8. ekzon kopya sayilarina bakildiginda ise olgularin 86’sinda
(%59,7) SMN2 7. ve 8. ekzon kopya sayisi 2, 50’sinde (%34,7) SMN2 7. ve 8.
ekzon kopya sayisi bir (heterozigot delesyon), 2’sinde (%1,4) SMN2 7. ve 8.
ekzon kopya sayisi 3 olarak degerlendirilmistir. Olgularin 6’sinda, (%4,2) ise
SMN2 7. ve 8. ekzonda homozigot delesyon saptanmis olup saglikli kontrollerin

SMN2 kopya sayilari literatlirle benzerlik gostermektedir.

Park Je ve ark.’nin 2019 yilinda Kore’de SMA tasiyiciigina yonelik
yaptigi ¢calismada 1581 kordon kani 6rnegi MLPA yontemi ile analiz edilmis ve
29 (%1,81) yenidoganda SMA tasiyicihgi tespit edilmistir, olgularin higbirinde

homozigot delesyon saptanmamistir. Bu verilere dayanarak SMA tasiyiciliginin
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Kore niufusunda nadir olmadigini ve Kore'de tarama programi baglatmak igin bu
verilerin referans olabilecegini bildirmislerdir(115).

Li C. ve ark.’nin Cin’de SMA tasiyicihigini belirlemek amaciyla retrospektif
olarak 2005’'den 2016’ya kadar Cin’de SMA tasiyiciligi ile ilgili yayinlanan
literatUrleri tarayarak yaptiklari retrospektif ¢calismada; iginde saglikl kisilerin,
gebe olgularin ve kordon kaninin bulundugu yaklasik 120 000 olgunun SMA
analizleri degerlendirilmis olup tasiyicilik %2 olarak tespit edilmistir ve bu oranin
yurticinde ve dunyada ihmal edilemeyeceg@i vurgulanmigtir (116). Ayrica bu
arastirmanin sonucuna gore tagiyiciigin 2005°den 2016’ya dogru artma
egiliminde oldugunu saptamislardir ve zamaninda prenatal tani, genetik

danigma onermektedirler.

Dejsuphong ve ark.’nin 2018 yilinda Tayland’da 505 saglikli yetigkin
olguyu kapsayan calismasinda; vakalarin %1,78’'inde(9 olgu) tasiyicilik tespit
edilmigtir. Ayni ¢calismada vakalarin %90,5’'inde (457 olgu) SMN1 kopya sayisi
iki, %5,94’ande (30 olgu) SMN1 kopya sayisi u¢, %1,78’inde ise SMN1 kopya
sayis| dort ve uzeri olarak bulunmustur (117). Bizim ¢calismamizda ise saglkli
kontrollerin %94,4’Unde iki kopya, %1,4’Unde ise U¢ kopya bulunmus olup dort

ve Uzeri kopya sayisi olan birey yoktur

Taslyicihkla ilgili Hendrickson ve ark.’nin 2009'da Kuzey Amerika’'da
yaptiklari bir calismada 5 farkh irkta tasiyiciliga bakilmistir. Bu calismada
Kafkas irkinda tasiyicihk %2,7 (1/37), Askenazi yahudilerinde %2,2 (1/46),
Asyalilarda %1,8(1/56), siyahi Amerikalilarda %1,1 (1/91),
ispanyollarda%0,8(1/125) tespit edilmistir(118). Bu calismada en vyiiksek
tasiyicilik bizim g¢alhsmamiza (%4,2) da en yakin olan Kafkas irkinda

saptanmisgtir.
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Ayni calismada SMN1 kopya sayilari da degerlendirilmis olup Kafkas
irkinin %90,95’'inde SMN1 kopya sayisi iki, %6,3’'Unde U¢ kopya, Askenazi
Yahudileri’nin %82,53’Unde iki kopya, %15,26'snda uU¢ kopya, Asyalilarin
%87,34’Unde iki kopya, %10,90'ninda u¢ kopya, siyahi Amerikalilarin
%52,11’inde iki kopya, %46,79'inda U¢ kopya, ispanyol irkinin %84,44’ande iki
kopya, %14,79unda U¢ kopya saptanmigtir (118). Diger galismalara benzer
sekilde bizim olgu grubumuzda da iki kopya baskin olarak saptanmistir (Tablo
5.1).

Tablo 5.1 Hendrickson ve ark.(118) tarafindan saglkli olgulardaki SMN1
kopya sayilarinin degerledirildigi derleme ile bizim g¢alismamizdaki

verilerin karsilastiriimasi

Etnik Koken I Mo s Toplam (n)
1 kopya 2 kopya 3 kopya

Kafkas 28(%2,72)  935(%90,95)  65(%6,3) 1028
Askenazi Yahudileri  22(%22)  827((%82,53)  153(%15,26) 1002
Asya 18(%1,8)  897((%87,34)  112(%10,90) 1027
Afrika kokenli Amerikan  11(%1,1)  529(%52,11)  475(%46,79) 1015
ispanyol 8(%08)  870(%844)  152(%14,7) 1030
Bizim Calismamiz 6(%4,2) 136(%94,4) 2(%1,4) 144

Mevcut literatar verileri; Gineydogu ve Dogu Asya nufusunun (%1,6-2,1)
ve Kafkaslarin (%2,7) tasiyici sikhdinin benzer oldugunu gosterirken, siyah irkta

(%1,1) ve ispanyol (% 0,8) irkinda oldukga diisik oldugu gdérilmstir.
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Tan J. ve ark. tarafindan 2018 yilinda Cin’in Liuzhou kentinde yapilan bir
calismada 4931 saglikli gebe olguda SMA tasiyiciligi taranmig ve tasiyicilik
orani %1,2 olarak bulunmustur(119). Kendisi tagiyici olan vakalarin esleri de
analiz edilmis, bir olgunun esinin de tasiyici olmasi nedeniyle prenatal tani
yapilarak bir bebekte homozigot delesyon saptanmigtir. SMA’nin tarama
programlarina dahil edilmesi ciftlere prenatal tani ve PGD imkani sundugu

icin.dikkate alinmalidir.

Lefebvre ve ark.’nin 1995’te yaptiklari bir calismada saglikli kontrollerin
%4,4iGnde SMN2 geninde homozigot delesyon saptanmistir (6). Bizim
calismamizda da benzer gsekilde saglikl kontrol olarak alinan olgularin

%4,2’sinde SMN2 geninde homozigot delesyon saptanmistir.

Fang ve ark. tarafindan 42 SMA hastasi ve 212 saglikli kontrol Gzerinde
SMN1/SMN2/NAIP geni kopya sayilari degerlendirilmistir(120). Saghkli
kontrollerin SMN2 kopya sayilarina bakildiginda 10 olguda (%4,7) O kopya , 70
olguda(%33) 1 kopya, 130 olguda(%61,4) 2 kopya ,2 olguda (%0,9) 3 kopya
saptanmis olup bu degerler bizim c¢alismamiza yakindir (Tablo 5.2) Saglikl
grubun SMN1 kopya sayilarina bakildiginda ise 4 olguda (%1,9) 1kopya, 203
olguda (%95,7) 2 kopya, 5 olguda (%2,4) 3 kopya saptanmis olup bizim

¢calismamizda tasiyicilik daha yuksek saptanmistir.
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Tablo 5.2 Fang ve ark.’larn(120) tarafindan saghkh olgulardaki SMN1 ve
SMN2 kopya sayilarinin degerledirildigi derleme ile bizim galigmamizdaki

verilerin karsilastiriimasi

Fang Bizim
ve ark. calismamiz
GEN KOPYA SAYISI n=212 n=144
SMN1 1 4(%1,9) 6(%4,2)
2 203(%95,7| 136(%94,4)
3 5(%2,4) 2(%1,4)
SMN2 o 10(%4,7) 6(%4,2)
1 70(%33,1) 50(%34,7)
2 130(%61,3) 87(%%59,7)
3 2(%60,9) 2(%1,4)

Mailman ve ark. tarafindan 2002 yilinda yapilan 97 saglikl kontrolin
alindigi bir calismada; olgularin %14,4’'Unde SMN2 geninde homozigot
delesyon saptanmistir, %4’Unde ise SMN1 geni kopya sayisi 3 olarak
degerlendirilmigtir(25). Bizim c¢alismamizda ise saglikh kontrol olarak alinan
olgularin %4,2’sinde, tim olgularin da %4,2’sinde SMN2 geninde homozigot
delesyon saptanmis olup, %1,3’Unde SMN1 kopya sayisi 3 olarak
degerlendiriimigtir. Bunun nedeninin hasta grubuyla iligkili olabilecegi

dusundimustar.
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Ayni calismada 142 SMA hastasi hastaligin baslangi¢c yasina ve
hastalarin ~ klinigine gore siniflandinimis  ve SMN2 kopya sayilari
degerlendirilmistir(25). Hepsi 6 ayliktan énce tani almis 52 SMA tip1 hastasinin
%82,7’sinde SMN2 kopya sayisi iki, %13,5’unda bir, %3,9’unda ise dort olarak
saptanmigtir. Hepsi 18 yasindan sonra tani alan 90 SMA Tip 3 hastasinin ise
%77,8inde SMN2 kopya sayisi U¢, %22,2’sinde dort olarak tespit edilmigtir.
SMA Tip Il hastalarinin %100’4nde SMN2 kopya sayisi 3 ve Uzerinde iken
SMA Tip | hastalarinin sadece %3,8’'inde SMN2 kopya sayisi U¢ olarak tespit
edilmistir. Uglin (izerinde SMN2 kopya sayisi olan SMA Tip | hastasi yokken,
SMA Tip Ill tanili hastalar arasinda da bir veya iki SMN2 kopya sayisi olan da
tespit edilmemistir (25) (Tablo 5.3).

Tablo 5.3 Mailman ve ark. (25) tarafindan yapilan ¢aligmadaki 142 SMA

hastasinin SMN2 kopya sayilarinin degerlendirilmesi

SMN2 Kopya Sayist | SMATipl | SMATip TOTAL
1KopyaSMN2 | 7(13.5%) 0%0 7(4.9%)
2KopyaSMN2 | 43(82.7%) |  0(0%) 43 (30.3%)
3 Kopya SMN2 2(3.9%) | 70(77.8%) 72 (50.7%)
4 Kopya SMN2 0(0%) | 20(22.2%) 20 (14.1%)

Total 52 90 142

Calucho ve ark. tarafindan 625 ispanyol olgu ve retrospektif olarak diinya
genelinden 2834 olgunun alindigi 1999'dan 2018’e kadar yayinlanan SMN2
kopya sayisi ile SMA tiplerinin kiyaslandigi calismalarin degerlendirildigi bir
derlemede 3459 SMA hastasinin verileri analiz edilmistir(99). Bu derlemede
SMA tip 1 hastalarinin %73’inde SMN2 kopya sayisi iki, %7’sinde bir,
%20’sinde Ug¢, %171'inden azinda dort ve %7inden azinda bes olarak

saptanmigtir. SMA Tip 2 hastalarinin %78'inde SMN2 kopya sayisi Ug,
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%16’sinda iki, %5’inde dort, %1’inden azinda bes olarak bulunmustur. SMA Tip
3 hastalarinda ise %49’unda SMN2 kopya sayisi Ug, %44’Unde dort, %5’inde iki
olarak bulunmustur. Bu hastalarin %2’sinde SMN2 kopya sayisi bes, <%1’
inden az bir kisminda ise alti olarak tespit edilmistir (Tablo 5.4) (99)

Tablo 5.4 Calucho ve ark.(99) tarafindan 3459 SMA hastasi ile yapilan
calismada SMA klinik tiplerine gore SMN2 kopya sayilarinin

degerlendirilmesi

SMN2 kopya SMATip | SMA Tipll SMA Tip Il
sayisl n:1256 n:1160 n:1043
1 kopya SMN2 88 (%7) 4(<%1) 0(%0)
2 kopya SMIN2 919(%73) 190(%16) 54(%5)
3 kopya SMN2 245 (%20) 902(%78) 515(%49)
4 kopya SMIN2 3(<%1) 59(%5) 455(%44)
5 kopya SMIN2 1(<%1) 3(<%1) 16(%2)
6 kopya SMIN2 0 0 3(<%1)

Zhang ve arkadaslari tarafindan 2020 Ocak ayinda yayinlanan bir
calismada 40 SMA hastasinda SMN2 kopya sayisi ve NAIP gen kopya sayisi
ile hastalarin klinik fenotipi arasindaki iliski degerlendirilmistir(106). Calismaya
13 SMA Tip 1,16 SMA Tip Il ve 11 SMA Tip Ill hastasi dahil edilmistir. SMA Tip |
hastalarinin %61,5’unda (n:8) SMN2 kopya sayisi iki, %38,5’inde (n:5) SMN2
kopya sayisi Ug; SMA Tip Il hastalarin %12,5'unda(n:2) SMN2 kopya sayisi iki,
%75'inde (n:12) SMN2 kopya sayisi Ug, %12,5'unda(n:2) SMN2 kopya sayisI
dort, SMA Tip lll hastalarin ise %72,7’sinde (n:8) SMN2 kopya sayisi Ug,
%27,3'unde(n:3) SMN2 kopya sayisi dort olarak degerlendirilmistir.NAIP kopya
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sayilarina bakildiginda ise SMA Tip | hastalarinin %30,8’inde (n:4) homozigot
delesyon, %53,8'inde (n:7) NAIP geni kopya sayisi bir, %15,4’inde (n:2) ise
NAIP geni kopya sayisi iki ; SMA Tip Il hastalarin %68,8’inde(n:11) NAIP geni
kopya sayisi bir, %31,2’sinde (n:5) NAIP geni kopya sayisi iki, SMA Tip I
hastalarin ise %45,5'inde (n:5) NAIP kopya sayisi bir, %54,5'inde(n:6) NAIP
kopya sayisi iki olarak degerlendirilmistir(Tablo 5.5).

Tablo 5.5 Zhang ve ark.(106)’lan tarafindan 40 SMA hastasi ile yapilan
caismada SMN2 ve NAIP geni kopya sayilarinin SMA klinik tiplerine gore

degerledirilmesi

GEN  KOPYASAYIS|  HASTA SAYIS| LK SIIEFANA

SMATip | SMATipll  SMATip Il

SMN2 ) 10(%25) 8(%61,5) 2(%12,5) 0
3 25(%62,5) 5(%38,5) 12(%75) 8(%72,7)
4 5(%12,5) 0 2(%12,5) 3(%27,3)

NAIP 0 4(%210) 4(%30,8) 0 0
1 23(%57,5) 7(%53,8) 11(%68,8)  5(%45,5)
) 13(%32,5) 2(%31,2) 5(%31,2) 6(%54,5)

Bizim calismamizda da SMA tanili dért hasta mevcut idi ve SMA Tip |
tanili 3 hastanin SMN2 kopya sayisi iki iken SMA Tip Il tanih bir hastanin
SMN2 kopya sayisi 4 olarak de@erlendirilmistir. Diger ¢alismalarda da SMA Tip
| hastalarinda SMN2 geninde iki kopya baskin iken SMA Tip Il hastalarinda Ug,

dort kopya gorilebilmektedir.
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6.SONUG VE ONERILER

SMA’da, hastaliginin siddeti ve genel nufusta ylksek tasiyicilik orani géz
onune alindiginda, Amerikan Jinekoloji ve Obstetrik Dernegi (ACOG) ile
Amerikan Tibbi Genetik Denegi (ACMG) ciftlerde dogum 6Oncesi iIrk ya da etnik
koken gozetmeksizin SMA taramasini  Onermektedir (3). Hastahgin
morbiditesinin yuksek olmasi, kuratif bir tedavisinin olmamasi, mevcut tedavi
maliyetinin  yuksek olmasi nedeniyle gebelik O©Oncesi tarama Onem
kazanmaktadir. Ayrica SMA tipleri arasinda fenotip tahmini, SMN2 kopya
sayisinin ve diger genlerin modifiye edici etkileri nedeniyle karmasiktir. Ek
olarak, fenotip ve modifiye edici faktdrler arasinda tamamen &éngdricu bir
korelasyon yoktur. Degisken fenotipleri olan diger otozomal hastaliklara benzer
sekilde SMA tarama sonuglari tasiyici giftlerin hasta dogabilecek ¢ocuklarinda

fenotipik tahmini zorlastirmaktadir.

Ulkemizde de tasiyicilikla ilgili daha fazla galismaya gereksinim
duyulmakla birlikte bizim galismamizda diger irklardan daha yuksek ¢ikmigtir.
Calismamiz nispeten klguk olcekli bir calisma olsa da tasiyicilik konusunda yol
gOsterici olup SMA tasiyicilik taramasinin evlilik 6ncesi tarama programina
eklenmesi veya gebelik planlama asamasinda taramanin vyapilarak
preimplantasyon veya prenatal tani yontemleri hakkinda genetik danisma

verilmesi uygun olacaktir.

Calismamizdaki hastalari degerlendirirken SMA MLPA, arrayCGH, NGS
panelleri ve  WES birarada kullanildiginda izole hipotoni klinigi ile gelen
hastalarin %61,1’i tan1 alirken, ek bulgulari olan hastalarin %26,5’i tani almigtir

Cahsmamizdaki yuksek tani orani dikkate alindiginda hipotoni klinigi ile gelen
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hastalara tani konmasinda NGS panelleri, arrayCGH ve WES analizi gibi

molekuler yontemlerin birarada kullanimi gézonunde bulundurulmahdir.
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