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OZET

ALS HASTALARINDAKI NOROFILAMENT VE MAKROFAJ MiGRASYON
INHIBITOR FAKTORU PROTEIN DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

Guineriye OZEN

Molekdiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Yuksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi Senay VURAL KORKUT
Es Danisman: Dog. Dr. Ashihan GUNEL

Amyotrofik lateral skleroz (ALS) hastaligi yetiskin baslangich, ilerleyici ve 6limcul bir
norodejeneratif hastaliktir. Motor kortekste yer alan list motor néronlarin ve omurilik
ve beyin sapinda bulunan alt motor néronlarin 6lmesi sonucu istemli kas atrofisi
meydana gelmektedir. Hastaligin insidansi 4-8/100.000/yil olmakla beraber prevalansi
ise 3-8/100.000 oldugu varsayllmaktadir. ALS hastaligi ekstremite, bulbar ya da govde
baslangicli olabilmektedir. Hastaligin ilerleyen dénemlerinde ise solunum kaslarinda
tutulum sonucu 6lim meydana gelmektedir. ALS’nin etyolojisi tam olarak bilinmese de
genetik faktorler, oksidatif stres, RNA metabolizmasi bozukluklari, endoplazmik
retikulum stresi, noroinflamasyon ve protein c¢okelmeleri gibi mekanizmalarin
hastaligin olusumunda rol oynadigi diislintilmektedir.

ALS, 6zgiin diyagnostik bir test bulunmamasindan dolayi tanisi gic olan bir hastaliktir.
Biyobelirtecler, hastalik siiresince biyokimyasal yolaklardaki degisimlerin gostergesi
olan molekillerdir. Belirtegler hastaligin teshisi ve prognozunu takip icin
kullanilmaktadir. Ayrica ilag gelistirilmesi ve yeni ila¢g hedefleri tanimlama siireclerinde
onemlidirler. ALS icin calisilan aday biyobelirteclerden biri norofilamentlerdir.
Norofilamentler, néronlara 6zgiin sitoiskeletin 6nemli elemanlaridir ve akson yapisinin
olusturulmasinda goérev alirlar. ALS hastaliginin olusumunda noroinflamasyonun ve
immun sistem ile ilgili molekillerin seviyesinde degisimlerin ortaya ciktig
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bilinmektedir. Bu molekiillerden biri MiF olarak kisaca adlandiran makrofaj migrasyon
inhibisyon faktériidiir. MiF, immiin cevabin olusturulmasini saglayan sitokin benzeri bir
molekildir. Ayrica enzim gibi davranarak bazi hiicresel olaylara midahale
edebilmektedir.

Bu calismada biyobelirtec adayi olarak fosfondrofilament agir zincirinin ve MIF
proteinlerinin ALS hastalari, saglikli kontrol ve nérolojik kontrol gruplari arasindaki
farklarin incelenmesi amaclandi. Bu amag dogrultusunda, hasta ve kontrollerden alinan
kanlardan plazma kismi elde edildi. Plazmalardaki protein seviyelerinin 6lgimi igin
ELISA sandvi¢ yontemi kullanildi. Elde edilen veriler SPSS 23.0 programi ile analiz edildi.
Fosfonorofilament agir zincir proteininin seviyesinin saglikh kontrol grubuna goére ALS
hasta grubunda istatistiksel olarak farklh oldugu gorildi (p<0.05). Bu proteinin
seviyesinin ALS hasta grubunda daha yiiksek oldugu tespit edildi. Ayrica MIF proteini
seviyesi de ALS hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak farkli
bulundu (p<0.05). MIF proteininin seviyesinin ALS hasta grubunda kontrol grubuna
gore daha vylksek seviyede oldugu gorildi. Korelasyon analizi sonucunda ise
fosfonérofilament proteini ile MIF proteini seviyeleri arasinda giicli bir pozitif
korelasyon oldugu bulundu (p<0.01).

Sonu¢ olarak; bu proteinlerin seviyesi saglikli kontrol gruplarina gore ALS hasta
grubunda daha yiksek seviyede seyretmektedir. Yapilan ¢alismada nérolojik kontrol
grubu heterojen bir hasta grubundan olusmaktadir. Bu hasta grubu ile ALS hasta grubu
arasinda MIF ve fosfonérofilament protein seviyeleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark elde edilememistir.

Anahtar Kelimeler: Fosfonorofilament, pNFH, MiF, Makrofaj Migrasyon inhibe Edici
Faktor, ELISA, ALS
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ABSTRACT

INVESTIGATIONS OF NEUROFILAMENT AND MACROPHAGE MIGRATION
INHIBITORY FACTOR PROTEIN LEVELS IN ALS PATIENTS

Guineriye OZEN

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Adviser: Assist. Prof. Dr. Senay VURAL KORKUT
Co-Adviser: Assoc. Prof. Dr. Aslihan GUNEL

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a progressive and fatal neurodegenerative
disease with adult onset. Progressive degeneration of upper motor neurons in the
motor cortex and lower motor neurons in the spinal cord and brain stem cause
voluntary muscle atrophy. It is suggested that the incidence of the disease is 4-8 /
100,000 / year and the prevalence is 3-8 / 100,000. Onset of ALS can be in extremities,
bulbar region or trunk. In the later stages of ALS disease, death occurs because of the
failure of respiratory muscles. The etiology of ALS is not fully understood, but
mechanisms such as genetic factors, oxidative stress, abnormalities of RNA
mechanisms, endoplasmic reticulum stress, neuroinflammation and protein
aggregations are thought to play roles in the development of the disease.

Diagnosis of ALS disease is difficult, because of absence of specific diagnostic test.
Biomarkers are molecules that are indicative of changes in biochemical pathways
during disease. Biomarkers are used to monitor the diagnosis and prognosis of the
disease. They are also important in the process of drug development and identification
of new drug targets. One group of the candidate biomarkers for ALS are
neurofilaments. Neurofilaments are important components of neurons-specific
cytoskeleton and are involved in the formation of the axon structure.
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Neuroinflammation is also a mechanism that plays a role in the development of ALS. It
is known that changes in the level of neuroinflammation and molecules related to the
immune system have occured during ALS disease. One of these molecules is the
macrophage migration inhibitory factor, which is briefly referred to as MIF. The MIF is
a cytokine-like molecule that allows the formation of an immunologic response. It also
acts as an enzyme to intervene in some cellular events.

In this study, it was aimed to investigate the differences between the
phospfoneurofilament heavy chain and MIF proteins as biomarker candidates among
ALS patients, healthy control and neurological control groups. For this purpose, the
plasma fraction was obtained from blood taken from patients and controls. ELISA
sandwich method was used to measure protein levels in the plasma. The obtained data
were analyzed by SPSS 23.0 program. The level of phosphoneurofilament heavy chain
protein was found to be statistically different in ALS patient group compared to
healthy control group (p <0.05). The level of this protein was found to be higher in the
ALS patient group. In addition, the level of MIF protein was statistically different in the
ALS group compared to the healthy control group (p <0.05). It was observed that the
level of MIF protein was higher in the ALS patient group than in the control group. As a
result of the correlation analysis, it was found that there was a strong positive
correlation between phosphoneurofilament protein and MIF protein levels (p <0.01).

As a result; the levels of these proteins are higher in the ALS patient group than in the
healthy control group. In the study, the neurological control group consisted of a
heterogeneous group of patients. There was no statistically significant difference
between levels of MIF and phosphoneurofilament protein among this patient group
and ALS patient group.

Keywords: Phosphoneurofilament, pNFH, MIF, Macrophage Migration Inhibitor Factor,
ELISA, ALS
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Beyinde ve omurilikteki néronlarin dejenerasyonu sonucu meydana gelen hastaliklara
norodejeneratif hastaliklar denilmektedir. Norodejeneratif hastaliklar bilissel
rahatsizlik, hareketsel rahatsizlik ya da hem bilissel hem de hareketsel rahatsizliga
neden olan hastaliklar olarak lice ayrilmaktadir. Alzheimer hastaligi bilissel rahatsizlik,
motor noron hastaliklari hareketsel rahatsizlik ve demans hem bilissel hem de
hareketsel rahatsizlik olarak tanimlanabilir. Norodejeneratif hastaliklarin icinde motor
noron hastaliklari 6énemli bir alt grubu olusturmaktadir. Motor néronlar insanlarda
istemli hareketin olusmasini saglarlar ve alt ve Gst motor néronlar olarak ikiye ayrilirlar
[1]. Bir motor noéron hastaligi olan ALS (amyotrofik lateral skleroz), Lou Gehrig
(Amerikali beyzbol oyuncusu) hastaligi olarak da bilinir, motor néron hastaliklari iginde
sik gérilen ve motor korteks, omurilik ve beyin sapinda, alt ve list motor néronlarin
etkilendigi ilerleyici, genelde eriskin baslangich o6limcil bir hastaliktir. Hastalarin
ortalama yasam siiresi 3-5 yildir. ALS ilk kez 1869 yilinda Fransiz nérolog Jean-Martin
Charcot tarafindan merkezi sinir sisteminde gri ve beyaz cevheri etkileyen bir hastalik
olarak tanimlanmistir [2]. Hastaligin insidansi 4-8/100.000/yil olmakla beraber
prevalansi ise 3-8/100.000 oldugu disuntlmektedir. Erken kadin orani 1.6/1 olarak
bildirilmektedir. Hastalik 50-60 yaslarinda ortaya cikmaktadir. 70’li yaslarda hastaligin

gorilme orani en yliksek seviyesine ulasmaktadir. 80’li yaslardan sonra ise insidans



azalmaktadir [3]. Turkiye’de tahminen toplamda 8000-10000 kadar hasta bulundugu

disundlmektedir [4].

ALS hastaliginda omurilik, beyin sapi ve primer motor néronlarin 6limi meydana
gelmekte ve bu motor néronlarin 6limu birgok mekanizma sonucu gergeklesmektedir.
Hastalik sadece alt veya Gst motor néronlarin tutulumu ile baslayabildigi gibi hem alt
hem de st motor néronlarin tutulumu ile de baslayabilir. Ust motor néronlarin
tutulumu sonucu glgsuzlik, refleks artisi, kas sertligi; alt motor néronlarin tutulumu ile
ise glicslzluk, atrofi, fasikilasyon, kuvvetsizlik gibi semptomlar ortaya c¢ikmaktadir.
Hastaligin baslangici yaklasik %70 ekstremite, yaklasik %25 bulbar ve yaklasik %5 gévde
veya solunum baslangich olmaktadir. Ekstremite baslangigli hastalarda giigsizlik,
atrofi, fasikulasyon, kuvvetsizlik; bulbar baslangicli hastalarda yutma ve konusma
bozuklugu ve govde baslangicli hastalarda ise solunum bozuklugu semptomlari
gorulmektedir [5]. Hastalarin %50’si semptomlarin baslamasindan sonra 30 ay iginde,
%20’si ise 5-10 yil icinde 6lmektedirler ancak 10 yildan daha uzun siire yasayan hastalar
da bulunmaktadir [6]. Bunun nedeni ise ALS hastaliginin baslangic yeri ve alt ve/veya
Ust motor noéronlarin kaybinin siddeti ile ilgilidir. Sonugta solunum kaslarinin
zayiflamasi sonucu ortaya ¢ikan solunum yetmezIligi hastalarin 6limiine neden

olmaktadir [5].

ALS hastaliginin etyolojisi tam olarak bilinmemektir. Ancak motor néronlarin kaybi icin
bazi potansiyel mekanizmalar 6nerilmektedir. En 6nemli nedenlerden biri genetik
etkendir. Hastalik ailesel olarak %5-10 oraninda kalitiimaktadir lakin %90-95 oraninda
ise sporadik olarak ortaya ¢cikmaktadir. ALS hastaligi otozomal dominant, otozomal
resesif ya da X'e bagh kalitilabilmektedir. SOD1 (stperoksit dismutazl), TDP-43
(transactive response DNA binding protein 43), FUS (fused in sarcoma) ya da C90ORF72
(kromozom 9 acik okuma cercevesi 72) bu genlerin birka¢i olmakla beraber bu
genlerde meydana gelen mutasyonlar noéronlarin hiicresel mekanizmalarinin
bozulmasina neden olmaktadir ve sonuc¢ olarak motor néronlar 6lmektedir. Diger
onemli bir etken ise glutamat eksitotoksisitesidir. Bir nérotransmitter madde olan

glutamatin post-sinaptik noronlar Gzerinde bulunan glutamat alicisi reseptoérleri uzun



siire uyarmasi sonucu hicreye sirekli bir Ca*? girisi olmaktadir. Bu durum hicre
icindeki Ca*? homeostazisinin bozulmasina neden olarak hicreyi 6lime
suriklemektedir. Diger bir mekanizma ise norofilament anormallikleridir. Motor
noronlarin aksonlarinda hicre igi transport ve akson seklinin olusturulmasindan
sorumlu olan norofilamentlerin polimerizasyonunun bozulmasi sonucu motor néron
hicrelerinde norofilament ¢okelmeleri meydana gelmektedir. Bunun sonucunda motor
noronlar 6lmektedir. Motor néron hiicrelerin 6limiine yol acan bir diger etken ise
oksidatif strestir. SOD1 enzimi gibi hiicre icerisinde antioksidan aktivite gosteren
enzimlerin yapilarinin bozulmasi ya da toksik aktivite kazanmalari sonucu hicre
icerisindeki oksidatif streste artis meydana gelmekte ve hiicre dejenerasyona
ugramaktadir. RNA metabolizmasinda meydana gelen anormallikler de motor
noronlarin oOlimine neden olmaktadir. TDP-43 ve FUS gibi RNA'nin cekirdekten
sitoplazmaya tasinmasindan sorumlu proteinleri kodlayan genlerde meydana gelen
mutasyonlar sonucu protein yapisi bozulmakta ve nlkleer transport sekteye
ugramaktadir. Hiicre icin gerekli proteinlerin Uretilememesi nedeniylede motor néron
dejenerasyonu meydana gelmektedir. Ayrica mitokondride olusan fonksiyon
bozukluklari da motor ndéron 6limine yol acmaktadir. ALS hastalarinin hiicrelerinde
mitokondri sayisinda artis oldugu bulunmus, solunum zincirinde hasarlarin olustugu ve
mitokondri icinde Ca*? seviyesinin artmis oldugu bildirilmistir. Bltiin bunlar sonucu
motor noéronlarda apoptotik slregler baslamakta ve hiicrede o6lim meydana

gelmektedir [7], [8].

ALS tanisi konulmasi glic olan bir hastaliktir. Alt ve st motor néron bulgularinin
belirgin oldugu hastalarda ALS tanisi koymak kolay olsa da her zaman her iki motor
noron tipinin bulgulari beraber gézlenememektedir. ALS tanisi icin kan ve idrar testi,
MRI (manyetik rezonans goriintiileme), EMG (elektromiyografi), sinir iletkenlik testi,
TMS (Transcranial Magnetic Stimulation) ve kas biyopsisi gibi nororadyolojik ve
laboratuvar arastirmalar yapilmaktadir ve bu semptomlarda ilerleyici bir durumun
gozlemlenmesi gerekmektedir. Boylece benzer hastallk semptomlarina sahip

hastaliklar elenebilmektedir. Hastaligin baslangici esnasinda aile hikayesi bulunan



kisilerde genetik inceleme yapilabilmekte ve bu sayede tani koymak kolaylagsmaktadir.
ALS hastaliginin tanisi igin ilk kez 1990°da El Escorial tani kriterleri belirlenmistir.
Yapilan klinik ve laboratuar incelemeler sonucu belirlenen El Escorial kriterlerine gore
ALS tanisi konulmaktadir. Ancak bu kriterlere ragmen ALS tanisi koymak kolay degildir
¢linkli ALS hastaliginin tanisi icin 6zglin bir biyobelirtec ya da tibbi teshiste
kullanilabilecek bir test bulunmamaktadir [9], [10], [11], [12].

Ginlmuzde ALS hastaliginin  teshisinde  kullanilabilecek  bir  biyobelirteg
bulunmamasina ragmen yapilan klinik arastirmalarda bulunan aday biyobelirtecler
hastaligin seyri acisindan anlamli sonuglar verebilmektedir [11]. Norofilamentler,
motor néronlarin aksonlarinda bulunan, transport ve hiicre seklinin olusmasinda gérev
alan molekdllerdir. Li ve ark. tarafindan yapilan ¢alismalarda bir nérofilament alt birimi
olan norofilament agir zincirinin fosforlanmis (pNF-H) yapisinin kanda ve beyin omurilik
sivisinda (BOS) seviyesinin arttigi bildirilmistir [13]. Leyton-Jaimes ve ark. ise yaptiklari
fare modeli g¢alismalari sonucu bir sitokin benzeri molekil olan makrofaj migrasyon
inhibitdér faktéri’niin (MiF) motor néronlarda oksidatif stres driinlerinin seviyesinin

diismesini saglamasi ile hiicre 6limlerinin azaldigini bildirmislerdir [14].

1.2 Tezin Amaci

Biyobelirtegler, insan doku, hiicre ve sivilari gibi biyolojik ortamlarda olgllebilen
hiicresel, biyokimyasal ve molekiler degiskenler olarak Hulka ve arkadaslari tarafindan
tanimlanmistir [15]. Daha sonra 1998’de National Institutes of Health Biomarkers
Definitions Working Group tarafindan biyobelirtecler, terapotik miidahaleye yanit,
patolojik stireclerin ya da normal biyolojik stireclerin bir gdstergesi olan objektif olarak
Olclilen ve degerlendirilen bir biyolojik 0zellik olarak tanimlanmistir [16].
Biyobelirtegler hastalik siiresince degisen biyokimyasal yolaklari yansitan molekiillerdir.
Klinik olarak hastaligin tahmini, nedeni, teshisi, gelismesi, gerilemesi ve hastalik
tedavisinin ciktilarini anlamada, ila¢ gelistirilmesine yardimci ve yeni ilag hedefleri

tanimlama gibi stireclerde 6nemlidirler. Bu molekiller sayesinde hastalikla ilgili genetik



cerceve olusturulabilir, hastanin mutasyona sahip olup olmadigi ya da hastalik fiziksel

olarak semptom gostermeden kisinin hasta olup olmadigi tespit edilebilir [17].

Sinir sistemi hastaliklarinin biyobelirteg arastirmalarinda kan, beyin, BOS, kas, sinir, deri
ve idrar veri toplamak igin kullanildigi gibi beyin gorintileme yodntemleri de
kullanilmaktadir [18]. Biyobelirtegler sayesinde ALS hasta popilasyonu iginde belli bir
ilaca en iyi cevabi verebilecek olanlar siniflandirilabilir, gelistirilen ilacin sinir sistemi
icinde hedefine ulasip ulasmadig degerlendirilebilir [19]. Klinik olarak kullanilacak
biyobelirtecin kandan olcllebiliyor olmasi 6nemlidir, clinkii hastalik semptomlari
gozlemlenmeden 6nce kandan yapilacak olglimler sayesinde daha erken ve hizl teshis
konulabilir. Ayrica insandan kan alim protokolii g6z online alinirsa diger teshis
ydntemlerine gére daha kolay, hizli ve acisiz olabilmektedir. Ornegin BOS’ndan
Olclilebilen bir biyobelirtec icin oncelikle hastadan BOS alinmasi gereklidir ve bunun
icin uygulanacak protokolii her hasta kabul etmeyebilir. Bu goz 6nine alindiginda

kandan 6lcilebilen bir biyobelirtecin bulunmasinin 6nemi artmaktadir.

Gunlmuzde vyapilan arastirmalarda belirlenen aday biyobelirteglerden biri
norofilamentlerdir. Norofilamentler, akson seklinin olusturulmasinda ve aksonda
transportta gorev alan molekillerdir. Norofilamentler bircok post-translasyonel
modifikasyona ugramaktadirlar. Bunlardan biri de fosforlanmadir. Fosforlanmis
norofilamentler aksonda yer almaktadirlar. ALS hastalarindan alinan BOS ile yapilan
arastirmalarda pNF-H seviyesinin Alzheimer hastalarinin BOS pNF-H seviyesine kiyasla
10 kat fazla ve kontrol grubuna gore de daha yiksek oldugu tespit edilmistir. Sadece
BOS ile degil kan plazmasi ile yapilan arastirmalarda da pNF-H seviyesinin ALS
grubunda kontrol grubuna gore yiksek oldugu bulunmustur. Bu protein klinik olarak
bir biyobelirte¢ olarak kullanilmasa da glinimizde hastalik hakkinda tahmin igin

kullanilabilen bir biyobelirtectir [20].

Noéroinflamasyon, ALS hastaliginin olusumunda rol oynayan mekanizmalardan biridir.
Yapilan calismalarda inflamasyon ve immin sistem ile ilgili molekillerin seviyesinde
degisikliklerin meydana geldigi bildirilmistir. Bu molekiillerden biri de MiF’diir. MIF,

sitokin benzeri bir molekildiir. Ayrica enzim gibi davranarak cesitli hiicresel olaylarda



gorev alabilmektedir. Israelson ve ark. tarafindan vyapilan hayvan modeli
arastirmalarinda bu molekilin hasarli néronlara midahale ederek canlinin yasam

suresini uzattigi bildirilmistir [21].

Tezde onceki arastirmalara gére pNF-H ve MiFin aday kan biyobelirtecleri olarak
arastirlmasi  amaglanmistir.  ALS hastaliginin  teshisi igin arastirilacak bu kan
biyobelirteglerinin, hastalik semptomlari gézlemlenmeden 6nce erken dénemde ve
hizli bir sekilde teshis konulmasi, hastaligi ilerlemis hastalarin tedavisi icin daha uygun
tedavi yontemlerinin gelistirilmesi veya hastalik seyrini yansitmasi agisindan uygunlugu
degerlendirilecektir. Ayrica bu arastirilacak kan biyobelirteglerinin ALS hastaliginin
tedavisi icin yapilan ilag gelistirme calismalarinda hedef protein olarak yer alma ihtimali

bulunmaktadir.

1.3 Hipotez
Bu calismada;

*ALS hastalarindan, norolojik kontrol grubu olarak belirlenen hastalardan ve kontrol

grubu olarak da saglikh kisilerden kan alinmasi,
eKanlardan plazma elde edilmesi,

eKan plazmasindan, pNF-H ve MIF ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) kitleri

kullanilarak protein tayini yapilmasi,

eElde edilen verilere gore istatistiksel analizlerle hasta gruplari ve kontrol grubu

arasindaki protein miktarlarinin degerlendirilmesi yapilacaktir.

Yapilan literatiir taramasi sonuglarina gére pNF-H ve MIF protein seviyelerinin ALS
grubunda, saglikh kontrol ve norolojik kontrol gruplarina goére farkli olmasi
beklenmektedir. ALS hasta grubunda plazma pNF-H ve MIF protein seviyelerinin saglikli
kontrol ve noérolojik kontrol gruplariyla karsilastirildiginda farkliliklar gosterecegi bu
calismanin temel hipotezi olarak belirlenmistir. Bu miktar farkliliklarindan yola c¢ikarak
pNF-H ve MIF proteinleri ALS hastaliginin tanisi ve ilerlemesi icin biyobelirte¢ olarak

kullanilabileceklerdir.



Bu c¢alismada istatistiksel hesaplamalar SPSS programiyla parametrik ve parametrik
olmayan testler kullanilarak yapilmistir. Metodolojik olarak, pNF-H ve MIF
proteinlerinin seviyelerinin ALS, nérolojik kontrol ve saglikh kontrol gruplari arasinda
bir fark bulunmadigi yokluk hipotezimiz olarak belirlenmistir. Sonugta ALS grubunda
pNF-H ve MIF protein seviyelerinin saghkli kontrol ve nérolojik kontrol grubuna gére

kandaki miktarinin fazla olacagi alternatif hipotezimiz olarak belirlenmistir.

Norolojik kontrol grubumuz igerisinde demans, Parkinson ve multiple skleroz (MS)
hastalari bulunmaktadir. Bu hastaliklarda beyinde etkilenen bolgeler farkhdir. Fakat bu
hastaliklarin ortak noktasi, oksidatif stres, norofilament proteinlerin hasarlanmasi ve
noroinflamasyon sonucu aksonal dejenerasyonun meydana gelmesidir. Yapilan bir
calismaya gore pNF-H proteininin aksonal hasarin bir gostergesi olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir [22]. Buna ek olarak norodejeneratif hastaliklarda néroinflamasyonun rol
oynadigl bilinmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda ALS hastaligl, nérolojik kontrol ve
saglikh kontrol gruplarinda pNF-H proteininin ve inflamasyonda rol alan bir protein
olan MIF proteininin seviyesi 6l¢iilmistiir. Bu dl¢limler sonucunda da pNFH ve MIF
proteinlerinin ALS hastaligi icin muhtemel kan biyobelirteci olup olamayacagi

degerlendirilecektir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Norodejeneratif Hastaliklar

Norodejeneratif hastaliklar merkezi ve periferik sinir sistemininde yer alan sinir
hiicrelerini etkileyen ilerleyici heterojen hastalik grubudur. Sinir sisteminde yer alan
noronlarin 6lmesi sonucu ortaya cikmaktadirlar [23]. Sporadik veya ailesel olarak
kalitilmasi, ilerleyici olmasi, geg¢ yasta baslamasi, genetik ve ¢evresel etkenlerle ortaya
¢tkmasi, sinir sisteminde protein ¢okelmelerinin olusmasi ve belli néronlarin

dejenerasyonuna neden olmasi nérodejeneratif hastaliklarin ortak 6zellikleridir [24].

Noérodejeneratif hastaliklarin siniflandiriimasinda genetik etyoloji, klinik ve patolojik
Ozellikleri dikkate alinmaktadir. Hastaligin olusmasinda sadece tek bir gen etkili
olabilecegi gibi birden fazla gen de etkili olabilmektedir. Ayrica noérodejeneratif
hastaliklarin olusmasinda cevresel etmenlerin de etkisi bulunmaktadir. Bu hastaliklarin
olusmasinda rol oynayan patolojik mekanizmalar net olarak bilinmese de endoplazmik
retikulum (ER) stresi, oksidatif stres, mitokondriyal islev bozuklugu, aksonal transport
hasarlari, néroinflamasyondaki degisiklikler gibi potansiyel mekanizmalarin rol oynadigi
duslinilmektedir. Norodejeneratif hastaliklarin en 6nemli ayirict 6zelliklerinden biri
anormal olarak katlanmis protein ¢okeltilerinin (Alzheimer hastaliginda amyloid beta,

Parkinson hastaliginda alfa synuclein, ALS’de TDP-43) varligidir. Bu durum néronlarin



hlcresel mekanizmalarinin bozulmasina neden olmakta ve sonug¢ olarak néronlarin

olimiine yol agmaktadir [8].

Norodejeneratif hastaliklar, hareketsel rahatsizlik (6rn. Motor noéron hastaliklari,
Parkinson hastalgl), bilissel rahatsizlik (6rn. Alzheimer hastaligl, Fronto Temporal
Demans (FTD)) ve hem bilissel hemde hareketsel rahatsizlik (6rn. Lewy cisimli demans)
olmak (izere U¢ gruba ayrilmaktadirlar [1]. Ayrica nérodejeneratif hastaliklarin
siniflandiriimasi néronlarin dejenere oldugu bolgeye gore de yapilmaktadir (Sekil 2. 1)
Alzheimer hastaligi serebral korteksi, Parkinson hastaligi substantia nigra’daki
dopaminerjik néronlari, Huntington hastaligi GABAergic noronlari, ALS hastali§i motor

noronlari etkilemektedir [25].

_ Prion Hastahg:

« ' Kortikal Bolge

. .pf Serebral Atrofi
PrP

Frontotemporal Demans

Frontotemporal : 7 94 Alzheimer Hastahg:
Serebral Atrofi * Q . Temporoparietal
Tau Cokelmeleri, J.‘, Serebral Atrofi

A-beta Plaklan, Fibriller

Serebral Atrofi
Lewy Cisimcikleri

Lewy Cisimcikli Demans
Frontotemporal - " < :

w Parkinson Haastaligs
. Orta Beyin
Substantia Nigra
Lewy Cisimcikleri
Huntington Hastahg
Bazal Ganglia |

Neostriatal *
Néoronal Kayip ve Astrotosis

T ALS

&‘ Motor Korteks, Beyin Sapi, Omurilik
- ' ! Motor Néronlann ve Kaslarin Atrofisi

= inkliizyonlar

Sekil 2. 1 Sinir sistemini etkileyen bazi nérodejeneratif hastaliklar ve beyinde etkiledigi
bolgeler [23]

2.1.1 Motor N6ron Hastaliklari

Motor noéron hastaliklari yetiskin baslangich norodejeneratif hastaliklarin etiyolojik
olarak heterojen olan bir alt grubunu olusturmaktadir. Motor korteks, beyin sapi ve
omurilikte yer alan motor néronlarin dejenerasyonu ile bu noéronlarla iletisim icinde

olan kaslarda atrofi olusmasi sonucu motor noéron hastaliklari olusmaktadir [26].




Motor néronlar oldukga uzun aksonlari olan farklilagsmis ve polarize sinir hicreleridir.
Ust ve alt motor néronlar olarak gruplandiriimaktadirlar. istemli hareket
olusturulurken motor korteksten koken alan st motor noronlar omurilik
boynuzundaki alt motor noéronlarla dogrudan ya da dolayl olarak sinaps yapar,
omurilik ve beyin sapindan kdken alan alt motor néronlar da iskelet kaslarini uyarmak
icin kas lifleri ile sinaps yapmaktadirlar [27]. Ust motor néronlar, alt motor néronlarin
uyarilmasini  norotransmitter olarak adlandirllan  kimyasal maddeler ile
saglamaktadirlar. Alt motor ndéronlarda kaslarin uyarilmasini nérotransmitterler ile
saglayarak istemli kaslarin hareketi meydana gelmektedir. Beyin sapindan kdken alan
alt motor noronlar yiz, agiz, bogaz ve dildeki kaslari kontrol ederken, omurilikten
koken alan alt motor néronlar uzuv, goévde, bas, boyundaki kaslari, diyafram ve
solunum kaslari gibi diger istemli kas grubunu kontrol etmektedirler [28]. Bu motor
noronlarin biyokimyasal mekanizmalarinda yasanan aksakliklar sonucu motor néronlar
dejenere olmaktadirlar. Bu dejenerasyon kaslara giden sinirsel uyarilarin aksamasina
neden olmaktadir. Sonugta istemli kas hareketleri yapilamamaktadir ve istemli kaslarin

kullanilamamasi sonucu kaslar zayiflamakta ve atrofiye ugramaktadirlar [3].

Alt motor noéronlarin kaybi sonucu kaslarda gilicstizllik, atrofi ve seyirme gozlenirken,
Ust motor néronlarin kaybi ile kaslarda glicstzlik, sertlesme, hareketlerin yavaslamasi
ve kas tonusunda artis olmaktadir. Ayrica bulbar kaslarin etkilenmesi ile de konusmada
ve yutmada glglik meydana gelmektedir. Bunun yaninda akil, zeka, diisinme,
hissetme, sindirim sistemi, kalbin isleyisi, kan basinci, vicut sicakhgl motor noron

dejenerasyonundan etkilenmemektedir [28].

Motor néron hastaliklari tist motor néron ve/veya alt motor néron tutulumuna gore

siniflandiriilmaktadirlar.
2.1.1.1 Ust motor néron hastaliklari

Primer lateral skleroz: Kortikospinal motor néronlarin dejenerasyonu sonucu ortaya
¢ikmaktadir. Baslangic yasi 40-50 civarinda fakat daha geng¢ yasta hastalarda
bulunmaktadir. Juvenil primer lateral skerozun ortaya ¢ikmasinda ALS2 (alsin) geni

etkili olmaktadir. Zayiflik, kas sertligi, hareketlerde yavaslama, denge bozuklugu
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semptomlari  gbzlemlenmekte olup yavas seyreden bir hastaliktir. Once alt
ekstremitelerde zayiflik ortaya ¢ikmakta fakat zamanla Gst ekstremitelere ve bulbar

kaslara yayillim gostermektedir [29], [30].

ALS2 geni juvenil primer lateral skleroz ile baglantili bir gendir. Alsin proteini kiguk
GTPaz Rab5 icin guanin niikleotid degisim faktori olarak islev gérmektedir ve hiicre ici
endozomal trafikte rol oynamaktadir. Yapilan ¢alismalarda alsin proteini mutant SOD1

proteinine baglanarak motor néronu toksisiteden korudugu bildirilmistir [31], [32].

Kalitsal spastik parapleji: Heterojenik bir hastalik olup, otozomal dominant, otozomal
resesif ve X-baglantil resesif olarak kalitilan bir hastaliktir. 40’tan fazla genetik bolge
hastaligin olusumuna etki etmektedir [29]. Kortikospinal aksonlarin ilerleyici kaybi ile

alt ekstremitelerde spastisite ve gligslizliik ortaya ¢ikmaktadir [33].

SPG4 (spastin) geni bu hastalikla baglantili genlerden biridir. ATPaz aktivitesine sahiptir
ve in vitro olarak mikrotiibilleri ayirmaktadir. Bu gende meydana gelen mutasyon
sonucu noronal mikrotiibillerde hasar meydana gelmekte ve bu da néronal gelismeyi

engellemektedir [33].
2.1.1.2 Alt motor néron hastaliklar

Spinobulbar kas atrofisi: Ayrica Kennedy hastaligi olarak da bilinmektedir. Yetiskin
dénemi baslangich bir hastalik olup X-baglantil olarak kalitilmaktadir. Ekstremite
kaslarin etkilenmesi ile gli¢slizlik, ylrime glicliigl, atrofi ve fasikilasyonlar
olusmaktadir. Bulbar kaslarin etkilenmesi ile de konusma ve yutma glgclGginin
olusmasi hastaligin belirtileri arasindadir. X kromozomu Ulzerinde yer alan AR (androjen
reseptor) geni Uzerinde yer alan CAG (sitozin-adenin-guanin) tekrarlari hastaligin
ortaya ¢cikmasina neden olmaktadir [3]. Bu gen, proteinin N-terminal transaktivasyon
alanindaki poliglitamin ve poliglisin kanallarini kodlayan iki polimorfik trinikleotid
tekrar segmenti icermektedir. Bu protein, steroid hormon aktive edilmis transkripsiyon
faktori olarak calismaktadir. Poliglutamin CAG tekrar sayisi 38-62 arasinda olan

kisilerde hastalik ortaya ¢cikmaktadir. Gen lzerinde bulunan bu tekrar sayisinin artmasi
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ile protein katlanma sirasinda yanlis katlanmaktadir. Yanlis kantlanmis protein motor

noronlar icin nérotoksik bir 6zellik kazanmaktadir [34].

Spinal kas atrofisi: Hastalikta omurilik ve bulbar alt motor néronlarin dejenerasyonu
gozlemlenmektedir. Cocukluk dénemi baslangich 6limcil bir hastaliktir ve otozomal
resesif, otozomal dominant ya da X-baglantili olarak kalitiilmaktadir. Genel belirtiler
glgslizlik, solunum yetmezligi, kas tonusunun ileri derecede azalmasidir [3]. SMN1
(survival of motor neuron 1) geninde meydana gelen mutasyonlar ya da delesyonlar
hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. SMIN proteini, splayzomal snRNP (small
nuclear ribonucleoproteins) ve mRNA biyogenezinde rol alir ve bu proteinin yapisinin
bozulmasi ile hiicre igi mekanizmalar bozulmaktadir. Sonug¢ olarak motor néron

dejenerasyonu meydana gelmektedir [35].

2.2 Alt-Ust Motor Néron Hastaligi: ALS

ALS, “merkezi sinir sisteminde hem gri hem de beyaz cevheri tutan ilerleyici paralitik
sendrom” olarak ilk defa 1869 yilinda Fransiz nérolog Jean-Martin Charcot tarafindan
tanimlanmistir. Bu hastalik Charcot hastaligl ya da Lou Gehrig hastaligi olarak da
adlandirilmaktadir [2]. ALS hastaligi genelde yetiskin baslangigli, ilerleyici ve 6limcil bir
norodejeneratif hastaliktir. Motor korteksteki tGist motor néronlar ile omurilik ve beyin
kokindeki alt motor néronlarin tutulumu sonucu istemli kas atrofisinin meydana
geldigi tek hastaliktir. Hastaligin insidansi 4-8/100.000/yil olmakla beraber prevalansi
ise 3-8/100.000 oldugu duastnilmektedir. Erken kadin orani 1.6/1 olarak
bildirilmektedir. Hastalik 50-60 yaslarinda ortaya ¢cikmakta ve 70’li yaslarda hastaligin
orani en ylksek seviyesine ulasmaktadir. 80’li yaslardan sonra insidans azalmaktadir
[3]. Tahminen Tirkiye’de her sene 1500-4500 civarinda kisiye hastalik tanisi
konulmakta ve toplamda 8000-10000 kadar hasta bulundugu disiuniilmektedir. Bu
konuda herhangi bir epidemiyolojik calisma yapiimadigindan hasta sayisi kesin olarak

bilinmemektedir [4].

ALS hastaligl ekstremite, bulbar ya da govde baslangich olabilecegi gibi ekstremite ve

bulbar tutulumun birlikte basladigi durumlarda bulunmaktadir. Hastaligin %70’
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ekstremite, %25’i bulbar, %5’i de govde baslangich olarak ortaya cikabilmekte ve
zamanla diger bolgelere yayilim gostermektedir [5]. ALS hastalarinin %15’inde bilissel
bozukluk da meydana gelebilmektedir. Bu hastalarda FTD gelisme ihtimali
bulunmaktadir [36]. Alt ve Ust motor néronlarin tutulumuna bagl olarak hastalarda
farkli semptomlar gelismektedir. Genelde hastalarda ilk semptom olarak gligsizlik
meydana gelmektedir. Daha sonra ¢abuk yorulma, kuvvetsizlik, parmak hareketlerinin
bozulmasi gibi sikayetler goriilmektedir [3]. Hastaligin klinik bulgulari tutulum
bolgelerine gore degisiklik gostermektedir (Sekil 2. 2). ALS hastaliginin ilerleyen
dénemlerinde solunum kaslarinda tutulum sonucu gligsiizlik meydana gelmektedir.
Hastalarin cogunda 6lim solunum bozuklugundan meydana gelmektedir. Hastalarin %
50’si klinik semptomlarin baslangicindan sonra 30 ay icinde 6lmektedir, hastalarin
%20’si ise 5-10 yil arasi yagamaktadir. Hastaligin ilerleyen yaslarda baglamasi ve erken
solunum bozuklugu kisa yasam siresi ile baglantiliyken, erken yaslarda goriilmesi ve

ekstremite baslangich olmasi uzun sireli sagkalim ile sonuglanmaktadir [5].

UMN BELIRTILERI
Babinski refieksi
Hiperrefieks
Psédobulbar etk
Kaslarda serdik
Hefiman belirgsi
Kusma refieksi

Cene refieksi

_|AMN BELIRTILERI
Atrof

Glcsiziik
Fasikilasyoniar
Hiporefieks ya da arefieks

W Primer motor korteks (UMN)
M Bubar ve Spinal noronlar (AMN)
Frontotemporal korteks
B Okiler motor noronlar
Vezikorekial motor ndronlar (Onuf celirdekien)

Sekil 2. 2 Alt ve ist motor noronlarin beyindeki
yerlesimi ve bu motor néronlarin hasar gérmesi
sonucu ortaya ¢ikan semptomlar [37]
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ALS hastaliginin tanisi igin spesifik bir diyagnostik test bulunmamasi nedeniyle ALS
tanisi glic olan bir hastaliktir. Ayrica hastaligin ilk goruldigi zamanlarda sadece alt
motor noron, Ust motor noéron ya da bulbar baslangich olmasi, kilo kaybi gibi
semptomlardan dolay! diger baska hastaliklarlarla karistirilabilmektedir. Bu nedenle
ALS tanisiigin ilk kez 1990 yilinda El Escorial kriterleri tanimlanmistir. Daha sonra 1998
yilinda bu kriterler yenilenmistir. Bu kriterlere gore hastalik kesin ALS, muhtemel ALS,

laboratuar destekli muhtemel ALS, olasi ALS olarak dért gruba ayrilmistir [10].

ALS hastaliginin tanisi igin bazi tani metodlar bulunmaktadir. Alt motor néron
tutulumu sonucu meydana gelen alt motor néron kaybi icin EMG yoOntemi
kullanilmaktadir. Ust motor néronlarin kaybini belgelemek icin de TMS ydntemi
kullanilmaktadir. Bunlarin disinda PET (pozitron emisyon tomogrofisi), MRI, kas

biyopsisi, sinir iletim testleri gibi 6lcim yontemleri kullaniimaktadir [8], [20].

ALS hastaliginin olusmasi igin alt-tGst motor ve bulbar néronlarin tutulumunun birlikte
olmasi gerekmektedir. Ancak her zaman tutulumlarin hepsi birlikte ortaya

¢tkmamaktadir. Bu nedenle ALS alt gruplara ayrilmistir. Bunlar;

Progresif muskuler atrofi (PMA): Sadece alt motor néronlarin tutulumu ile ortaya
cikmaktadir. Yavas ya da hizli seyredebilmektedir. Kollarda ve bacaklarda semptomlar
gorilmekte ve asimetrik olarak ortaya cikmaktadir. ilerleyen siireclerde ALS'ye

doénidsme ihtimali bulunmaktadir [38].

Progresif lateral skleroz (PLS): Sadece (ist motor néronlarin tutulumu ile gézlenen bir
hastaliktir. ALS’ye gore daha yavas ilerlemektedir. Hastalarin %77’sinde 3-4 yil icinde

ALS hastaliginin bitin semptomlari ortaya ¢itkmaktadir [38].

Progresif bulbar palsi (PBP): Kraniyal sinirlerin alt motor néron tutulumuna bagl
semptomlar ortaya cikmaktadir. Bulbar kaslarin etkilenmesi sonucu dizartri, disfaji, kilo
kaybi gozlenmektedir. Hizli ilerleyen bir hastalik olup 2-3 yil yasam siresi

bulunmaktadir. Genelde solunum bozuklugu ile 6lim meydana gelmektedir [38].
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Fail leg sendromu: Alt ekstremite distallerinde alt motor néron tutulumu nedeniyle
gicsizlik meydana gelmektedir. Yavas ilerleme gosteren bir hastaliktir. ilerleyen

slrecte Ust motor néron tutulumu da goézlenebilmektedir [39].

Fail arm sendromu: Ust ekstremite proksimallerinde alt motor néronlarin tutulumu
sonucu zayiflik ortaya ¢ikmaktadir. ilerleyen siirecte hastalik alt ekstremite ve bulbar

bolgelere yayillim gosterebilmektedir [39].

ALS hastaliginin etiyopatogenezi kesin olarak bilinmemektedir fakat hastaligin ortaya

cikisina dair tG¢ adet model 6nerilmektedir. Bunlar;

Dying-forward: ALS hastaligi ilk olarak kortikomotor néronlarda baslamaktadir. Bu
noronlarda ortaya cikan glutamat aracili eksitotoksisite anterograd olarak 6n boynuz
hiicrelerine tasinmaktadir. Bunun sonucunda hastaligin ortaya ¢iktigi dnerilmektedir

(Sekil 2. 3) [40].

Dying-back: Noromuskular baglantilarda ortaya ¢ikan patojenik etkenler retrograd
olarak hicre gdvdesine tasinmaktadir. Bu patojenik etmenlerin zararh etkilerle motor

noronlarin dejenerasyonuna neden oldugu énerilmektedir (Sekil 2. 3) [40].

Bagimsiz dejenerasyon: Ust ve alt motor néronlarin bagimsiz ve es zamanli bir sekilde

dejenere olmasi ile hastaligin meydana geldigi distindlmektedir (Sekil 2. 3) [40].

4 | x Motor Korteks

Bagimsiz
Dejenerasyon
Hipotezi

Glutamat Onleyici

Eksitotoksisitesi internéron

v
H
H
[V T p—
internéron
yemee>
. , e —
Dying-Back : Anterior
Hipotezi ' Boynuz Hiicresi
.

Sekil 2. 3 Dying-back, dying-forward ve bagimsiz
dejenerasyon hipotezlerinin mekanizmasi [40]
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2.2.1 Hastaligin Etyopatogenezi

Motor néron dejenerasyonunun olusmasinda birgok faktor etkili olmaktadir. Hastaligin
etyolojisi tam olarak bilinmemektedir fakat éne sirilen bircok potansiyel mekanizma

bulunmaktadir.

e Genetik Nedenler

e Glutamat Eksitotoksisitesi

e Oksidatif Stres

e Protein Cokelmeleri

e Mitokondriyal Fonksiyon Bozuklugu
eAksonal Transport Bozuklugu

o RNA Tasinmasinda Anormallikler

e Endoplazmik Retikulum Stresi

e Noroinflamasyon

2.2.1.1 Genetik Nedenler

ALS hastaligi genetik olarak incelediginde, hastalarin %10’unun ailesel ALS oldugu
gorilmektedir. %90’lik kismini ise sporadik ALS hastalari olusturmaktadir. Bu
hastalarda genetik mutasyonlar (Cizelge 2. 1) hastaliga neden olabilirken cevresel

etmenlerde hastaligin ortaya c¢ikisini etkilemektedir.

ALS’ye neden olan genler otozomal dominant, otozomal resesif ya da X'e bagl
kalhtilabilmektedir. Genom c¢apinda iliskilendirme calismalari (GWAS), linkaj analizleri,
ekzom dizileme ve aday gen calismalari ile ALS’ye neden olan birgok gen tespit
edilmistir. Tespit edilen bu genlerde bircok mutasyonun meydana geldigi gérilmdastdr.
Genlerdeki mutasyonlar motor noéron o6limiini tetiklemekte ve ALS hastaliginin

olusmasina neden olmaktadir [41].
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Gizelge 2. 1 OD: Otozomal Dominant, OR: Otozomal Resesif, XBD: X’e Bagh Dominant

(3], [20], [42].

ALS NO GEN LOKASYON KALITIM SEKLi ~ HASTALIGIN BASLANGICI OMIM NO
ALS1 SoD1 21g22.11 OD/OR YETISKIN 105400
ALS2 ALS2 2933.2 OR GENC 205100
ALS3 1821 oD YETISKIN 606640
ALS4 SETX 9934.13 oD GENC 602433
ALSS SPG11 15¢21.1 OR GENC 602099
ALS6 FUS 16p11.2 oD YETISKIN 608030
Y — 20p13 oD YETISKIN 608031
ALS8 VAPB 20g13.33 oD YETISKIN 608627
ALS9 ANG 14q11.1 oD YETISKIN 611895
ALS10 TDP-43 1p36.22 oD YETISKIN 612069
ALS11 FIG4 6021 oD YETISKIN 612577
ALS12 OPTN 10p13 OD/OR YETISKIN 613435
ALS13 ATXN2 12923-q24 oD YETISKIN 601517
ALS14 VCP 9p13.3 oD YETISKIN 613954
ALS15 UBQLN2 Xp11.21 XBD YETISKiN/GENC 300857
ALS16 SIGMAR1 9p13.3 OR GENC 614373
ALS17 CHMP2B 3p12.1 oD YETISKIN 614696
ALS18 PFN1 17p13.3 oD YETISKIN 614808

ALS19 ERBB4 2q33.3-q34 oD YETISKIN 615515

ALS20 HNRNPA1 12g13.1 oD YETISKIN 615426

ALS21 MATR3 5031.2 oD YETISKIN 606070

ALS22 TUBA4A 2035 oD YETISKIN 616208

FTDALS1 C90RF72 9p21.2 oD YETISKIN 105550
FTDALS2 CHCHD10 22q11.23 oD e 615911
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eALS1: 21. kromozomun uzun kolunda (q) 22.11 pozisyonda yer alan bu gen
bakir/cinko SOD1 proteinini kodlamaktadir. SOD1 sitozolik ve mitokondride
intermembran boslukta olan bir enzim olup yiiksek miktarda ifade edilmektedir. Bu
enzim homodimer yapida olup 153 amino asitten olusmaktadir. Ayrica bakir ve ¢inko
atomlari da yapisina katilmaktadir. Bakir, SOD1’in aktivitesini etkilerken, g¢inkoda
yapisal kararliligi saglamaktadir. SOD1 enzimi, mitokondride oksidatif fosforilasyon
sonucu meydana gelen siperoksit radikallerini H,O, ve O; detoksifiye etmektedir.
Ancak H;0; ve O; oldugu gibi ortama birakilamadigindan dolay! katalaz ve glutatyon

peroksidaz enzimleri bu Grinleri H,0 ve O, donistirmektedirler [43], [44].

Gl Peroksid
a) e b) | *05~ + NO* —» -00NO
2H+ +°0y~ 2H,0, —— =225 H,0 \ /‘
\ ) SOD-Cu?* > SOD-Cu?*
SoD-Cu' [ \ SOD-Cu2+ [ \
O  *On OH~ + NO,-Tyr-Protein H-Tyr—Protein
¢) |@n) sop-cue: d) HyOp

Yiikseltgenmis Os \
{@Zn) Sob-cu'+ ; {Zn) SOD-Cu?+---0y SOD-Cul+ = > SOD-Cu'+-0OH + OH-
indirgenmig k NO /
NO

*OH

NOo-Tyr—Protein Zn) SOD-Cu?+---ONOO-

Sekil 2. 4 SOD1 enziminin hiicre igerisinde ki tepkimeleri a) Normal SOD1 kimyasi:
SOD1 aracih siperoksit degisimi b) Peroksinitrit hipotezi 1 c) Peroksinitrit hipotezi 2
d) Peroksidaz hipotezi. (Tyr: Tirozin) [45]

1993 yilinda yapilan linkaj analizi ¢calismalari ile SOD1 geninin ALS’ye neden olan bir gen

oldugu bulunmustur. SOD1 geni otozomal dominant olarak kalitilmakta ve ailesel ALS
de ana etken olarak tanimlanmistir. Ailesel ALS’li hastalarin %12-20’sin de sorumlu gen
iken sporadik ALS’li hastalarin %1-2’sinde de etkendir [41]. Ginimiizde bu gene ait
170’ten fazla mutasyon bildirilmistir [44]. Bu mutasyonlar SOD1 polipeptinin

uzunlugunda ve yapisinda degisikliklere neden olmaktadir.

ilk baslarda arastirmacilar bu mutasyonlar nedeniyle enzimin antioksidant aktivitesini
kaybetmesi sonucu hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin arttigini ve bunun sonucunda da
oksidatif stresin artmasi ile néron 6liminin meydana geldigini disinmiuslerdir. Fakat

SOD1 geni susturulmus hayvan modeli ¢calismalarinda, farelerde motor néron hastaligi
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olusacag! dustnilmis ancak sonucta farelerde herhangi bir motor néron hastaliginin
gelismedigi gozlemlenmistir. Ayrica mutant SOD1 enzimi kodlayan farelerde motor
noron hastaliginin gelistigi gorilmustir. Hicre kiltlirli calismalarinda ise mutant SOD1
enziminin asiri derecede ifade edilmesi sonucu hiicrelerde apoptozun meydana geldigi
bildirilmistir. Bltlin bunlar SOD1 enziminin yanlis katlanmasi sonucu aktivitesinde
azalma olmadigini bunun yerine enzimin toksik bir islev kazandigini isaret etmektedir

(Sekil 2. 4) [26].

Motor ndronlar hizli metabolizmaya sahip hiicreler olmasi nedeniyle oksidatif strese
yatkindirlar. Molekiler oksijende giigli bir oksidan olup stiperoksit olusumu igin bircok
biyolojik molekiilden elektron calabilmektedir. Yabanil tip SOD1, detoksifikasyon
sirasinda okside olmakta ve bu da enzimin yanhs katlanmasini tetiklemektedir.
Sporadik ALS olan ancak SOD1 mutasyonu tasimayan hastalarda, konformasyona 6zgii
antikor kullanarak yapilan bazi c¢alismalarda vyanlis katlanmis SOD1’in varhgi
bildirilmistir [46]. Yanhs katlanmis olan SOD1, prion benzeri bir yapi kazanmakta ve
diger proteinleri yakalayarak onlarinda ¢okelmelerine ve yanlis katlanmalarina neden
olur. Bu durum aksonal tasimayi aksatmakta, mitokondrinin isleyisini bozmakta ve

apoptoza yol agcmaktadir (Sekil 2. 5) [26], [44].
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*ALS2: Alsin proteinini kodlayan bu gen 2. Kromozomun q kolunda 33.2 pozisyonunda
yer almaktadir. Néronlarda ylksek miktarda ekspres edilen ve endozomal zarin
sitozolik kisminda lokalize olmus bir proteindir. Endozomal trafigi ve Racl aktivitesini
diizenledigi, in vitro Rab5 ic¢in degisim faktorl gibi davrandigl ve hiicre kiltlrlerinde

akson gelisimini uyardigi bilinmektedir [47].

ALS2 geni nadir juvenil ALS ve PLS’de etken bir gen olup akraba ailelerde linkaj analizi
ile tespit edilmistir. Gende olusan delesyon ve mutasyonlar cerceve kaymasi

olusturarak protein islev kaybina neden olmaktadirlar [48].

Alsinin motor noron hiicre soylarinda RhoGEF bdlgesi yoluyla SOD1’e baglanarak
SOD1’in olusturdugu toksisiteyi bastirmakta oldugu gorilmdistir ve asiri miktarda ifade
edilmesi ile de reaktif oksijen tirl Gretimini baskilamaktadir. Farelerde alsin
proteininin kayblr motor ndron dejenerasyonuna ve hastaligin olusmasina neden

olmaktadir [47].

eALS6: FUS proteinini kodlayan gendir. 16. Kromozomun kisa kolunda (p) 11.2
konumunda lokalize olmustur. Bu gen DNA/RNA baglanma proteinini kodlamaktadir.
Bu protein hnRNP (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) ailesine ait bir
proteindir. GlnUmuize kadar 50’den fazla FUS mutasyonu tanimlanmistir. Bu
mutasyonlar ailesel ALS'nin yaklasik %4’line, sporadik ALS nin ise yaklasik %1’ine neden

olmaktadirlar [43].

FUS proteini cekirdek ile sitoplazma arasinda hareket eden bir protein olup hiicrede
bircok gorev yapmaktadir. DNA tamirinde, RNA tasiniminin regiile edilmesinde,
translasyonda, RNA’larin kesiminde, miRNA (mikroRNA) biyogenezinde ve stres
granillerinin olusumunda rol almaktadir (Sekil 2. 6). FUS proteininin C-terminal niikleer
lokalizasyon sinyal domaininde meydana gelen mutasyonlar bu proteinin c¢ekirdege
tasinmasini engellemektedir. Mutant FUS proteininin sitoplazmada kalmasi sonucu
sitoplazmada mutant proteinler birikmeye baslamaktadir. Bu proteinler sonucta
hiicrede toksisite meydana getirmekte, ayrica blyldk stres granilleri

olusturmaktadirlar. Mutant proteinlerin sitoplazmada birikerek toksisite olusturmasi,
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Sekil 2. 6 FUS’un cesitli fizyolojik fonksiyonlari [49]

cekirdegin fonksiyon kaybi ve bulyilk stres granilleri olusumu ile nérodejenerasyon

meydana gelmektedir [36].

*ALS8: VAPB tip Il integral ER membran proteinidir. Hiicre ici trafikte, yanlis katlanmis
protein yanitinin olusmasinda ve ER-mitokondri interaksiyonunun diizenlenmesinde
gorev almaktadir. Mutant protein, yanls katlanmis protein yanitinin olusturulmasini
baslatamaz, mitokondriye Ca*? alimini degistirir ve mitokondrinin anterograde aksonal

transportunu bozar [48].

*ALS10: TARDBP geni TDP-43 proteinini kodlayan bir gendir. 1. kromozomun p36.22
lokasyonunda yer alir. Bu protein hnRNP ailesine ait bir proteindir. Cekirdek ve
sitoplazma arasinda hareket etmektedir. DNA tamirinde, RNA tasinmasinin regile
edilmesinde, translasyonda, RNA’larin kesiminde, miRNA biyogenezinde ve stres
graniillerinin olusumunda rol almaktadir (Sekil 2. 7). U¢c domaini bulunmaktadir; bunlar
RNA/DNA baglamada goérev alan iki tane tanima motifi tasiyan domain (RRM1 ve
RRM2) ve C ucu glisince zengin domaindir [48]. TDP-43’te mutasyonlari C ucu glisince
zengin domainde lokalize olmaktadirlar. Protein-protein interaksiyonunda gorev alan
bu bolgede 40’tan fazla mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlar ailesel ALS’nin
yaklasik %4-5’inin, sporadik ALS’nin ise yaklasik %2’sinin ortaya cikmasina neden

olmaktadirlar. Mutasyonlar sonucu protein nikleer lokalizasyonunu kaybederek
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sitoplazmada inkliizyonlarin olusmasina yol agmaktadir. inkliizyonlar sitoplazmada

toksik etki yaratarak nérodejenerasyonu tetiklemektedirler [43].
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Sekil 2. 7 TDP-43’{in fizyolojik ve patofizyolojik durumlari [50]

*ALS12: OPTN (optindrin) proteinini kodlayan bir gendir. Bu protein baska proteinlerle
interaksiyon kurarak fonksiyon gostermektedir. OPTN, ubikuitin ve UBQLN2 (Ubiquilin
2) proteinleri ile interaksiyon kurar, bir otofaj reseptoridiir, boylece otofagozomlara
kargolarin alinmasini kolaylastirmakta, golgi aygitinin organizasyonunda gorev almakta

ve NF-kB sinyalizasyonunu diizenlemektedir[48].

*FTDALS1: ALS ve FTD’nin en yaygin etkeni olan C90orf72 geni, 9. kromozom p21’de yer
almaktadir ve otozomal dominant olarak kalitilmaktadir. Bu gen 12 ekzon
kodlamaktadir ve (g tane varyanti bulunmaktadir. Varyant 1 (ekzon2-5) 222 aminoasit
icermekte ve C9-S (C9-Short); varyant 2-3 (ekzon 2-11) ise 481 aminoasit icermekte ve
C9-L (C9-long) olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2. 8). Dizileme ve yapisal calismalar
sonucu bu protein DENN proteini olarak tanimlanmistir. DENN proteinleri GTP/GDP
(guanozin trifosfat/guanozin difosfat) degisim faktori (GEF) olarak gorev yapan
proteinlerden meydana gelmektedirler. GTP/GDP degisim faktorleri Rab-GTPazlar ile

etkilesime gecerek membran trafigini reglile etmektedirler. Yapilan cesitli calismalarda
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c9orf72 proteininin Rab ile etkilesime girdigi gézlenmistir. Hicre kiltirid modellerinde

ise endozomal trafigin reglilasyonunda etkili oldugu bildirilmistir [51], [52].

Baglangic Stop
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Sekil 2. 8 C90rf72 geni, Ug¢ transkript varyanti ve iki protein izoformu [53]

Linkaj analizi, GWAS, yeni nesil dizileme yodntemlerinin kullaniimasiyla bu gende
meydana gelen GGGGCC tekrar genislemesi mutasyonu tespit edilmis olup, ALS ve FTD
hastaliginin patogenezinde etkisinin oldugu bildirilmistir [41]. GGGGCC tekrar
genislemesi (HRE) genin 5’ kodlanmayan bdlgesinde yer alir. HRE’ler saglkli kisilerde
10’dan az tekrar bulundururken ALS’li hastalarda bu tekrarlar 400-2000 arasinda
degismektedir [48]. HRE’ler varyant 2’nin promotor bélgesinde yer alirken, varyant 1
ve 3’Un ilk intronunda lokalize olmuglardir. Bu mutasyonun ailesel ALS’'nin %40’ina,
sporadik ALS’nin %7’sine, ailesel FTD’nin %25’ine neden olurken ALS/FTD hastaliginin

da %88’ine neden oldugu tespit edilmistir [51].

Yapilan galismalarda HRE mutasyonu tasiyan ALS hastalarinda C9-L miktarinda disus
olurken C9-S miktarinda artis oldugu tespit edilmistir [54]. Baska bir ¢alismada ise HRE
tasiyan hastalarda yliksek miktarda DPR (Dipeptide Repeats) proteinlerinin birikimi
tespit edilmistir. DPR birikimlerinde p62 ve ubikuitin varligi bildirilmistir [55]. DPR ile
yapilan baska bir ¢calismada ise gozlenmistirki bu birikimler ER’da yanhs katlanmis
protein birikimine yol acarak ER stresini indiklemektedir. Sonucta hiicre apoptoza

ugramaktadir [56]. C9orf72 geninde meydana gelen mutasyonlarin hiicreyi nasil
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etkiledigine ve hangi mekanizmalar Uzerinde nérodejenerasyonuna yol actigina dair

¢alismalar hala yapilmaktadir.

2.2.1.2 Glutamat Eksitotoksisitesi

L-glutamat merkezi sinir sisteminde en ¢ok bulunan uyarici nérotransmitter maddedir.
Glutamat, néronlarda glutaminin fosfat aktive glutaminaz enzimi ile deaminasyonu ile
olusturulmaktadir. Glutamat, vezikiler glutamat tasiyicilar tarafindan
paketlenmektedir ve presinaptik ndérona impuls ulastigi zaman glutamat sinaptik
bosluga salinmaktadir. Glutamat postsinaptik noronda yer alan reseptorlere
baglanarak diger néronu uyardiktan sonra sinaptik boslukta yer alan glutamat
astrositler tarafindan hicre igerisine alinmaktadir. Glutamat, astrositlerde glutamin
sentetaz enzimi ile glutamine donistirilmektedir. Astrositlerde bulunan glutaminin
norotransmitter etkisi bulunmamaktadir. Bu glutamin sinaptik bosluga salinmakta ve
presinaptik néronlar tarafindan hiicre icerisine alinmaktadir. N6éron igerisine alinan
glutamin glutaminaz enzimi ile tekrar glutamata donustiridlmektedir. Ayrica glutamat
noronlarda alfa-ketoglutaratin glutamat dehidrogenaz enzimiyle reaksiyona girmesi ile
de elde edilmektedir. Glutamat dehidrogenaz enzimi tersinir bir enzim olmasindan
dolay! glutamattan alfa-ketoglutarat eldesinde de gorev almaktadir. Ek olarak,
glutamat transaminaz enzimi araciligiyla trikarboksilik asit donglsiine girerek sirasiyla

suksinata, fumarata ve malata donustlrilmektedir [57].

Glutamat etkisini postsinaptik noéronda vyer alan iyonotrofik ve metabotrofik
reseptorler araciligiyla gostermektedir. Glutamat iyonotrofik reseptér olan NMDA (N-
methyl-D-aspartate), AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid)
ve KA (kainat) reseptorlerini; metabotrofik reseptor olan sinif |, Il ve lll reseptorlerini
uyarmaktadir. Hizli uyarici iletim, néronlarin hizli depolarizasyonunu uyaran Na* ve K*
iyonlarinin hiicreye girisiyle AMPA/KA reseptorleri yoluyla olusturulmaktadir. Ca*? a
gecirgen olan NMDA reseptorleri ise daha yavas ve uzun sireli iletimden sorumlu iken,
metabotrofik reseptorler ise uzun sireli glutaminerjik iletimden sorumludurlar.

Metabotrofik reseptorler G-proteinleri araciligi ile hiicrede uyarim olusturmaktadirlar.
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G-proteinlerin uyariimasi ile ikincil mesajcilar ya da Ca*? araciligiyla néronu

uyarmaktadirlar [58].

Glutamat eksitotoksisitesinin meydana gelebilmesi igin (¢ olaydan en az birinin
gerceklesmesi gereklidir; ya glutamatin uyardigi reseptérler normalden daha fazla
uyarilmahdir, ya sinaptik boslukta bulunan glutamat miktari fazla olmalidir ya da
sinaptik boslukta yer alan glutamatin ortamdan temizlenmesinde aksakliklar meydana

gelmelidir (Sekil 2. 9) [7].
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Sekil 2. 9 Noronal eksitotoksisitenin hiicre tzerindeki etkisi [45]

Glutamat eksitotoksistesinin  olusumunda 6nemli olan reseptorler AMPA
reseptorleridir. Memelilerde merkezi sinir sisteminde yer alan AMPA reseptorleri
GluR2 (ionotropic AMPA glutamate receptor 2) olarak adlandirilan bir altinite
icermektedir. Bu altlinitenin varhginda AMPA reseptdri Ca*? a karsl gecirgen degildir.
GIuR2 altuinitesinin yoklugunda AMPA reseptorleri Ca*? iyonuna karsi gecirgen
olmaktadir [59]. Ancak ALS hastalarinda yapilan calismalarda, postsinaptik bélgede
GluR2 altlnitesinin bulunmadigi AMPA reseptor sayisinda artis meydana geldigi
bildirilmistir  [60]. Bu reseptorlerin  artmasi  motor ndronlari  glutumat
eksitotoksisitesine kasi hassas hale getirmektedir. GIuR2 altlinitesinin olusturulmasi
mRNA diizeyinde post-transkripsiyonel olarak kontrol edilmektedir [58]. ALS'li

bireylerde omurilik motor néronlarinda GIuR2 mRNA’sinin post-transkripsiyonel olarak
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diizenlenmesi asamasinda hasarlarin olustugu bildirilmistir [61]. Ayrica yapilan baska
bir calismada da ALS hastalarin motor néronlarinda GIuR2 altinitesinin anlatiminin
azaldigr ya da mRNA diizeyinde post-transkripsiyonel diizenlenmesinin azaldigi rapor
edilmistir [62]. AMPA reseptorlerinin Ca*? gegirgenliginin artmasinin disinda NMDA

reseptorlerinin de ylksek derecede aktive olduklari bildirilmistir [63].

Presinaptik nérondan sinaptik bosluga salinan glutamat postsinaptik bolgede yer alan
AMPA/KA ve NMDA reseptorlerine baglanarak onlarin uyarilmasini saglamaktadir.
Uyarilan reseptorler Ca*? un hiicre igerisine girisine ve hiicrenin depolarize olmasina
neden olmaktadirlar. GIuR2 altiinitesi tasimayan AMPA reseptorlerinin varliginda
postsinaptik hiicreye olmasi gerekenden daha fazla Ca*? girisi meydana gelmektedir.
Glutamat eksitotoksisitesi aslinda hiicre icerisinde artan Ca*?-bagiml yolaklarda olusan
hasarlardan kaynaklanmaktadir. Ca*> —bagimli proteazlarin, lipazlarin ve niikleazlarin
aktivasyonu ile hiicrede hasarlar olusmaya baslamaktadir. Normal sartlar altinda hiicre
icerisinde bulunan serbest Ca*? molekilleri, Ca*? baglanma proteinleri ile ER’a
tasinmaktadirlar. Yapilan ¢alismalarda gortlmistir ki ALS’de motor néronlar zayiflamis
sitozolik Ca*? tamponlama kapasitesine sahiptir [36], [60]. Bu durumda motor néronlar
dejenerasyona karsi hassas hale gelmektedirler. Okulomotor motor noronlari ALS
hastaliginda hasar gérmeyen néronlardir. Bu ndéronlar Uzerinde vyapilan c¢alisma
gostermistirki Ca*> tamponlamasi hasar goren motor néronlarda okulomotor
néronlarina goére bes alti kat azalmistir [64]. in vitro ve hayvan modelleri ile yapilan
calismalarda Ca*? baglanma proteinlerinin yiiksek derecede anlatiminin olmasi motor
néronlar icin koruyucu olabilmektedir [65], [66]. Buna gére sitozolik Ca*? baglanma
proteinlerin anlatiminin arttirilmasi motor néron populasyonunun dejenerasyona karsi
direncli olmasina neden olabilmektedir. Néron icerisine yiuksek miktarda Ca*? girisinin
olmasi, hiicredeki tamponlama mekanizmasinin zayif olmasi ile mitokondrideki protein
dengesi bozulmakta ve apoptoz mekanizmalari aktive olmaktadir. Apoptoz
mekanizmalarinin aktive olmasi ile hiicrede ROS (Reaktif Oksijen Turleri) miktarinda

artis meydana gelmektedir [2].
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Yapilan galismalarda ALS hastalarinin BOS’larinda glutamat konsantrasyonunun saglikh
kisilere gore U¢ kat arttigi rapor edilmistir [67], [68]. Sinaptik bosluktaki glutamat
konsantrasyonunun yiksek olmasi ile reseptorlerin yiksek derecede uyarilmasina
neden olmaktadir. Bunun sonucunda hiicre icerisine yiksek miktarda Ca*? girisi
meydana gelmektedir. Saglkli kisilerde sinaptik boslukta yer alan glutamat postsinaptik
hlcreyi uyardiktan sonra néronlara komsu olarak yer alan astrositler tarafindan hiicre
icerisine alinarak ortamin glutamattan temizlenmesi saglanmaktadir. Ancak glutamatin
tasinmasinda meydana gelen hasarlar BOS’nda glutamat konsantrasyonunun

artmasina neden olmaktadir [59].

Sinaptik boslukta yer alan glutamatin seviyesinin ayarlanmasi motor néronlar ve motor
noron hicrelerine komsu olarak yer alan astrositlerin lizerinde yer alan taslyici
proteinler ile saglanmaktadir. Glutamatin en 6nemli kismi sinaptik bosluktan astrositler
tarafindan hiicre icerisine alinmaktadir. Astrositlerin membraninda EAAT1 (excitatory
amino acid transporter) ve EAAT2 denilen proteinler bulunmaktadir. Motor néron
membraninda ise EAAT3 denilen tasiyici protein yer almaktadir [7]. Astrositlerde
bulunan glutamat tasiyici proteinlerin sayisinin azalmasi ya da islevsiz hale gelmesi
sonucu sinaptik boslukta yer alan glutamat seviyesinin artisina yol acabilmektedir. ALS
hastalarinin omuriliginde ve motor korteksinde yer alan motor néronlarda ve SOD1
mutasyonu taslyan transgenik farelerde yapilan calismalarda glutamat tasiyicisi
proteinlerin aktivitesinde ve anlatiminda azalma oldugu bildirilmistir [69], [70]. Ayrica
yapilan bir baska calismada ise mutant SOD1 enzimi tasiyan transgenik farelerin
astrositlerinde bulunan EAAT2 seviyesinde azalma oldugu rapor edilmistir [71]. EAAT2
inhibitorl olan kaspaz-1'in aktivasyonunun SOD1 mutant transgenik fare modellerinde
motor noron dejenerasyonu klinik semptomlar baslamadan 6nce gozlenmistir [72].
SOD1”%V (4. Pozisyondaki alaninin valin ile yer degistirmesi) mutasyonu tasiyan
transgenik farelerde SOD1 agregatlarinin motor néron membranina entegre olmus bir
sekilde gdzenekler olusturdugu goézlenmistir. Bu gézenekler hiicre icerisine Ca*? akisina
neden olmaktadirlar ve bunun sonucunda hiicre icerisindeki Ca*?> homeostazisi

degismektedir [73].
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Astrositlerde yer alan glutamat tasiyicisi proteinler oksidantlara karsgi duyarlidirlar.
Taslyicl proteinlerde meydana gelen oksidatif hasar bu proteinlerin degredasyonuna
neden olabilmektedir. Tasiyici proteinlerin oksidatif modifikasyonlari ALS hastalarinda
ve mutant transgenik fare modellerinin astrositlerinde rapor edilmistir [74], [75].
Tasiyici  proteinlerde meydana gelen bu oksidatif hasarlar motor noéronlarda
eksitotoksik hasara yol agabilmektedir. Beyinde meydana gelen inflamatuvar siregler
ROS’un kaynagini olusturabilmektedirler. Transgenik fare modellerinde ve insanlarda
mikroglial aktivasyonunun meydana geldigi gdzlenmistir [76], [77]. Mikroglialar direkt
olarak ROS iretimine neden olarak astrositlerde yer alan taslyici proteinlerin hasara
ugramasina neden olabilmektedirler. ROS’un bir baska nedeni ise mutant SOD1
proteini olabilmektedir. Mutant SOD1 proteininin toksik islev kazanmasi ile hicrede
ROS miktari artabilmektedir. Astrositlerin motor noronlara komsu olmasi motor
noronlarda Uretilen ROS’un hasar verici veya inhibitor o6zelligi astrositleri
etkileyebilmektedir. Eksitotoksisiteye cevap olusturulurken motor ndéronlar yiksek
miktarda ROS uretebilmektedirler. Motor néronlarda Uretilen ROS hiicre igerisinden
cikabilmekte ve komsu astrositlerde oksidasyona neden olabilmektedir. Bunun
sonucunda astrositlerde glutamat aliminin bozulmasina yol agabilmektedirler. Ayrica
ROS’un (retilmesi sonucu nérofilament anormalikleri, protein ¢okelmeleri meydana
gelebilmektedir. Olusan bu modele ileri besleme (feedforward) modeli denmektedir

[59].

2.2.1.3 Oksidatif Stres

Molekiler oksijen glglli bir oksidandir ve ROS’ni olusturabilmek icin bircok biyolojik
molekilden elektron alir. Motor noéron hiicreleri yiksek metabolik hiza sahip
olmalarindan dolayl oksidatif strese oldukga yatkindirlar. Oksidatif stres, ROS’nin
Uretilmesi ile meydana gelen hasarin dizeltilmesi veya ROS’nin ortamdan
kaldiriimasinda gorevli biyolojik slireclerin kapasitesi arasindaki dengesizlikten dolayi
ortaya cikmaktadir. H,0;, ONOO, Oz, ve OH" radikalleri mitokondriyal solunum
zinicirinin yan Grini ya da daha az miktarda hiicresel oksidatif enzimlerin aktivitesi ile

olusmaktadirlar. Oksidatif stres eksitotoksisite, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu,
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protein birikimi, ER stresi, astrosit ve mikroglialardan gelen sinyal degisiklikleri de dahil
olmak (lzere motor ndéron hasarina yol agan patofizyolojik siireclerin
dizeltilememesine neden olmaktadir. Oksidatif stres protein, DNA, RNA gibi hicresel
bilesenlerde de yapisal hasara neden olmaktadir [78]. Ayrica oksidatif stres NO (nitrik
oksit), IL-1, IL-6, IL-12 gibi proinflamatuvar sitokinlerin artmasina neden olarak motor

noronlarda hasara yol agabilmektedir [40].

Yapilan galismalarda ailesel ve sporadik ALS hastalarinda oksidatif stres belirteci olan 3-
nitrotirozinin seviyesinde artis oldugu go6zlenmistir [79]. Ayrica mutant TDP-43
proteininin varhgina bagl gelisen ALS hastaliginin hiicresel modellerinde mutant TDP-
43 proteininin motor néron hiicre hatlarinda oksidatif stresin olusumunu uyardigi

rapor edilmistir [80].

ALS hastaliginin olusmasinda etkisi oldugu duslintlen oksidatif stres mekanizmasi
mutant SOD1 enziminin kesfi ile dogrulanmistir [81]. Mutant SOD1 enziminin hiicrede
toksik etki kazanmasi ile patojenik oldugu duslinGlmektedir. Ancak mutant SOD1
enziminin toksik etki kazanmasi disinda baska mekanizmalari da etkileyerek hiicrede
oksidatif stresin olusmasina neden olmaktadir. Mutant SOD1 enzimi antioksidant
gorevinin disinda calisarak hiicrede siperoksit olusumuna neden olmaktadir. Bunun
disinda, mutant SOD1 enzimi hiicrede NOX (NADPH oxidase) enzimlerini etkileyerek Oz
olusumunu da artirmaktadir. Mutant SOD1 enzimi Racl’e baglanir ve onun GTPaz
aktivitesini inihibe eder. Sonucta NOX bagimli Oy Uretimi artmaktadir. Bu durumun
sonucunda hiicrede ROS miktari artmaktadir [82]. Mutant SOD1 proteinini ifade eden
transgenik fare modellerinde ve ALS hastalarindaki calismalarda merkezi sinir
sisteminde NOX2 anlatiminin arttigi bulunmustur. SOD®%* (93. pozisyondaki glisinin
alanine dontsimi) mutasyonu tasiyan farelerde NOX1 veya NOX2 anlatiminin

susturulmasi ile farelerin yasam siresinin arttigi bildirilmistir [83], [84].

Normal SOD1 proteininin yapisinda hem bakir hem de ¢inko iyonlari bulunmaktadir.
Ancak yapilan ¢alismalarda mutant SOD1 proteininin ¢inkoya karsi affinitesinde azalma
meydana geldigi tespit edilmistir [85]. Cinkoya kars! affinitesinin azalmasi sonucu SOD1

enziminin antioksidant ozelliginde degisiklikler meydana gelmektedir. Mutant SOD1
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enzimi hilicrede bulunan Oz ‘leri temizlemek yerine ¢inko eksik SOD1 hiicresel
antioksidanlardan elektron c¢alabilmekte ve daha fazla O, olusumuna neden
olabilmektedir. Ayrica motor noronlarda NO bulunmaktadir ve bu NO’ler Oy ile
reaksiyona girerek ONOO™ olusumuna neden olmaktadirlar. ONOO" ‘in hiicrede artmasi

motor néronlarin 6limine yol agmaktadir [86].

Yapilan ¢alismalar sonucunda bakir ve ¢inko tasiyan normal ya da mutant SOD1
enziminin varliginin motor néronlari oksidatif stresten esit derecede korumakta oldugu
tespit edilmistir. Ancak ¢inko eksik SOD1 enziminin ya da ¢inko eksik normal SOD1
enziminin varliginda motor néronlarda apoptozun meydana geldigi gorilmustir [87].
GCinko tasimayan SOD1 enzimleri hiicre igin toksik etki yaratmaktadir. Motor néron
hiicreleri apoptoza maruz kalmadan 6nce hiicrede néronal NO sentazin anlatiminin
artisi  meydana gelmektedir. Sonuc¢ta motor néronlarda  bulunan NO
konsantrasyonunda artis olmaktadir. Motor néronlarda bulunan NO, ¢inko eksik SOD1
enziminin aktif bolgesinde yer alan O3 ile etkilesime gecebilmektedir. Béylece hiicrede
ONOO seviyesinde artis meydana gelmektedir. Olusan ONOO" diger hiicre yapilarindaki

tirozin kalintilarinin nitrasyonunu indiiklemektedir [86].

Norofilamentler motor noron hiicrelerinin iskeletinin olusturulmasinda onemlidirler.
Mutant SOD1 enziminin ¢inkoya karsi azalan affinitesi karsisinda hiicrede serbest ¢inko
atomunun seviyesinde artis meydana gelmektedir. Norofilametler ise oldukca yiksek
cinko baglama kapasitesine sahiptirler. Bu durumda nérofilamentler SOD1 enzimi ile
cinko baglamak icin yarisabilmektedirler. Hiicredeki serbest ¢inkonun ¢ogunu baglayan
norofilamentler, SOD1 enziminin ¢inko eksik duruma gelmesine neden
olabilmektedirler. Cinko eksik SOD1 enziminin seviyesinde artis meydana geldikge
hicrede ONOO™ miktari artmaktadir. ONOO" ‘in nérofilamentlerin tirozin kalintilarini
nitratlamasi ile de norofilamentler hiicre icerisinde ¢okelmektedirler. Bu durum motor

noronlarda apoptoz meydana gelene kadar devam etmektedir [86].

NO’in Uretilmesi hiicrede bulunan Oy ile reaksiyona girmesi ile sonuclanmaktadir. Bu
reaksiyondan ONOO" (iretilmektedir. ONOO“in asil hedefleri ise cekirdek ve
mitokondridir. DNA’ya baglanan ONOO", DNA'nin tek iplik¢igini kirmaktadir ve hiicrede
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p53 anlatiminin artmasina neden olmaktadir. Bunun sonucunda apoptoz meydana
gelmektedir. ONOO™ mitokondri zarindan kolayca gegebilmektedir. Mitokondriye gegen
ONOO" mitokondriyal solunumu geri donisimsiz olarak baskilamaktadir. Ayrica
ONOO" mitokondride bulunan Manganez tasiyan (Mn) SOD2’'nin inaktive olmasina
neden olmaktadir. Bunun sonucunda mitokondriden sitoplazmaya Ca*? akis

olmaktadir. Sonugta hiicre apoptoza maruz kalmaktadir [88].

2.2.1.4 Protein Cokelmeleri

Hiicrede proteinlerin islevleri, onlarin tic boyutlu yapilarina goére belirlenmektedir. Ug
boyutlu yapi proteinlerin amino asit dizilimleri tarafindan olusturulmaktadir. Hicrede
proteinler her zaman dogru sekilde katlanamamaktadirlar. Eger hiicrede vyanls
katlanmis bir protein bulunursa, yanlis katlanmis olan protein hiicredeki degredasyon
sistemleri tarafindan ortamdan kaldirilmaktadir. Eger yanlis katlanmis proteinler hiicre
tarafindan tespit edilemez ve ortamdan kaldirilamazsa sitoplazma igerisinde
¢Okelmeler meydana gelmektedir. Protein kodlayici dizilerde bir mutasyon meydana
gelirse, mutasyon proteini olusturan amino asit dizilerinde degisiklige neden
olabilmektedir. Amino asit diziliminde meydana gelen degisiklik de proteinin yanlis
katlanmasina neden olmaktadir. Mutasyonlar disinda metal iyonlarindaki degisiklikler,
patolojik saperon proteinler, pH, oksidatif stres gibi cevresel etmenler de proteinin
yanlis katlanmasina yol agabilmektedir. Noronal hiicrelerde yanhs katlanmis proteinler
hiicre oOliminli  indlkleyebilmektedir. Noronal hicrelerin  6lmesi  sonucu

norodejeneratif hastaliklar meydana gelebilmektedir.

Yanlis katlanmis proteinler hiicrelere hasar verebilmektedir. Bu durumun olusumu ile

ilgili ortaya atilmis ¢ tane hipotez bulunmaktadir;

e islev Kaybi Hipotezi: Bu hipotezde proteinin normal aktivitesinin kaybi sonucu
norodejenerasyon meydana gelmektedir. ALS hastaliginin proteinlerin islev

kaybetmesi sonucu ortaya c¢iktigi diistinilmektedir.
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¢ Toksik Aktivite Kazanilmasi Hipotezi: Yanhs katlanmis proteinlerin hiicre igerisinde
toksik bir etkiye sahip olmasi sonucu ndérodejenerasyonun ortaya ¢iktig

dustndlmektedir.

e Beyinde inflamasyon Hipotezi: Noronlarda artan yanlis katlanmis protein miktari
beyin icin zarar verici olmaktadir. Bunun sonucunda beyinde bulunan bagisikhk
sistemi elemani olan astrositlerin ve glialarin aktivitelerinin artmasi sonucu
proinflamatuvar maddelerin saliniminda da artis meydana gelmektedir. Bu
proinflamatuvar maddeler noronlar icin oldiirlici etkiye sahiptirler. Bu maddelerin

etkileri sonucu nérodejenerasyon meydana gelebilmektedir [89].

ALS hastalarinda vyapilan g¢alismalarda noronlarda g¢esitli protein birikmelerine
rastlanmistir. Ubikuitinlenmis inklizyonlar beyin sapinda ve omurilikteki alt motor
noronlarda gorulmustir. Bazi alt motor noronlarda kiglik eozonofilik Bunina
cisimcikleri  tespit edilmistir ve bu cisimciklerin hastaliga 6zgl olabilecegi
disunidlmektedir [90]. Normal sartlar altinda TDP-43 proteini c¢ekirdekte yer
almaktadir. Fakat ALS hastalarinin motor néronlarinda TDP-43 pozitif sitoplazmik
inklGzyonlarin varligi tespit edilmistir ve bu proteinin hem ailesel hem de sporadik
ALS’nin olusmasinda 6nemli rol oynadigi disiniilmektedir [91], [92]. Bunun disinda
FUS genindeki mutasyona bagli gelisen ALS hastaligi vakalarinda mutant FUS proteinini
iceren sitoplazmik inklGzyonlar bulunmustur [93], [94]. Mutant SOD1 enzimi bulunan
ailesel ve bazi sporadik ALS hastalarinin motor néronlarinda yanhs katlanmis SOD1
enziminin epitoplari icin spesifik monoklonal antikorlarla yapilan ¢alismada yanlis
katlanmis SOD1 enzimi ile yiksek derecede eslesen inklizyonlarin varlig tespit
edilmistir [95]. Ayrica, 6zellikle SOD1 mutasyonu tasiyan bazi ALS hastalarinin omurilik
motor noronlarinin proksimal dendritlerinde veya perikaryonlarinda norofilament
acisindan zengin olan hyalin kiime inkliizyonlari gbzlemlenmistir [96]. Buna ek olarak
motor noronlarin  hiicre govdesinde fosforlanmis norofilament epitoplarinin

anlatiminin arttigr bulunmustur [97].

32



2.2.1.5 Mitokodriyal Fonksiyon Bozuklugu

Motor noron hiicrelerinin metabolizma hizlari yiksek oldugundan dolayl enerji
ihtiyaglari oldukga fazladir. Mitokondri besin maddelerini ATP’ye donlstlirmesinin
yaninda hiicresel Ca*? homeostazinin ve apoptozun diizenlenmesinden de sorumlu bir
organeldir. Mitokondriyal islev bozuklugu, onun yetersiz ATP {iretmesine, hiicrede ROS
miktarinin artmasina ve Ca*? aracili eksitotoksisiteye neden olmaktadir. Bunun
sonucunda hiicrede apoptoz mekanizmalari indiklenmektedir. Mitokondrinin ALS

patofizyolojisinde kilit bir rol oynadigi distintilmektedir.

Mitokondriyal membran
depolarizasyonu azalir
Lipid peroksidasyonu artar
ATP iiretimi azalir

Mutant SOD1

Sekil 2. 10 Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu [98]

Mutant SOD1 proteinini kodlayan in vitro hiicre ¢alismalarinda mitokondrinin hem
morfolojisinde hem de fonksiyonlarinda degisiklik oldugu gézlemlenmistir (Sekil 2. 10)
[99]. Mutant SOD1 proteinini kodlayan transgenik farelerde ise ALS hastaliginin
semptomlari baslamadan o6nce mitokondride morfolojik anormalliklerin meydana
geldigi rapor edilmistir [100]. Mitokondriyal islev bozuklugu ALS hastalarinin iskelet
kaslarindaki hticrelerde de ortaya c¢ikmaktadir [101]. Sporadik ve ailesel ALS
hastalarindan 6lim sonrasi alinan omurilik dokularinda sitrat sentazin ve solunum

zincir kompleksleri 1, 1, 1ll, IV'Gn aktivitesinde azalma oldugu tespit edilmistir [102],
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[103], [104]. Bunun disinda mitokondriyal islev bozuklugu karacigerde [105] ve
lenfositlerde de gozlemlenmistir [105], [106], [107]

Mitokondriyal proteinlerin blyik bir c¢ogunlugu nikleer genom tarafindan
kodlanmaktadir. Sitoplazmada yer alan ribozomlarda olusturulan bu proteinler daha
sonra mitokondriye tasinmaktadirlar. Mitokondriye gelen proteinler TOM/TIM
tarafindan tasinmaktadirlar. Normal sartlarda mitokondride Uretilen O, anyonlari Mn-
SOD tarafindan temizlenmektedir. Ancak mitokondrideki SOD1’in de bu konuda
koruyucu rolii oldugu bulunmustur. intermembran boslukta (IMS) yer alan CCS
(SOD1’in katlanmasina yardimci olan bakir saperon) SOD1’'in IMS’taki lokasyonunu
belirlemektedir. Ancak vyapilan calismalarda IMS’ta CCS aktivitesinin arttiginin
belirlenmesi sonucu SOD1’in IMS’ta yiliksek miktarda birikimiyle sonuglandigi
distnilmektedir [108]. Mutant SOD1 proteini IMS’ta birikerek TOM/TIM
komplekslerininin protein tasimasini bloke edebilir ve bunun sonucunda mitokondriyal
islev bozukluguna neden olabilecegi dnerilmektedir [109], [110]. Mutant SOD1 proteini
mitokondri de Ug¢ farkli ylzey bileseni ile etkilesime gecerek onlarin islevlerini

bozmaktadir (Sekil 2. 11). Bunlar;
e VDAC1 [111],
e TOM [112],

e Bcl-2 [113].

a Sitoplazma b Omurilik Karaciger
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Sekil 2. 11 Mutant SOD1'in hedefi olarak mitokondri [47]
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Mitokondride ROS uretimi ylksek miktarda olmaktadir. ETC'de eslesmemis elektronlar
02 olusturmak icin molekiler oksijene baglanmaktadirlar. Mitokondride bulunan SOD
enzimleride bu O anyonlari ortamdan temizlemektedirler. Ancak ALS hastalarinin ETC
sistemlerinde hasar oldugu tespit edilmistir. Bu hasar mitokondride sadece enerji
acigina yol agmamaktadir, ek olarak hiicre ici oksidatif hasara da neden olmaktadir.
Mitokondri oksidatif hasara karsi savunmasiz oldugundan dolayr artan ROS miktari
mitokondriyal islev bozuklugunu daha da arttirmaktadir. Protein karbonil seviyeleri,
lipid peroksidasyonu ve protein glikooksidasyonu gibi oksidatif stres belirteclerinin
miktarinda artis oldugu cesitli zamanlarda rapor edilmistir [114], [115], [116]. Ayrica

oksidatif stres mitokondriyal DNA’da da hasarlara neden olmaktadir [104].

Mitokondri islevinin dizeni icin Ca*? homeostazi olduk¢a dnemlidir. Damiano ve ark.
tarafindan yapilan bir calisma da SOD®%A transgenik fare modellerinin omurilik ve
beyinlerindeki motor néronlarda, semptomlar baslamadan dnce mitokondriyal Ca*?
tamponlanma kapasitesinde degisiklik oldugu bildirilmistir [117]. Glutamat
eksitotoksisitesine bagli degisen Ca*? dengesine ek olarak Ca*? tamponlamasinin da

bozulmasi motor néronlarin duyarhliklarinin artmasina neden olabilmektedir [118].

Mutant SOD1 cokelmeleri antiapoptotik bir element olan Bcl-2'nin de etkilenmesine
neden olmaktadir. Bcl-2'nin aktivitesinin degismesi sonucu apoptozu kontrol eden bir
madde olan sitokrom C’nin  mitokondriden salinimi meydana gelmektedir.
Sitoplazmada artan sitokrom C, kaspaz aktivisinde artisa yol acarak apoptoza neden
olmaktadir [119]. Ek olarak son yapilan calismalarda mutant TDP-43 proteininin
transgenik farelerde mitokondriyal morfolojiyi ve fonksiyonu bozmakta oldugu tespit

edilmistir [120], [121].

2.2.1.6 Aksonal Transport Bozuklugu

Noronlar uzun aksonlari olan ve oldukca polarize hicrelerdir. Molekillerin ve
organellerin tasinmasi noronlarin gelisimi, islevi ve hayatta kalmasi i¢cin 6nemli bir
hiicresel surectir. Néronlar sinyalleri uzun mesafelerde ilettikleri icin proteinlerin ve

organellerin diger hiicre tiirlerine goére daha fazla yolculuk etmesi gerekmektedir.
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Aksonal proteinler hiicre govdesinde sentezlenmektedir. Daha sonra hiicre
govdesinden anterograd tasima ile aksonlara ve dendritlere ulastiriimaktadirlar.
Cevresel faktorler, retrograd tasima ile sinapslardan hiicre gévdesine dogru olmaktadir.
Anterograd ve retrograd tasima sirasiyla molekiler motorlar olan kinesin ve dinein-
dinaktin kompleksleri ile yapilmaktadir. Proteinlerin hiicrede tasinmasi yavas ya da hizh

tasima ile yapilmaktadir. Aksonal patoloji ALS’nin olusumunda 6nemli bir role sahiptir.

Aksonal transportun aktivitesinde azalma ALS’li hastalarinin [122] ve ALS'li transgenik
fare modellerinin [123] motor néronlarinda tespit edilmistir. Mutant SOD1 proteininin
inflamatuvar maddeleri, eksitotoksisiteyi arttirarak, mitokondri islevini bozarak ya da
hicre ici tagimada gorevli molekiler motorlara hasar vererek aksonal tagimayi dolayli
olarak degistirebilecegi onerilmektedir [124]. Mutant SOD1 proteini anterograd ve
retrograd tasimayl olumsuz etkilemektedir. Akson boyunca tasinacak maddelerde
olusan hasarlar sonucu, aksonal tasima bozuklugunun, bu maddelerin molekiler
motorlara baglanmasi ya da molekiler motorlardan salinmasi sirasinda meydana gelen
diizenleme hatalarindan kaynaklanan bir sorun olabilecegi dustinilmektedir. Aksonal
tasimanin gergeklesebilmesi icin enerji gereklidir. Mitokondriyal islev bozuklugu,
mitokondrinin aksonal tasiniminda azalma olmasina neden olmaktadir [125], [126].
Mitokondrinin aksonlarda yeterli enerjiyi saglayamamasi sonucu hiicre icinde tasinacak

maddelerin transportunda da hatalar meydana gelmektedir [98].

Ayrica SOD1%%3* transgenik fare calismalarinda mutant SOD1 proteininin anormal
olarak KAP3’e (Kinesin-associated protein 3) baglandigi tespit edilmistir. KAP3, ChAT
(choline acetyltransferase) dahil olmak (zere casitli kargolarin baglanmasindan
sorumlu kinesin-2 altbirimidir. Sonugta akson terminalindeki ChAT’In azalmasi kasta

bulunan sinirlerin bloke olmasina neden oldugu rapor edilmistir [127].

Norofilamentler aksonal c¢apin olusumunda 6nemli bir yer tutmaktadirlar. Bu
Ozelliklerinden dolayl norofilamentlerin aksonal tasimada diizenleyici olabilecekleri
dislinilmektedirler [128]. ALS’de yapilan bircok c¢alismada motor noéronlarda
norofilament c¢okelmeleri tespit edilmistir. Bu durumunda aksonal transportun

bozulmasina neden olabilecegi rapor edilmistir [129], [130], [131], [132]. Ayrica hiicre

36



kaltard c¢alismalarinda glutamatin nérofilamentlerin  fosforlanmasinda goérev alan
protein kinazlarin aktive olmasina neden oldugu bulunmustur. Bu durum ise
norofilamentlerin aksonal tasinimasinda azalma olmasina neden olmaktadir [133],

[134].

2.2.1.7 RNA isleme Bozukluklari

RNA isleme bozukluklari ilk olarak SMA hastaligina neden olan SMN1 genindeki
mutasyonlarin tanimlanmasiyla tespit edilmistir [135]. SMN proteini pre-mRNA ekleme
icin 6nem tagiyan kiiglik nikleer ribonukleoproteinlerin bir araya getirilmesinde gérev
almaktadir [136]. Ubikuitinlenmis protein inklGizyonlarinin bir bileseni olan RNA-DNA
baglama proteini TDP-43’GUn ALS hastaliginda tanimlanmasi ile RNA isleme
mekanizmasinin hastaligin patofizyolojisinde énemli olabilecegi distntlmustir [91].
TDP-43 proteini genellikle ¢ekirdek bulunan ve transkripsiyonel diizenleme, alternatif
baglanma ve miRNA isleme gibi olaylarda yer almaktadir. Sitoplazmik TDP-43 pozitif
inklizyonlari ALS hastalarinin néronal ve glial hiicrelerinde bulunmaktadir. Ancak bu
inklizyonlar FUS ve mutant SOD1 ile iliskili ALS hastalarinda bulunmamaktadir [137].
Hiicre kialtiri modellerinde mutant TDP-43 proteininin anlatimi sitoplazmik stres

granillerinde birikimine neden olmaktadir [138].

Bir baska RNA-DNA baglayici protein olan FUS, transkripsiyonel reglilasyon, RNA ve
miRNA isleme ve mRNA tasinmasi ile ilgili gorevlerde yer almaktadir. FUS geninde
meydana gelen mutasyonlar, FUS’un transportin aracili niikleer yerlesimini
bozmaktadir ve FUS iceren sitoplazmik stres grandllerinin olusumuna neden olmaktadir
[139], [140]. TDP-43 ve FUS proteinleri ¢ekirdekte RNA tasima komplekslerinin bir
parcasini olusturabilmektedirler. Bu genlerde bir mutasyon meydana geldiginde
protein yapisi bozulmakta ve aksonal mRNA tasimasinin bozulmasi ile motor néron
dejenerasyonuna katkida bulunabilmektedirler. Mutant TDP-43 ve FUS protini pre-
mRNA ekleme, niikleer RNA’'nin sitoplazmaya tasinmasi, kodlanmayan RNA’larin
islenmesi gibi olaylarin sekteye ugramasina neden olarak RNA islenmesinin

bozulmasina neden olabilmektedirler. TDP-43’Gn 4000 RNA baglama hedefi
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bulunmaktadir. Bu RNA’lar hicrede gesitli gorevlerde yer almaktadirlar. TDP-43’te
meydana gelen mutasyonlar sonucu gekirdekten sitoplazmaya tasinmasi gerekli olan
mRNA’larin anlatiminda aksakliklar meydana gelmektedir [141]. Bu durum ise

muhtemelen ALS patofizyolojisinin olusmasina katki sunmaktadir.

ALS Uzerine yapilan cgalismalarda anjiyogenin (ANG) [142] ve DNA-RNA helikaz
senataksin (SETX) [143] genlerindeki mutasyonlarin kesfi ile RNA metabolizmasinda
olusan islev bozukluguna daha fazla kanit saglanmistir [8]. ANG, RNA’ya 6zgl bir
ribontkleaz transfer islemi yapmaktadir ve rRNA transkripsiyonunu diizenlemektedir
[144]. ANG proteini, apoptoz mekanizmasinin aktive olmasini saglayan faktoriin
cekirdege girisini onleyerek hiicre 6limini engellemektedir [145]. ANG geninde
meydana gelen mutasyon proteinin islev kaybetmesine ve hiicre icin zararl bir etkiye
sahip olmasina neden olmaktadir. Mutant SOD1 proteini kodlayan transgenik fare

calismasinda normal ANG’nin asiri anlatimi farelerin yasam siresini uzatmistir [144].

Cocukluk donemi baslangicli ailesel ALS ile baglantil gen SETX'dir. Bu proteininin
oksidatif strese ve RNA islenmesi sonucunda DNA onariminda rol oynayan biyik
ribonikleoproteinlerin bir bileseni oldugu tahmin edilmektedir [143]. RNA islenmesinin

diizensiz olmasi sonucu motor néronlarda dejenerasyon meydana gelebilmektedir.

2.2.1.8 Endoplazmik Retikulum Stresi ve Apoptoz

ER, yeni sentezlenen proteinlerin dogru sekilde katlanmasinda ve yanlis katlanmis
olanlarin secici olarak bozunmasinda dnemli rol oynamaktadir. ER stresi gesitli patolojik
kosullar altinda yanhs katlanmis proteinlerin birikmesi ile indiiklenmektedir. ER stresi
sirecinde, molekiiler saperonlar proteostazisin hasarli oldugu durumlarda dahil
olmaktadirlar. ERAD (Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation), yanlis
katlanmis proteinlerin proteazomal sistem araciligiyla vyerini degistirmekte ve
ortamdan kaldirmaktadir. Proteozomal sistem yanhls katlanmis ve hasar gormis
proteinler icin bir degredasyon sistemidir. Normal kosullar altinda ERAD sistemi UPS
(Ubiquitin Proteasome System) ile organize edilmektedir. Siddetli stres kosullari altinda

hiicrede olusan protein agregatlari proteozomal bozunma sistemini inhibe etmektedir.
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Yanhs katlanmis proteinlerin hiicrede birikmesi ile de ER stresi olusmaktadir (Sekil 2.
12). Bu durumda yanhs katlanmis protein cevabinin (UPR) olusturulmasina neden

olmaktadir [146].
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Sekil 2. 12 Motor néron hiicresi 6limlerinde protein yanhs katlanmasinin roli [146]

Bu mekanizmalar her ne kadar hiicre i¢in koruyucu etkilere sahip olsalarda uzun sireli
UPR aktivasyonu hiicre ici apoptotik slreclerin indiklenmesine neden olabilmektedir
[8]. UPR, ER merkezli saperonlarin hiicrede anlatiminin artmasina neden olmaktadir.
Bu durum hicreyi ER stresinden korumaktadir. Ancak asiri ER stresi, C/EBP homolog
proteininin (CHOP) aktive olmasina neden olmaktadir ve bunun sonucunda apoptoz

meydana gelmektedir [147].

ER stresi ALS patofizyolojisinin olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Yapilan
calismalarda UPR belirteglerininin  mutant SOD1 enzimini kodlayan kemirgen
modellerinde [148], [149] ve sporadik ALS hastalarinda [150] arttigi tespit edilmistir.
Baska bir calismada ise sporadik ALS hastalarindan alinan BOS sivisinin NSC-34
hiicrelerinin ve primer sican spinal motor noéron hicrelerinin bulundugu ortama

eklenmesi sonucu ER stresi indiklenmistir. Sonug¢ olarak UPR belirteclerinde artis
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meydana geldigi rapor edilmistir [151]. Sigma-1 reseptorii motor ndron hiicrelerinde
ER ve mitokondrinin ara ylziinde bulunan bir saperon proteinidir. Bernard-Marissal ve
ark. [152] vyaptigi bir g¢alismada motor noronlarda bulunan sigma-1 reseptor
fonksiyonunun bozulmasi sonucu ER ve mitokondri arasindaki iletisimde hasar
meydana gelmistir ve ER stresi uyariimistir. Mutant SOD1 proteininin birikiminin

hlcrenin proteozom aktivitesini inhibe ettigi gdsterilmistir [153].

Otofaji, uzun 6mirli proteinlerin ve organellerin strese bagl bozunma mekanizmasidir
[154]. ERAD tarafindan ortamdan kaldiralamayan protein agregatlarinin bozunmasinda
baslica rol oynamaktadir. Otofaji hicrelerin hayatta kalmasini saglamaktadir. Eger
otojaji mekanizmasinda hasar meydana gelirse hiicrede apoptoz mekanizmalari
devreye girmektedir. Apoptoz mekanizmalarinin uyarilmasi ALS hastaliginin
ilerlemesine neden olmaktadir. Antiapoptotik bir protein olan Bcl-2’'nin motor
noronlarda anlatiminin artmasi yasam siresinin uzamasini saglamistir [155]. Yapilan bir
calismada apoptotik yolagin uyarilmasini saglayan mutant SOD1 proteinlerinin Bcl-2
proteini ile birlikte ¢okeldigi tespit edilmistir [119]. Mutant SOD1 enzimini kodlayan
transgenik farelerde kaspaz aktivasyonunun arttigi tespit edilmistir ve kaspaz
inhibitorleri ile mekanizmalara midahale edilmesi sonucu yasam slresinde artis
oldugu rapor edilmistir [156], [157]. ALS hastalarinin omurilik dokusundan alinan

orneklerde ise kaspaz-1 ve kaspaz-9 miktarinin arttigi bildirilmistir [156], [158].

HSP (Heat shock protein), HSR (Heat shock response)’nin olusmasini saglayarak
proteinlerin dogru sekilde, yerde ve zamanda katlanmasina yardimci olmaktadir.
HSP’ler ER stresinde ve proteozomal bozunma sireclerinde yer aldiklarindan ALS
patofizyolojisinin olusmasina katkida bulunabilmektedirler [159]. ALS hastaliginin
olusumunda rol alan yanlis katlanmis proteinlerin varliginda, HSR DNA baglama
bolgelerindeki 1si sok elementlerine baglanan isi sok faktorleri vasitasiyla protein
transkripsiyonu ve translasyonu (zerinde rol oynamaktadirlar. Bu mekanizma birgok
HSP’nin transkripsiyonunu uyarir ve yanlis katlanmis proteinlerin bir araya gelmelerini

inhibe etmektedir [160]. HSP70 proteini Apaf-1’e baglanmaktadir ve proteinin
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aktivitesini ortadan kaldirmaktadir [161]. Ayrica HSP27 sitoplazmada bulunan sitokrom

c’'ye baglanir ve ¢alismasini baskilamaktadir [162].

2.2.1.9 Noroinflamasyon

inflamatuvar mekanizmalarin  ALS patofizyolojisinin olusumunda rol oynadig
disunilmektedir [78]. ALS’de motor néron hasari mikroglia, astrosit aktivasyonuna yol
acmaktadir ve bu durum nérodejenerasyonun olusmasina katkida bulunmaktadir
[163], [164]. Ailesel ve sporadik ALS hastalarindan alinan omurilik dokusunda ve BOS’ta
yapilan analizlerde mikroglia aktivasyonunda, T hicreleri infiltrasyonu, MCP-1
(Monocyte Chemoattractant Protein-1) ve IL-8 gibi bazi proinflamatuvar maddelerin
konsantrasyonlarinda artis tespit edilmistir [165], [166], [167]. Mutant SOD1 enzimini
kodlayan transgenik farelerde ise gen dizilisi analizi ile hastaligin ilerleyen evrelerinde
inflamasyon ile ilgili olan proteinlerin anlatiminin arttigi bulunmustur [168], [169].
Graber ve ark. yaptigl transgenik farelerdeki c¢alismalarda motor néron
dejenerasyonunun erken safhalarinda omurilikte ve periferik sinirlerde mikroglia ve

makrofajlarin aktive oldugunu bildirmistir [170].

Astrositler bircok inflamasyon sinyali Ureterek noéroinflamasyonda 6nemli rol
oynamaktadir. SOD1%%*A fare modellerinde astrositler prostaglandin E2, I6kotrien B4 ve
NO gibi bazal ve aktive edilmis kosullardaki inflamatuvar maddelerin salgilanmasini
saglamaktadirlar [171]. insan embriyonik kék hiicrelerinden elde edilen motor néronlar
ve mutant SOD1 ifade eden kemirgen veya insan astrositleri ile birlikte olusturulan
hiicre kiiltiirlerinde, prostaglandin D2 reseptorlerini veya NOX2'yi inhibe ederek, néron
toksisitesinin iyilestirilebildigi bildirilmistir [172], [173]. Mutant SOD1 proteini kodlayan
astrositlerin dogal olarak aktif bir proinflamatuvar duruma girme olasilig yabanil

tiplerine gore daha fazladir [78].

2.3 Norofilamentler: Hiicre iskeletinin Yapitasi

Noéronlar beyindeki bilgileri isleyen hicrelerdir ve ¢ok sayida dallanmis akson ve

dendritlerden olusmaktadirlar. Bu akson ve dendritler binlerce nérondan gelen
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elektriksel girdileri alip islemektedirler. Noéronlarin aksonlari metrelerce uzunlukta
olabilmektedirler ve hilicre govdesinden vyizlerce kat daha fazla toplam hacim
icerebilmektedirler. Hicre govdesi, proteinlerin sentezlendigi ana kisimi
olusturmaktadir. Néronal fonksiyonlarin olusturulmasi ve devam ettirilmesi icin akson
icine ¢ok fazla madde tasinmasi gereklidir. Bu madde tagimasi igin néronal hiicreler

benzersiz bir sitoiskelete ihtiya¢ duymaktadirlar.

Hiicre sitoiskeletinin baslica elemanlari mikrotlbiller, aktin filamentler ve ara
filamentlerdir. Bu yapilarin hem néronal morfolojinin olusturulmasinda hem néronal
polaritenin olusturulmasinda hem de akson bitinlGglnin saglanmasinda ve

surdirulmesinde islevleri bulunmaktadir [174].

Noéronal hicrelerde en ¢ok bulunan sitoiskelet elemanlari ara filamentlerdir.
Baglangigta ara filament terimi, civciv embriyosundan kiiltir yapilan iskelet kasi
hicrelerinde elektron mikroskobisi ile kesfedilen, aktin ve miyozin filamentleri arasinda
bulunan bir filament sinifini belirtmek igin kullaniimistir [175]. Ara filamentler boyutlari
degisen ve birincil yapilari farkh olan protein ailesi Uyeleridir. Yaklasik 10 nm
kalinhktadirlar. Memelilerde ara filament proteinlerini kodlayan yaklasik 70 gen
bulunmaktadir. Bu genler doku ve hiicre tipine ve bazen de hiicre farklilasmasina gore
farkli zamanda ifade edilmektedirler. Gen yapisi ve aminoasit dizilimi temel alinarak ara
filamentler bes tipe ayrilmislardir. Asidik ve bazik keratinler tip | ve Il olarak epitelyum
hiicrelerinde ifade edilmektedirler. Vimentin, mezensimal hicrelerde; desmin, kas
hicrelerinde; glial fibriler asidik proteinleri (GFAP) ve periferin ise periferik sinir sistemi
noronalarinda tip Il proteinleri olarak ifade edilmektedirler. Tip IV ara filament
proteinleri ise merkezi sinir sisteminin noéronlarinda ifade edilmektedirler. Lamininler

olarak adlandirilan tip V proteinleri ise sadece niikleusta bulunmaktadirlar [176].

Tip IV ara filament proteinleri norofilament hafif zincir (NF-L), norofilament orta zincir
(NF-M), norofilament agir zincir (NF-H) ve a-interneksinden olusmaktadirlar.
Norofilament proteinleri aksonlarda yliksek miktarda bulunmaktadirlar. Ana islevleri
akson capini ve akson iletkenligini kontrol etmektir. Bu proteinler kararli polimerlerdir

ve siraslyla 68, 160 ve 200 kDa’dan olusmaktadirlar. Birlikte bu norofilametler esas

42



olarak NF-L’nin amino ucundan olusan ve akson boyunca paralel uzanan bir omurgaya
sahip hiicre iskeleti ¢ekirdegi olusturmaktadirlar. NF-M ve NF-H’nin C-terminal yan

kollari omurgayi kaplayan bir kabuk seklinde bulunmaktadir [177].

2.3.1 Norofilametlerin Hiicrelerde ifadesi

Norofilament proteinleri hiicre gévdesinde sentezlenmektedirler. U¢ nérofilament
altbiriminin ifadesi néron farklilasmasi ile uyarilmakta ve omurgali gelisiminin farkh
evrelerinde ifade edilmektedirler. ilk olarak NF-L proteini néronal farkhlasmanin
baslangicinda ifade edilmektedir ve a-interneksin ve periferin ile (st (ste
gelmektedirler. NF-M proteini norit olusumundan kisa bir slire sonra ifade edilirken,
NF-H sinir sisteminin olgunlasmasi igin aksonal radyal blylime gerektiginde ifade
edilmektedir. NF-L ve NF-M genleri koordineli diizenlenirken NF-H geni daha sonra

bagimsiz olarak ifade edilmektedir [178].

NF-L geni 8p21 Ilokasyonunda bulunmaktadir ve 543 aminoasitten meydana
gelmektedir. Molekuler kiitlesi 61 kDa’dur. Ancak, fosforilasyon ve glikolizasyona bagh
olarak SDS-PAGE’de yavas yiurimektedir. Cogu yazar SDS-PAGE’de 69 kDa’luk bir
kiitleye deginmektedir [179].

NF-M geni de 8p21 lokasyonunda yer almaktadir ve 916 aminoasitten meydana
gelmektedir. Molekiler kutlesi 102.5 kDa’dur ancak SDS-PAGE’de 150 kDa’da
yuriimektedir [179].

NF-H geni ise 22q12.2 lokasyonunda yer almaktadir ve 1020 aminoasitten meydana
gelmektedir. Aminoasitlerin molekiler kitlesi 111 kDa’na denk gelmektedir. Ancak
¢ogu yazar proteinde bulunan bagl fosfat yikinden dolayr SDS-PAGE’de 190-210
kDa’luk bir molekiiler kiitleye dikkat cekmektedir [179].

2.3.2 Nérofilamentlerin Yapisal Ozellikleri

Tim norofilament proteinleri ortak bir vyapisal organizasyondan meydana

gelmektedirler. Yaklasik 300 amino asitten olusan merkezi bir a-helikal rod domaini,
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globular amino terminal bas domaini ve a-helikal olmayan karboksi terminal yan kol

domaini ile gevrelenmistir (Sekil 2. 13) [180].

NF-L N | I / —
1A 1B Segment 2
NF-M d_-Ze-_ﬂ-EEE:-jC
1B Segment 2 E1KSP1 E2 KSP2 KE
NF-H " T Y A
1A 1B Segment2 E segment KSP segment KEP segment

Sekil 2. 13 Noroflament altbirimlerinin yapisi. E ve KEP segmentleri sirasiyla glutamik
asit kalintilari ve lizin, glutamik asit ve prolin kalintilari bakimindan zengindir. KSP
dizileri homolog ciftleri heksapeptid tekrarlarinda yer almaktadirlar. (E: glutamat, K:
lizin, S: serin, P: prolin) [177]

Rod domaini 1A, 1B, 2A ve 2B kisimlarina ayrilmistir. Ayrica helikal olmayan domain L1,
L12 ve L2 baglayic kisimlardan meydana gelmektedir [177]. Rod domaini
norofilamentleri karakterize eden ve diizglin bir sekilde birlesmeleri icin gerekli olan
korunmus motifleri icermektedirler. Rod domaininin daha merkezi kisminda bulunan 7.
rezidlsi hidrofobiktir. 7. rezidi, paralel a-helikal olarak sarmalanmis heterodimerlerin
olusmasini kolaylastirmaktadir. L12 baglayici bolgesi ise hidrofobik rezidileri
hizalanmasini saglamaktadir. Dimerlerin antiparalel bir sekilde, rod domainlerinin Gst
Uste binmesi ile tetramer vyapisi olusmaktadir. Tetramer ciftleri birleserek
protofilamentleri olusturur ve sekiz protofilament son olarak 10 nm’lik nérofilamenti
olusturmaktadir. Protofilamentlerin birlesmesi bas domaini  tarafindan
desteklenmektedir. Norofilamentlerin olusumunda iki altbirim bir araya gelmektedir.
Ya NF-L/NF-M ya da NF-L/NF-H birleserek noérofilamet polimerizasyonunu meydana

getirmektedir (Sekil 2. 14).

Amino terminal bas domaini fosforilasyon ve O-glikolizasyon dahil olmak (zere
kapsamli bir post-translasyonel modifikasyona ugramaktadir. Bu yapi dinamiktir ve

birlesmeyi ve tasinmayi diizenlemektedir.
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Karboksi terminal yan kol domainleri ise norofilament altbirimlerine gére degisiklik
gostermektedir. NF-L en kisa yan kol domainine sahiptir, daha sonra NF-M ve en uzun
yan kol domaini ise NF-H’a aittir. NF-M ve NF-H yan kol domainleri bir¢cok tekrarlayici
motiflerden meydana gelmektedir. Bunlar X-lizin-serin-prolin-X(1-3) —lizin (XKSPX(1-3)K)
tekrar motifidir. X burada tek bir amino asidi isaret etmektedir. insanlarda NF-H
proteininde 13 benzer tekrar bulunmaktadir. Bu proteinin iki formu vardir, birinde 44
tekrarh yan kol domaini bulunurken diger formda 45 tekrarli yan kol domaini
bulunmaktadir. Motif etrafindaki bélgenin geri kalan kismini olusturan amino asitler iki
protein arasinda onemli derecede degismektedir. Tekrar motifleri NF-M’de ciftler
halinde iken, NF-H’de daha esit araliklarla bulunmaktadir. insanlarda, NF-H’nin KSP
tekrarlarinin diizenlenmesi yan kol domaininin ilk yarisinda XKSPAK, XKSPEK ve
XKSPXXXK iken, ikinci yarisinda ise XKSPVK ve XKPSEK tekrarlarindan olusmaktadir. iki
kisim birbirinden XKSPEK bdlgesi ile ayrilmaktadir [180].
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Sekil 2. 14 10 nm’lik filamentlerin yapisal olarak bir araya gelisi [181]

2.3.3 Norofilamentlerin Hiicrelerde Tasinimi

Noéronlarin metabolizmalari ¢ok hizlidir, bu nedenle hiicre icerisinde hizli bir madde
akisi gerceklesmektedir. Hicre icerisinde madde tasinmasi ya aksonlardan sinaptik

bolgeye dogru olan anterograd tasima ile ya da sinaptik bdlgeden hiicre gévdesine
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dogru olan retrograd tasima ile olmaktadir. Ayrica hiicrede maddeler ya yavas ya da
hizli aksonal tasima ile tasinmaktadir. Hiicredeki maddelerin tasinmasinda molekiiler
motorlar denilen proteinler gérev almaktadirlar. Bu molekiler proteinler anterograd
tasimadan sorumlu kinesin ile retrograd tasimadan sorumlu olan dineinden meydana
gelmektedir. Bu molekiler motorlar mikrotlbdiller Gzerinde hareket ederek hiicre

icerisindeki maddelerin tasinmasini saglamaktadirlar (Sekil 2.15).

Dinamik Nérofilament Transportu
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Sekil 2. 15 Norofilamentlerin hiicrede tasinmasi [182]

Hizli aksonal tasima, vezikillerin ve mitokondri gibi organellerin molekiler motorlar
tarafindan tasinimindan olusmaktadir. Gunde yaklasik 1 mm/s ya da 90 mm/giin hizda

tasima yapilmaktadir [180].

Norofilametler ise hiicre govdesinde sentezlendikten sonra hizlica aksonal tasima icin
ipliksi yapilar halinde dizenlenmektedirler. Yesil floresan proteini (GFP) ile yapilan
calismalarda norofilamentlerin hiicre icinde tasinmasi es zamanl olarak incelenmistir
[183], [184], [185], [186]. Calisma sonucunda hem GFP-NF-M hem de GFP-NF-H
proteini yaklasik 1 mm/s hizda tasindigi bulunmustur. Ancak bu tasinma sirasinda
hareketin %85-99’unun uzun sireli duraksamalar ile kesintiye ugradigi tespit edilmistir
[186]. Bu duraksamalar molekiiler motorlar ile nérofilament yapilarinin arasindaki
gecici etkilesim eksikliginden kaynaklaniyor olabilecegi duslintilmektedir [178]. Bu

sonuclara gore norofilamentler aksonda “yavas aksonal tasima” denilen mekanizma ile
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hiicre icerisinde yer degistirmesi saglanmaktadir. Norofilamentler hiicrede kinesin ve
dinein molekiiler motorlari ile etkilesime gegerek mikrotibil boyunca iki yonli olarak
tasinabilmektedirler [178]. Norofilametlerin biylk bir kismi akson boyunca tasinirken

oligomer birimleri olarak tasinmaktadirlar [186], [187], [188].

2.3.4 Norofilamentlerin Fosforilasyonu

Norofilamentler fosforilasyon, glikolizasyon, nitrasyon, oksidasyon ve ubikuitilasyon
gibi ¢cesitli post-translasyonel modifikasyonlara ugramaktadirlar. Burada sadece
norofilamentlerin  fosforilasyonuna deginilecektir. Norofilament altbirimlerinin
fosforilasyonu, norofilamentlerin tasinmasinda, olusumunda ve fonksiyonunun
dizenlenmesinde rol almaktadir [178]. Norofilamentlerin fosforilasyonu ve
defosforilasyonu aksonal bolme iginde gerceklesmektedir ve karmasik mekanizmalar

tarafindan diizenlenmektedir [179].

Norofilament altbirimlerinin sentezinden hemen sonra, hiicre govdesinde NF-L ve NF-
M’nin  bas domainleri fosforilasyona ugramaktadir. Norofilament bas domaini
fosforilasyonu ikincil mesajci bagimli kinazlar olan protein kinaz A (PKA), protein kinaz
C (PKC) ve Ca*?/CAMPKII tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu protein kinazlar 6zellikle
serin rezidilerinin fosforilasyonuna neden olmaktadirlar. Norofilamentlerin bas
domainlerinin fosforilasyonu, onlarin hiicre goévdesinde ayrik durumda muhafaza
edilmelerini saglamaktadir. NF-L'nin bas domaininin fosforilasyonu hiicre gévdesinde
norofilamentlerin  polimerizasyonunu engellemektedir. No6rofilamentler aksona
girmeden hemen 6nce ise bas domainlerinde bulunan fosfat gruplari koparilmaktadir.
Bas domaininde bulunan fosfat gruplarinin ayrilmasi protein fosfataz 2A (PP2A)
tarafindan saglanmaktadir. Boylece norofilamentler aksona girip tasinmaya

baslamadan hemen 6nce polimerlesebilmektedirler (Sekil 2. 16) [182].

Aksona girmeden once polimerlesen norofilamentler, akson boyunca tasinmaya
basladiklarinda NF-M ve NF-H'nin kuyruk domainleri yavas bir sekilde fosforile
olmaktadir. Bunun nedeninin ise ortamda bulunan kinazlarin ge¢ aktive olmasi veya

polimerlesmis norofilametlerde kapali bir konformasyon nedeniyle fosfat alici
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bolgelere erisilememesi oldugu disiunilmektedir [178]. Polimerlesen nérofilamentten
cikinti yapan NF-M ve NF-H’nin kuyruk domainleri fosforilasyona maruz kalmaktadirlar.
Norofilamentlerin kuyruk domainleri hiicre gévdesinde fosforile edilmemis sekilde
bulunurken, olgun aksonlarda ise kuyruk domainleri fosforlanmis sekilde
bulunmaktadirlar. Kuyruk domainlerinin  fosforilasyonunun gelisimsel olarak
dizenlendigi duslinilmektedir. Miyelinasyon ve sinaptogenezisin uyarmasiyla
fosforilasyonun dizenlendigi gorilmektedir. Miyelin baglantili glikoprotein (MAG),
miyelinizasyon sinyalinin  aracisi  olarak nérofilament kuyruk domainlerinin
fosforilasyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir [182]. NF-M ve NF-H’nin kuyruk
domainlerinde fosforilasyona ugrayan asil bolgeler KSP tekrarlarinin oldugu bolgelerdir
(Sekil 2. 16), ancak KSP tekrarlarinin olmadigi kisimlarda da fosforilasyon meydana
gelmektedir. NF-M ve NF-H’nin kuyruk domainlerinin fosforilasyonu ikincil mesajci
bagimh olmayan protein kinazlar tarafindan dizenlenmektedir. Cdk5, kuyruk
domaininde KSPXK tekrarlarinin fosforilasyonunu diizenlemektedir. KSPXK ve KSPXXXK
tekrarlarinin fosforilasyonu ise ERK1/2 tarafindan diizenlenmektedir [182]. GSK 3 ise
bazi KSP motiflerini fosforile etmektedir [189]. JNK 1/2 ve p38 ise NF-H kuyruk
domaininde bazi KSP tekrarlarinin fosforilasyonuna neden olmaktadir. Stres kosullari
altinda NF-H kuyruk domaininde KSPXE tekrarlarinin fosforilasyonu SAPK tarafindan
gerceklestirilmektedir [190]. Fosfat gruplari serin ve treonine yliksek affinite ile
baglanmaktadirlar [179]. Norofilament kuyruk domainleri her ne kadar aksonda
fosforlanmis olsada hiicrede bazi bolgelerde daha az fosforile oldugu yerlerde
bulunmaktadir. Hicre govdelerinde, dendritlerde ve Ranvier bogumlarinda kuyruk

domainlerindeki KSP tekrarlari daha az fosforile edilmektedir [178].

NF-M ve NF-H kuyruk domainlerinin fosforilasyonu sonucu nérofilament araliginda
artis meydana gelir. Bu da aksonlarin radyal biylimesini ve elektriksel iletim hizini
arttirmaktadir. Ancak, noérofilamentlerin fosforilasyonunda meydana gelen artisin
onlarin akson icinde tasinmasinda yavaslamaya neden olabilecegi distnilmektedir.
Bunun disinda NF-H kuyruk domaininin fosforilasyonu o6zellikle mikrotiibuller ile

etkilesmesine aracilik etmektedir. NF-H’nin bu etkilesimi sonucu mikrotibdller ile

48



capraz koprilerin olusumu saglanmaktadir [178]. Kuyruk domaini fosforilasyonu ayrica

norofilamentlere olaganlsti proteoliziz direnci kazandiran bir post-translasyonel

dzelliktir [182].

Norofilament Alt Unitelerinin Modifikasyonu

Bas fosforilasyonu Proteolizis

Kuyruk Fosforilasyonu
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Sekil 2. 16 Norofilament alt birimlerinin fosforilasyonu ve proteolizisi [182]

2.3.5 Norofilamentlerin Yikimi

Norofilamentler metabolik olarak kararh proteinlerdir. Ancak her hiicre elemani gibi
belli bir sire sonra yikima ugramaktadirlar. Bu proteinler akson boyunca tasinirlar
ancak sinapslarda polimer halinde bulunmamaktadirlar. Clinkli bu proteinlerin yikima
ugradiklari yer sadece sinapslardir [191], [192]. Yukarida da bahsedildigi gibi
fosforilasyon norofilamentlerin proteolizise karsi direngli olmalarina neden olmaktadir.
Bu nedenle yikima ugrayacak noérofilamentlerin 0Oncelikle defosforile olmasi
gerekmektedir. Sinapslarda PP2A enzimi dncelikle yikima ugrayacak nérofilamentlerin
defosforile olmasini saglamaktadir [193]. Daha sonra ise sinapslarda bulunan proteaz
enzimleri nérofilamentlerin yikimina neden olmaktadirlar. Sinapslarda bulunan Ca*?

aktive edilmis proteaz olan kalpain 1/2 enzimleri defosforile olmus olan
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norofilamentlerin yikimindan sorumludurlar. Bunun diginda nérofilamentler spesifik
olmayan proteazlar ile de yikima ugramaktadirlar. Lizozomal kathepsin D, tripsin ve a-

kemotripsin enzimleri bu yikim isleminden sorumludurlar (Sekil 2. 16) [190].

Yikim sonucu olusan pargalar retrograd tasima ile hiicre govdesine tasinmaktadirlar. Bu
bozunma ({riinlerinin hicre goévdesine gidisi bir geri besleme mekanizmasinin
olusturulmasinda rol almaktadir. Bu mekanizma hicrede yeniden olusturulacak
norofilament miktarinin, yapisinin ve ne kadarinin tasinacagi ile ilgili bir dizenleme

saglamaktadir [190].

Fosforilasyon her ne kadar proteolizise karsi koruyucu ise, bir diger post-translasyonel
modifikasyon olan ubikuitilasyon ise norofilamentlerin proteolizise karsi daha hassas
olmalarina neden olmaktadir [194]. Ayrica NF-L altbirimi, NF-M ve NF-H’ine gore
protealizise karsi daha duyarlidir. Bunun nedeni ise NF-L’inin kendi basina polimerize
olma potansiyeli vardir. Bu durum ise protein birikimi, agregat olusumu ve sonugta

hastalik olusumuna neden olabilecegi igin biyolojik olarak diizenlenmistir [179].

2.3.6 Norofilamentlerin Fonksiyonu

Norofilamentler hiicre iskeletinin bir (yesi olmalarindan dolayi, néronlarda yapisal
bitlnligliin korunmasinda, hiicre seklinin olusturulmasinda ve organellerin ve hiicre ici
diger maddelerin tasinmasinda mikrotlbdller ve mikrofilamentler ile birlikte
calismaktadirlar. Norofilamentlerin en blylk islevi aksonal ¢apin olusturulmasini
saglamaktir [178]. Aksonal ¢apin artisi ile nérofilament sayisi ve yogunlugu arasinda bir
korelasyon bulunmaktadir [195]. Aksonda impuls iletim hizi, aksonun ¢api ile orantili
olarak degismektedir. Ornegin iskelet kaslarini kontrol eden ¢evresel motor néronlarda
hizli  impuls iletiminin saglanmasi igin norofilamentler bu aksonlarda yiliksek

miktarlarda bulunmaktadir [178].

NF-L, norofilamentlerin polimerlesmesinde temel bir altbirimdir. NF-L geninin
susturuldugu calismalarda, bu altbirimin yoklugunda NF-M ve NF-H 10 nm’lik
filamentleri olusturamamaktadirlar. Sonugta NF-L olmayan fare ndéronlarinda

norofilament polimerlesmesi gerceklesmediginden ciddi aksonal atrofiler meydana
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gelmistir. Buradan su anlasiimaktadir ki, NF-L altbirimi aksonal ¢apin olusturulmasinda
belirleyici bir faktordir [196]. Aksonal ¢ap ve norofilament ile ilgili ilk ¢alisma, NF-L
geninin hasarli oldugu dogal mutant bir bildircin lzerinedir ve yapilan analizler ile NF-L
altbiriminin aksonal ¢apin olusturulmasindaki roliiniin anlasiimasi saglanmistir [197],
[198], [199]. Daha sonraki arastirmalarda norofilament bulunmayan transgenik fare

calismalariile bu sonuglar dogrulanmistir [200].

Aksonal capin olusturulmasinda diger onemli altbirimler ise NF-M ve NF-H’dir. Bu
altbirimler NF-L ile heteropolimer yapilar meydana getirerek aksona yerlesmektedirler.
Uzun kuyruk domainleri sayesinde aksonal ¢apin olusturulmasini saglamaktadirlar. Bu
kuyruk domainlerinde bulunan KSP tekrarlarinin fosforilasyonu da aksonal ¢apin
olusturulmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Fosforile olan KSP tekrarlari negatif yike
sahip olmaktadirlar. Bu negatif yik ile kuyruk domainlerinin halka yapisinin agilmasi
saglanmaktadir ve bu da kuyruklarin daha fazla uzamasina neden olmaktadir.
Birbirlerine uyguladiklari itici kuvvetler ile de nérofilamentler arasindaki boglukta artis
meydana gelmektedir. Bu da akson ¢apinin artisi ile sonuglanmaktadir [179]. Bu itici
etkilesimler NF-L homopolimerlerinde ya da enzimatik olarak KSP tekrarlarinin

defosforile oldugu bolgelerde bulunmamaktadir [201].

Onceden NF-H’nin kuyruk domaininin fosforilasyonunun nérofilament boslugunun ve
aksonal g¢apin olusmasinda temel bir altbirim oldugu disiiniimekteydi ancak yapilan
calismalar sonucu aksonal ¢apin belirlenmesinde NF-M altbirimin daha 6ncelikli oldugu
anlasiimigtir. NF-M geninin susturuldugu bir ¢calismada biyik miyelinlenmis néronlarin
aksonal radyal blylimesinde hasarlarin meydana geldigi gézlemlenmistir [202], [203].
NF-M’nin yoklugu, NF-L seviyesinde Onemli bir diisise neden olmaktadir. Bunun
sonucunda da aksonal noérofilament bilesiminde disis meydana gelmekte ve sonucta
aksonal atrofi olusmaktadir. No6ronlarin gelisiminde ilk olarak NF-L ve NF-M
altbirimlerinin anlatimi  yapilmaktadir. Ortamda NF-M olmadigi takdirde NF-L
altbiriminin hiicre govdesinde birikimi gerceklesmektedir. Sonugta aksonal ¢apta dusls
gozlenmektedir [203]. NF-H proteini eksik farelerde yapilan bir calismada ise

miyelinlenmis aksonlarin ¢apinda hafif bir dislis oldugu bildirilmistir [204], [205].
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Bunun nedeninin ise NF-H proteini eksik néronlarda NF-L ve NF-M altbirimlerinin
fosforilasyonunda meydana gelen degisiklikler sonucu NF-H proteininin eksikligine
karsi dengeleyici bir 6nlem olusturuldugu duslinilmektedir. Sonuc¢ olarak NF-M
altbiriminin aksonun radyal bilylimesinde NF-H altbiriminden daha 6nemli oldugu

gorilmektedir.

NF-H proteininin kuyruk domaininin ise norofilament-norofilament etkilesimlerinde
gorevli oldugu dislintlmektedir [190]. Ayrica fosforlanmis NF-H altbiriminin kuyruk
domaini mikrotlibiil, mikrofilament ve diger sitoskeletal elementlerle etkilesim igine
girmektedir ve capraz koprilerin olusumuna katilmaktadir [206]. Cok az ya da hig
fosforlanmamis NF-H kuyruk domaini anterograd ve retrograd tasimada da rol

almaktadir [185].

Norofilamentlerin dikkate deger O6zelliklerinden biri son derece uzun yarilanma
omdrleri ve noéronlarin asimetrik seklini muhafaza etmelerini saglayan esnek elyaf
ozellikleridir. Norofilamentler sadece aksonal gapin belirlenmesinde gorev almazlar
baska gorevleride bulunmaktadir. Bitlin norofilamentlerin bas bolgesi mikrotubl
polimerizasyon inhibitor bolgesi icermektedir. Aksonda mikrotibll sayisini
belirlemektedirler. Ayrica rod bdlgesi miyosin ve motor proteinler icin baglanma

bolgesi olarak gorev yapmaktadir [182].

2.3.7 Norofilament ve ALS Hastalig iliskisi

ALS hastalarinda ve transgenik fare modelleri lizerinde yapilan c¢alismalarda néronal
sitoiskelet elemanlarindaki bozukluklarin ALS patofizyolojisine yol acan faktorlerden
biri olabilecegi tespit edilmistir. Noronal 6limin meydana gelmesi hiicre igeriginin
BOS’na ve kana karismasi sonucu néronal sitoiskelet elemanlarinin konsantrasyonunda
artis meydana geldigi saptanmistir. Norofilamentlerin néronlara 6zgl bir sitoiskelet
elemani olmalarindan dolayl bu proteinler lizerine yapilan calismalar glinden gline
artmistir. Norofilament polimerlesmesinde 6nemli bir alt birim olan NF-L ve akson
¢apinin olusturulmasinda énemli bir islevi olan NF-H altbirimi 6zellikle ¢ok calisilan

sitoiskelet elemanlaridir. Ayrica NF-H’nin kuyruk domaininde bulunan KSP tekrarlarinin
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yuksek derecede fosforile olmasi sonucu proteaza karsi direngli hale gelen pNF-H
proteini Gzerine galismalarda artis meydana gelmistir. pNF-H proteininin bu 6zelligi onu
aday bir biyobelirtec yapmaktadir. pNF-H proteini hem merkezi hem de periferik sinir

sisteminde meydana gelen hasarlarin tespitinde kullanilabilecek bir proteindir [22].

ALS (zerine yapilan calismalarda dejenere olmus motor noronlarda NF-L mRNA
seviyesinin % 70 oraninda azaldigl tespit edilmistir [207], [208], [209], [210]. NF-L
protein seviyesinin hiicre icerisinde azalmasi sonucu, hiicre gévdesinde bulunan diger
altbirimlerin miktarinda artis meydana gelmektedir. Bunun sonucunda ise hicre
govdesinde c¢okeltiler olusmaktadir. Bunun yaninda nérofilamentlerin hiicrede asiri
anlatiminin olmasi hiicre gévdesinde ¢okeltilere neden olarak dejenerasyona yol agtigi
transgenik fare ¢alismalari sonucu tespit edilmistir [207], [211], [212], [213]. Histolojik
boyama ile yapilan calismalarda ise ALS’de aksonda ve néronal hiicre goévdesinde
boyanmis pNF-H miktarinda artis oldugu goézlenmistir [214], [215]. Mutant SOD1
proteini kodlayan transgenik farelerin noéronlarinda ise norofilament ¢okelmelerinin
meydana geldigi bildirilmistir [216], [217]. Ayrica norofilamentlerin aksonal
tasinmasinin da bozuldugu gozlenmistir [217]. ALS hastalarinda ve SOD1 mutant
farelerde, normal hiicrelerde fosforillenmemis olan bolgelerin, NF-M ve NF-H iceren
norofilament c¢okeltileri iceren bu bolgelerde ylksek derecede fosforillendigi

bildirilmistir [216], [218], [219].

ALS’li hastalarin BOS’ni kullanarak yapilan bir ¢alismada, aksonal dejenerasyon sonrasi
veya noronal 6limden hemen sonra BOS'na hizli bir sekilde diffiize olan NF-L
altbirminin olcimi yapilmistir. Buna gére BOS NF-L seviyesi nérolojik kontrol grubuna
gore ALS hastalarinda yliksek oldugu tespit edilmistir [220]. Ayrica mutant SOD1
transgenik farelerdeki bir ¢calismada semptomlar gézlenmeden dnce omurilikte NF-L

iceren inkliizyonlarin varhgi bulunmustur [221].

ALS hastalarindan elde edilen kok hicrelerin kullanilmasi ile noronal kiltir
olusturulmustur. Bu noron hiicreleri mutant SOD1 proteini kodlayan hiicrelerden
meydana gelmektedirler. Bunun sonucunda mutant SOD1 proteininin NF-L mRNA’sina

baglanmasi ile bu mRNA’nin stabilitesinin bozulmasina neden oldugu ve sonugta NF-L
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mMRNA seviyesinde diisiis meydana geldigi gézlenmistir. Sonugta da hiicre gévdesinde

norofilament ¢okelmelerinde artis meydana geldigi bildirilmistir [222].

15 merkezin katilimiyla yapilan bir calismada ALS hastalarinin BOS’lari kullanilmistir. Bu
calismada BOS’da pNF-H ve NF-L proteinlerinin seviyesinin él¢imi yapilmistir. Yapilan
calisma sonucuna gore pNF-H seviyesi 15 merkezin 10’unda, NF-L ise 12 merkezin
5’inde protein seviyesinin ALS hastalarinin BOS’larinda yiksek oldugu bildirilmistir

[223].

ALS’li hastalarla yapilan baska bir ¢alismada ise pNF-H proteininin hem plazmada hem
de BOS’da ol¢imi yapilmistir. ALS grubunun norolojik kontrol ve saglkli kontrol
grubuna gore BOS ve plazma pNF-H seviyelerinde ciddi bir artis oldugu bulunmustur.
Ayrica ayni bireylerin plazma ve BOS pNF-H seviyelerinin pozitif korelasyon gosterdigi
bildirilmistir. BOS ve plazma pNF-H seviyesi arasindaki pozitif korelasyon pNF-H
proteininin, hasarli kan-beyin/kan-omurilik bariyerini kolayca gecebilmesine
baglanmaktadir. Kan-beyin/kan-omurilik bariyerlerinin yapisal ve islevsel olarak
bozulmasi, erken dénemde ALS hayvan modellerinde hasarli oldugu ispat edilmistir. Bu
degisiklik  kan-beyin/kan-omurilik  bariyeri ile BOStan  pNF-H  gegisini
hizlandirabilmektedir [224], [225], [226], [227], [228]. pNF-H, kan-beyin/kan-omurilik
bariyerini gecemezse ya da ¢ok az bir kismi gecebilirse plazma ve BOS’taki pNF-H
seviyesi sirasiyla Ust ve alt motor néron aksonlarin dejenerasyonunun bir gostergesi

olabilme olasiligl bulunmaktadir [13].

2.4 Makrofaj Migrasyon inhibe Edici Faktér (MiF)

MIF, 1950’li yillarda ilk sitokinlerden biri olarak kesfedilmistir. Bunun yaninda MiF’in
enzim aktivitesi de bulunmaktadir. T lenfositlerden elde edilen siipernatantlardan izole
edilen MiF’in immiinolojik aktivitesi oldugu ve makrofajlarin rastgele migrasyonunu
inhibe ettigi bulunmustur [229]. MiF monosit, makrofaj, fibroblast, pankreas insilin
salgilayan hiicreler, hipofiz hiicreleri, endotel hiicreleri, néronlar, néronal olmayan
hiicreler ve sinir kok hiicre oncllleri gibi cesitli diger hiicreler tarafindan da anlatimi

yapilan evrimsel olarak korunmus bir sitokindir [230]. MiF’'in islevleri makrofaj
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fonksiyonunun diizenlenmesini, lenfosit bagisikligi ve endokrin fonksiyonlarinin
diizenlenmesini kapsamaktadir. Ayrica, glukokortikoidlerin immin baskilayici ve anti-
enflamatuvar aktivitilerini baskilayici bir 6zellige de sahiptir. MiF’in dolasima salinmasi,

hicrelerde 6nceden olusturulmus havuzlardan salinmasi ile olmaktadir [231].

2.4.1 MIF’in Hiicrelerde ifadesi

insan MIF geni 1 kb’dan kiigiik olup, kromozomda 22q11.23 lokasyonunda
bulunmaktadir. Bu gen li¢ ekzondan (ekzonl: 66, ekzon2:107, ekzon3:172 bp) ve iki
introndan (intronl: 94, intron2:188 bp) meydana gelmektedir (Sekil 2. 17). mRNA
yaklasik 0.8 kb’dan meydana gelmekte olup 114 amino asit iceren bir protein
olusturulmasini saglamaktadir. insanda D-dopakrom tautomeraz (DDT) geni, MiF’e en
yakin homolojiye sahip tek gendir. iki gende 22 nolu kromozomda lokalize olmustur ve
birbirlerine ¢ok yakin konumlarda bulunmaktadirlar. MiF ve DDT genlerinin farkl
biyolojik fonksiyonlara sahip olmalarina karsin ortak bir atasal genin duplikasyonlari
olabilecegi disiiniilmektedir. Biitiin memeli MiF genleri %90 homoloji gdstermektedir.
Memeli MiF’niin homologlari tavuklarda, ¢eneli ve cenesiz baliklarda, kenelerde,
pazazitlerde, bitkilerde ve siyanobakterilerde bulunmaktadir. MiF’niin tiirler boyunca

korunmus olmasi bu proteinin 6nemli bir biyolojik fonksiyonunun gostergesidir.

ATG
GATA AP SP1 GATA GATA GATA AP1  CREB CREE —
5] [ 1 [ I:llﬂ f?ﬂ llﬂ UTT'I I | H'l"l"“ I I I ] 3
NF-xB SP1 ETSETS | spispt o7
(CAT)>S G/C SNP
-825/-813 73
to—794

Sekil 2. 17 insan MIF geninin yapisi. Oklar, insan Mif geninin iki polimorfizm bélgesidir.
(yesil: ekzon, Pembe: intron, AP1: aktivator protein 1, NF-kB: niikleer faktor-kB, CREB:
cAMP cevap elementi baglanma proteini) [232]
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ilk baslarda MiF’in hiicresel kaynaginin T hiicreleri oldugu dusiiniilmekteydi. Ancak
yapilan ¢alismalarda ayrica monositlerde, makrofajlarda, B hiicrelerinde, notrofillerde,
ezonofillerde, mast hiicrelerinde ve bazofillerde de ifade edildigi tespit edilmistir. Cogu
sitokinin aksine MIF hiicrelerde temel olarak ifade edilmektedir ve hiicresel havuzlarda
depolanmaktadir. Bu nedenle sekresyon oOncesi de novo olarak protein sentezi
yapilmasi gerekmemektedir. MiF proteininin amino-terminal 6ncii sekansina sahip
olmamasindan dolayr hiicrelerden geleneksel olmayan bir yol ile salindig
diisiinilmektedir. Bagisiklik sistemi disinda MIF bircok farkli dokuda da bulunmaktadir.
Ozellikle, canhlarin akcigeri, derinin epitelyum tabakasi, gastrointestinal ve
genitolriner yollari gibi dogal gevre ile dogrudan etkilesim igerisinde olan hiicrelerde
ve dokularda da ifade edilmektedir. Ayrica stres kosullari altinda aktif hale gelen
hipotalamus, hipofez ve bobrekistl bezleri gibi organlarin ve endokrin sistemin cesitli

dokulari tarafindan da yiksek oranda ifade edildigi bulunmustur [232], [233].

Sekil 2. 18 MiF’in monomer ve homotrimer yapisi [233]

2.4.2 MiF’in Yapisal Ozellikleri

MIiF’in kristal yapisi ilk olarak 1996 yilinda tanimlanmistir [233]. MIF, bilenen sitokin
protein ya da sitokin reseptor siniflarindan hicbirine uymamaktadir. X-ray kristallografi
calismalari sonucu MIiF’in 114 amino asit iceren 12.5 kDa’luk bir polipeptid oldugu

bulunmustur. MIF aktif formda iken ¢ monomer bir araya gelerek simetrik bir
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homotrimer yapi olusturmaktadir. Bunun sonucunda 37.5 kDa’luk bir protein meydana

gelmektedir (Sekil 2. 18) [234].

Her monomer iki a heliks ve bir B tabakadan meydana gelmistir. Bu a heliks ve
tabakalar karsilikh olarak denk gelmektedirler. Ayrica monomerler arasindaki etkilesimi
saglamak igin ilave olarak iki B zincirine daha sahiptir. Bu U¢ B tabaka ve alti a heliks,
homotrimerin merkezinde bir gegit kanali olan dairesel bir protein olusturmaktadirlar.
Elektrostatik potansiyel haritalari, kanalin negatif yukli molekilleri bagladigini

duslindiren pozitif potansiyele sahip oldugunu ortaya koymustur [230].

MIF proteininin N-terminal sinyal peptidi olmamasi MiF’niin hiicrelerden salinmasinda
esnasinda salinim oOncili  gerektirmeyen bir mekanizma ile gergeklestiginin
diisiiniilmesine neden olmaktadir. N-terminal metiyoninin islenmesi disinda MiF’in hic
bir post-translasyonel modifikasyonu tanimlanmamistir. Her MiF monomerinin N-
terminalinde bulunan prolin kalintisi, bu proteinin tautomerizasyon aktivitesi igin
onemli bir islev gdérmektedir. Tautomeraz aktivitesi MiF'in D-dopakrom veya L-

dopakromu indol tlirevlerine katalize etmesini saglamaktadir [235].

2.4.3 MiFin immiinolojik ve Enzimatik Aktivitesi

2.4.3.1 MIF: Glukokortikoid Antagonisti

Glukokortikoidler tim memelilerde yaygin olarak bulunan streoid yapili hormonlardir.
Tum dokulara kolayca ulasabilmektedirler ve streoid yapili olmalarindan dolayi hiicre
membranini kolayca ge¢mektedirler. Hlicre membranini gecen glukokortikoidler
sitoplazmada ya da cekirdekte bulunan reseptorleri ile etkilesime gecerek hicrenin
transkripsiyon diizeyinde cevap olusturmasini saglamaktadirlar [236]. Fiziksel ve
psikolojik stres kosullari altinda, glukokortikoidlerin sentezi ve salinimi hipotalamik-
hipofiz-adrenal (HPA) ekseni tarafindan kontrol edilmektedir. Glukokortikoidler adrenal
bezlerin zona fasikiilata kismi tarafindan salgilanmaktadir [237]. Fiziksel ve psikolojik
stresorler, hipotalamus paraventrikiler cekirdegini (PVN), beyin sapi ¢ekirdegini ve

amigdalayi uyarmasi ile CRH salinimini indiiklemektedirler. CRH hipofiz sistemi boyunca
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dolasarak, ACTH salinimi saglamaktadir. ACTH hormonu ise adrenal bezlerin zona
fasikllatasini  uyararak glukokortikoidlerin ~ salinimini  tetiklemektedir  [238].
Glukokortikoidler, canlinin immiin sistemi Uzerinde baskilayici etkileri olan
hormonlardir. Glukokortikoidler, sitokinler, prostaglandinler, reaktif O ve N tirleri dahil
olmak Uizere hiicre aktivasyonunun inhibisyonunda ve pro-enflamatuvar maddelerin
Uretiminin azalmasinda rol oynamaktadirlar. MiF, glukokortikoidler karsisinda karsi

diizenleyici bir etkisi olan bir maddedir [233].
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Sekil 2. 19 Glukokortikoidlerin immiin baskilayici etkilerinin diizenlenmesi (GR:
Glukokortikoid reseptorii) [239]

Glukokortikoidler, enflamatuvar maddelerin retimini baskilarken MiF’in uyarilmasini
ve hiicresel havuzlardan salinmasini tetiklemektedir. MIiF’'nin salinmasi ile
glukokortikoidler tarafindan olusturulan immiin sistem lzerindeki baskilayici etki MiF
tarafindan tersine cevrilmektedir (Sekil 2. 19). MiF, transkripsiyonel ve transkripsiyon
sonrasl seviyelerde glukokortikoidlerin etkilerine karsi ¢alismaktadir [232]. Hipofiz
bezinin uyarilmasi ile artan glukokortikoidlere karsi, hipofiz bezinden ACTH’nin

salgilandigi bolgeden MIF salgilanmasi arttigi bulunmustur. Hipofiz tiirevi MIF’niin
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sistemik enflamatuvar yanitlari dizenlemek ve artan glukokortikoid salinimi ile
baskilanan enflamatuvar maddelerin diizenlenmesini saglamak amaciyla Uretildigi
diisiinilmektedir. Distik miktarda glukokortikoid salgilanmasi karsisinda MIF iretimi
artarken, glukokortikoid diizeyinin dolasimda artmasi ile MIF saliniminin
gerceklesmedigi tespit edilmistir [240]. Bunun canhyl tehdit eden enflamatuvar

reaksiyonlara karsi koruyucu bir mekanizma oldugu tahmin edilmektedir.

MIF, ERK1/2 MAPK ailesini stirekli bir sekilde uyarabilme &zelligine sahiptir. Uyarilmis
ERK1/2, proenflamatuvar mekanizmalarin 6nemli bir bileseni olan sitozolik PLA2’yi
(fosfolipaz A2) de iceren transkripsiyon faktorlerini fosforile etmektedir. Sitozolik
PLA2’nin Urlini olan arasidonik asit, prostaglandin ve |6kotrienlerin sentezlenmesinde
oncildar. Arasidonik asit, TNFa ve diger sitokinlerin anlatiminda mRNA’nin etkin bir
sekilde translasyonunu saglayan JNK’yi aktive etmektedir. Sitozolik PLA2,
glukokortikoidler tarafindan indiiklenen ve PLA2 ile fiziksel olarak etkilesen anneksin-1
yolagi ile baskilanmaktadir. MiF, glukokortikoidlerin immiinospresif etkileri varliginda
sitozolik PLA2'yi aktive etmektedir ve boylece glukokortikoid aracili baskilanmayi
gecersiz kildigi bir mekanizma olusmaktadir. Ayrica glukokortikoidler immunosupresif
etkilerini baska bir mekanizma Ulzerinden de ylritmektedirler. NFkB’nin inhibisyonunu
sagmaktadirlar. NFkB normal sartlar altinda sitoplazmada IkBa ile kompleks
olusturarak inaktif formda bulunmaktadir. Enflamasyon durumunda sinyal yolaklari
aracitigl ile IkBa degrasyona ugrar ve NFkB kompleksten ayrilarak cekirdege
gitmektedir. Sitokinler, adezyon molekilleri gibi cok sayida genin transkribe olmasini
saglamaktadir. Ancak artan glukokortikoid seviyesi sitoplazmada IkBa miktarinin
artmasini saglamaktadir ve bdylece NFkB-IkBa kompleksinin miktarinda artis meydana
gelmektedir. Bu durumda NFkB’nin sitoplazmada inaktif formda kalmasi
saglanmaktadir. MIF ise ters diizenleyici etkisi ile IkBa anlatiminin artmasini
onlemektedir. Boylece glukokortikoid aracili NFkB inhibisyonunu dnlemis olmaktadir.
Butuin bunlara ek olarak, glukokortikoidler MKP-1'in anlatimini arttirarak ERK1/2, JNK
ve p38 vyolaklarini inhibe etmektedir. Bunun sonucunda proenflamatuvar Uretimi

baskilanmaktadir. MKP-1, p38, JNK ve ERK1/2 lzerinde bulunan serin ve treonin
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rezidllerinin defosforilasyonunu saglayarak, bu yolaklarin inhibe olmasina neden
olmaktadir. MIF ise bu durumda MKP-1 anlatiminin inhibisyonunu saglayarak
antagonistik bir etki saglamaktadir [239]. MIF’in antagonistik etkileri karsisinda
yapisma molekdlleri, TNF ve NO gibi proenflamatuvar sitokinlerin ve maddelerin
retimi artmaktadir. Ayrica MIF T hiicrelerinin aktivasyonunu ve proliferasyonunu

uyarmakta ve IL-2 lretimini arttirmaktadir (Sekil 2. 19) [241].

2.4.3.2 MiF’in Enzim Aktiviteleri

MIF proteini cok cesitli grevleri olan bir proteindir. Bunlardan birisi de enzim aktivitesi
gorevidir. Bu proteinin iki farkli enzim aktivitesi bulunmaktadir. Bunlardan birisi tiyol
oksidorediiktaz diger ise tautomeraz aktivitesidir (Sekil 2. 20) [231]. MiF’in biyolojik

aktivitesini bu enzim aktiviteleri ile gésterdigi diisintlmektedir.

1993 yilinda MiF’in D-dopakromu (2-karboksi-2,3-dihidroindol-5,6-kinon) tautomerize
ettigi bulunmustur. Tautomerizasyon, bilesigin karbon iskeletinde degisiklik meydana
gelmeden sadece bir atomun, genelde hidrojen, konumunda degisimin meydana
gelmesidir. Dopakromun tautomerizasasyonu sonucu DHICA (5,6-dihidroksiindol-2-
karboksilik asit) meydana gelmektedir. Ayrica fenilpirlivat  subsratlarinin
tautomerizasyonunu katalize ettigi tespit edilmistir [242]. MIF proteini tautomeraz
aktivitesini N-terminal bdlgesinde yer alan prolin ile saglamaktadir [243]. Bu prolin
amino asidi hidrofobik aktif bolge icerisinde yer almaktadir. Bu prolin rezidisi
nikleofilik bir karaktere sahiptir. Ayrica D-dopakrom disinda L-dopakrom, fenilpirtvat
ve p-hidroksifenilpirlivat iceren subsratlarin tautomerizasyonunu katalize etmektedir
(Sekil 2. 21)[234]. Yapilan bazi ¢calismalarda MiF’in dopaminkrom ve nérepinefrinkromu
dihidroksiindol Urinlerine dontstlirdigi tespit edilmistir. Bu (riinler néromelanin

oncultudurler ve néromelaninin nérokoruyucu fonksiyonlari bulunmaktadir [242].
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Sekil 2. 20 MiF’in tautomerizasyon aktivitesi icin dnerilen mekanizma. Katalitik baz,
Prol, bir proton atomunu soyutlarken, Lys32 aktif alanin hidrofobik cebinde L-
dopachrome metil esterini protonlamaktadir. Protonun su ile karistirilmasindan
sonra Prol olabilen ikinci bir baz, Giriint olusturmak igin ara maddeden bir ikinci
protonu uzaklastirir (Lys:Lizin) [244]

Diger bir enzim aktivitesi tiyol oksidorediiktaz ise MIiF'niin hiicrelerde redoks
tepkimelerini gerceklestirmesinde onemli bir role sahiptir. Tiyol oksidorediiktazlar,
subsratlarin yikseltgenmesi veya indirgenmesi igin katalitik sistein kullanarak, redoks
tepkimelerinin kontroliinde kullanilan proteinlerdir. Bu aktivite proteinde bulunan
CXXC motifi ile saglanmaktadir. CXXC (sistein-X-X-sistein) motifi tiyoredoksin,
glutaredoksin, tiyoredoksin rediktaz, glutaredoksin rediiktaz ve dihidrolipoamid
dehidrogenazda da goriilmektedir. Bu enzimlerin hiicresel redoks sureglerinde énemli
islevleri bulunmaktadir. MiF de bu 6zelligi sayesinde insiilin ve 2-hidroksietildisiilfid
bilesiklerinin indirgenmesini katalize etmektedir [243]. Tiyol oksidorediiktaz aktivitesi
hiicresel redoks dengesinin dlizenlenmesinde, redoks stresine karsi savunmada,
apoptozun inhibisyonunda, monosit/makrofajin aktivasyonunda ve MIF baglayici

proteinlerin aktivitesinin dizenlenmesinde etki etmektedir [233].
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Sekil 2. 21 MIF subsratlarina érnek [244]

2.4.3.3 MiF’in Sinyal Yolaklari

Sitokinler, hedef hiicreler tarafindan ekspres edilen ayni kékenden gelen membran
Uzerinde bulunan reseptorlere baglanarak calismaktadirlar. Sitokinler, reseptorler
araciligiyla sinyal yolaklarini ve gen transkripsiyonunu aktif hale getirmektedirler. MiF
proteini hicredeki sinyal yolaklarini dogrudan ya da dolayli yollar {zerinden
etkilemektedir. Boylece metabolizmadaki pro-enflamatuvar maddelerin miktarini
degistirmektedir. Glukokortikoidlerin etkilerini tersine gevirir ya da immiinolojik yanitin

olusmasini saglayarak hicreleri stres kosullarinin zararh etkilerinden korumaktadir.
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Sekil 2. 22 MiF’in sinyal iletim yolaklari [233]

MIF, hiicre icerisindeki sinyal yolaklarini ekstraselliiler ya da intraselliiler olarak aktif
hale getirmektedir. MiF’'in ekstraselliiler olarak etki edebilmesi icin éncelikle hiicre
membrani Uzerinde bulunan reseptérlerine baglanmasi gerekmektedir. MHC sinif |l
degismez zincirinin hiicre yiizeyinde bulunan kismi olan CD74 MIF’in reseptérudiir.
Daha sonra hiicre icerisinde bir sinyallesme kaskadi olusturmak icin CD74 proteini
sitoplazmada bulunan CD44 proteini ile bir kompleks olusturmaktadir. Ayrica MIF
proteininin CD74 reseptorunin bulundugu komplekslerde CXCR2/CXCR4 kemokin
reseptorleri ile de etkilesime gectigi gdzlenmistir [245]. CD44 proteini ise sitoplazmada
Src tirozin kinazlar aktive etmektedir. Daha sonra ERK1/2’nin fosforilasyona ugramasi
ile MAPK’lar aktif hale gelmektedirler. Aktiflesen ERK1/2 sitoplazmik PLA2'nin
fosforlanmasina neden olmaktadir. Sitoplazmik PLA2'nin {rlind olan arasidonik asidin
miktarinda artis meydana gelmesi ile prostaglandin ve I6kotrienlerin miktarinda artis
meydana gelmektedir. Arasidonik asit prostaglandin ve I6kotrienlerin Gretimi icin 6ncil

bir maddedir. Arasidonik asidin artmasi ayrica JNK’'nin aktiflesmesini saglamaktadir.
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Aktiflesen JNK ise diger sitokinlerin ve TNFa’nin Uretimi icin mRNA translasyonunu
uyarmaktadir. Bitiin bunlara ek olarak MiF, NO tarafindan uyarilan p53 araciligiyla
gerceklesen apoptozu engellemek icin, p53'ln hiicre ici birikimini bastirmaktadir. p53’i
engellemek icin MIF ERK1/ERK2, sitoplazmik PLA2, COX2 (Cyclooxygenase 2) ve
prostaglandin E2’'nin seri olarak aktivasyonuna ihtiyac duymaktadir [233]. Bununla
birlikte MiF dogrudan p53’iin anlatimini da diizenleyebilen bir sitokindir. Bu etkisi ile
MIF antiapoptotik bir etki gdstermektedir [246]. Bu sinyal yolaginin aktiflesmesi
sonucunda inflamasyon ve proliferasyonda gorevli olan 6nemli genlerin anlatiminin

artisi meydana gelmektedir (Sekil 2. 22).

MiF’in CD74/CD44 kompleksine baglanmasi hiicrenin S fazina girmesine neden
olmaktadir ve siklin E seviyelerinin ylkselmesini saglamaktadir. Bu da hicrenin
proliferasyonunu ve hayatta kalmasini etkilemektedir. Ayrica hayatta kalmayi etkileyen
genler olan Bcl-XL ve Bcl-2 anlatiminin da artisina yol agan mekanizmalar
tetiklemektedir. MiF’in CD74’e baglanmasi ile CD74’iin sitozolik hiicre ici alanini (CD74-
ICD) serbest birakmaktadir. CD74-ICD ise kromatin ile baglanarak hicre sagkalimini
etkilemektedir [230]. MIiF’in Akt yolagini harekete gegirmesi ile de BAD (Bcl-2-
associated death promoter) ve BAX (Bcl-2-associated X) proteinlerinin fosforilasyonu
meydana gelmektedir. Bunun sonucunda hiicreler apoptozise direncli olmak i¢in mesaj

almaktadirlar [235].

Ekstraseliiler olarak MIF miktarinin artmasi ile MIF proteini hiicre icerisine
alinmaktadir. Sitoplazmaya gecen MIF proteini intraselliiler olarak etkisini
gdstermektedir. Sitoplazmada yer alan MIF, JAB1 proteini ile etkilesime gecmektedir.
JAB1 normal kosullar altinda JUN proteinlerinin fosforilasyonunu saglamak igin JNK’lari
aktive etmektedir. Boylece bir transkripsiyon faktérii olan AP-1 aktiflestiricisi olarak
islev gormektedir. AP-1 proteini hiicre bliylimesi, transformasyon ve hiicre 6limi ile
ilgili bir proteindir. MiF/JAB1 kompleksi, JAB1’'in JNK ve AP-1 {izerindeki olumlu
diizenleyici etkilerinin inhibe olmasina neden olmaktadir. Ek olarak, JAB1 hiicre
donglsi inhibitori KIP1'in (Kinesin-like protein-1) degredayonunda da gorevlidir ve

enflamasyon ve hiicre bliyimesini diizenlemektedir. JAB1 yolaginin inhibisyonu ile
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immunolojik sistemde gorevli hiicrelerin aktivasyonu indiiklenmektedir (Sekil 2. 22)

[232], [241].

2.4.4 MIF ve ALS Hastalig iliskisi

Beynimizde sinir hiicreleri disinda da hicreler yer almaktadir. Bu hiicreler glial kékenli
hiicreler olan astrositler, mikroglialar, oligodendrositler, ependim hiicrelerdir ve bu
hicreler sinir sisteminin bakimindan ve korunmasindan sorumludurlar. Eger beyinde
stres ve enflamasyon gibi durumlar meydana gelirse immin sistem elemani olan
astrositler ve mikroglialar aktif hale gelmektedirler. Stres kosullari altinda
vlicudumuzda glukokortikoid salgilanmasi artmaktadir. Glukokortikoidler enflamasyon
maddelerinin tretimini baskilarken MIF tretimini ise indiiklemektedirler. MiF, merkezi
sinir sisteminde bir néromodilatér goreve sahiptir. Yapisal olarak hipofiz bezinin
anterior lobu tarafindan stres ve enflamatuvar uyaranlarin varliginda ifade
edilmektedir [230]. Merkezi sinir sisteminde MIiF’in kaynag: glial hiicrelerdir. Genel
olarak beyindeki MIF ifadesi diger proinflamatuvar sitokinlerden cok daha biiyiik bir
etkiye sahip gibi gozikmektedir. Yapilan calismalarda intraserebroventrikiler LPS
(lipopolisakkarit) uygulamasindan sonra MiFin ifadesinin diger proinflamauvar
sitokinler olan IL-1, IL-6 ve TNF-a’nin artisi ile birlikte artmakta oldugu gorilmistir.
MIF ayrica periferik sinirlerde de ifade edilir ve sinirlerin rejenerasyonunda rol
oynayabilecegi dustnilmektedir. Sinir sistemi adrenerjik reseptorlerin aktivasyonu
yoluyla bagisiklik tepkilerini modile edebilen katekolamin nérotransmitterlerini
tretmektedir. MiF, katekolamin driinleri icin detoksifikasyon yolagina dahil olmaktadir.
MIF, nérotransmitter katekolaminler, 3,4-hidroksifenilamin ve nérepinefrinin toksik
kinon Urinleri olan 3,4-dihidroksifenilaminkrom ve norepinefrinkromu, néromelanine
onciiliik edebilecek indoldihidroksi tiirevlerine dénistiirebilmektedir. Bu sayede MiF’in

sinir sisteminde koruyucu bir role sahip oldugu distnilmektedir [247].

ALS hastaliginda ROS iiretimi yiiksek miktarda meydana gelmektedir. ROS’nin MiF’in
ifadesini diizenledigi tespit edilmistir. Ayrica H20, miktarinin azalmasi ile de MIF

seviyesinde azalma oldugu bildirilmistir [230].
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Israelson ve ark. ALS'li transgenik fareler ile yaptiklari bir calismada MIiF’in yanlis
katlanmis SOD1 varligindaki etkisini arastirmislardir. Yanhs katlanmis olan SOD1
mitokondri ve ER zarlari iizerinde birikim gdstermektedir. Fakat calismada MiF’niin,
yanlis katlanmis SOD1’in hiicre i¢ci membranlarda birikimini engelledigi goérilmustar.
Motor noron hiicrelerinin gévdesinde MIF diizeyi diisiiktir ve artan MIF seviyesi
kiiltire edilmis motor néronlarin yasam siiresini uzatmis oldugu bildirilmistir. in vivo
olarak endojen MIF ifadesi tamamen ortadan kaldirildiginda, hastaligin hizlandigi ve
SOD1 mutant farelerin omriinin kisaldigl tespit edilmistir. Ayrica bu farelerde
¢6ziinmez SOD1 agregatlarinin seviyesinin daha yiksek oldugu gorilmustir. Ek olarak,
MIF dizeylerinin disirilmesi de hastahigin hizli bir sekilde ilerlemesine ve yanlig
katlanmis SOD1 seviyesinin artmasina yol agmakta oldugu tespit edilmistir. Yanlis
katlanmis SOD1’in hiicreden hiicreye yayilmasi ile hastaligin gelistigi ve MiF’in ise bu
yayilmayi sinirladigi diisiiniilmektedir. Bu etkiyi ise MiF’in saperon benzeri bir aktivite

ile gerceklestirdigi 6nerilmektedir [14].

Israelson ve ark. gerceklestirdigi baska bir ¢alismada ise tiyol-oksidorediktaz aktivitesi
bulunmayan mutant MIF proteini kullanilmistir. Sonug¢ta mutant SOD1’in yanlhs
katlanmasi ve hiicre ici membranlarla birlesmesini engellenmesi MiF’in enzim aktivitesi

ile degil saperon benzeri aktivitesi ile oldugu gosterilmistir [21].

Shvil ve ark. yaptiklar son calismada MiF’in yanls katlanmis SOD1 ile direkt olarak
etkilesime girerek diizenli olan agregatlari diizensiz bir hale getirerek yanls katlanmis
SOD1’in toksisitesini bastirdigi goriilmustiir. Ayrica ¢alismada MIFNY19C  (110.
pozisyondaki asparaginin 80. Konumdaki sistein ile disilfid bagl yapmasi) mutanti
kullanilmistir. Bu mutant MIF proteini katalitik aktivite ve CD74’e baglanma bélgesini
korumaktadir ancak CD74’e baglandiginda sinyal olusumuna neden olmamaktadir. Bu
mutant MIF proteininin yabanil tip MiFe goére yanlis katlanmis SOD1’e Kkarsi
affinitesinin daha yiiksek oldugu gériilmistir. Béylece mutant MIF proteini yanls
katlanmis SOD1 agregatlarinin olusumunu glicli bir sekilde inhibe ettigi bildirilmistir
[248].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Genel Labortuvar Malzemeleri

Cizelge 3. 1 Laboratuvar genel malzemeleri

Sarf Malzeme Uretici Firma
10, 50, 100, 1000 pl’lik mikropipetler Ependorf
300 pl'lik ¢cok kanall pipetler Ependorf
1000 cc’lik sise Simax

1000 pl'lik pipet ucu izolab
10-200 pl'lik pipet ucu izolab

0,1-10 pllik pipet ucu izolab

Nitril Eldiven Broche
Santrifiij Tiipii 1,5 mL izolab
Santrifiij Tipii 2 mL izolab
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Cizelge 3. 2 Laboratuvar genel malzemeleri (devami)

50 mL Falkon izolab
Tiip stand izolab
Kurutma Kagid izolab
1000 mL’lik Meziir izolab

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Cizelge 3. 3 Laboratuvarda kullanilan cihazlar

Ekipman Uretici Firma
+4 °C Dolap Argelik
ELISA ¢oklu plak okuyucusu Biotek
(spektrofotometre)

Hassas Terazi Shimadzu
Mini Masaliistii Santrifiij Genova
Masaiistii Santrifiij Hettich
Otoklav Hirayama
-80 °C Derin Dondurucu Dolap Thermo
Vorteks Velp
inkiibatér Biosan
Bilgisayar IBM
Distile Su Cihazi Sartorius
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3.1.3 pNF-H ELISA Kiti

Cizelge 3. 4 pNF-H ELISA kiti icerisinde bulunan malzemeler

Malzemeler Adet Uretici Firma

Antijen Kaph ELISA 96 1 SHANGHAI YEHUA Biological Technology

Kuyucuklu Plak Co., Ltd.

Standart Soliisyon (240 ng/mL) 0.5 mLx1 SHANGHAI YEHUA Biological Technology
Co., Ltd.

Streptavidin-HRP 6 mLx1 SHANGHAI YEHUA Biological Technology
Co., Ltd.

Durdurma Soliisyonu 6 mLx1 SHANGHAI YEHUA Biological Technology
Co., Ltd.

Kromojenik Ayirag A 6 mLx1 SHANGHAI YEHUA Biological Technology
Co., Ltd.

Kromojenik Ayira¢ B 6 mLx1 SHANGHAI YEHUA Biological Technology
Co., Ltd.

Biyotinli Anti pNF-H Antikoru 1 mLx1 SHANGHAI YEHUA Biological Technology
Co., Ltd.

Standart Diliisyon 3 mLx1 SHANGHAI YEHUA Biological Technology
Co., Ltd.

Yikama Soliisyonu (30x) 20 mLx1  SHANGHAI YEHUA Biological Technology

Co., Ltd.

3.1.4 MIF ELISA Kiti

Cizelge 3. 5 MIF ELISA kiti icerisinde bulunan malzemeler

Malzemeler Adet Uretici Firma

Antijen Kaplh ELISA 96 1 Shanghai YEHUA Biological
Kuyucuklu Plak Technology Co., Ltd.
Standart Soliisyon (48 0.5 mLx1 Shanghai YEHUA Biological

ng/mL)

Technology Co., Ltd.
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Cizelge 3. 6 MIF ELISA kiti icerisinde bulunan malzemeler (devami)

Streptavidin-HRP 6 mLx1 Shanghai YEHUA
Biological Technology Co.,
Ltd.

Durdurma Soliisyonu 6 mLx1 Shanghai YEHUA Biological

Technology Co., Ltd.

Kromojenik Ayirag A 6 mLx1 Shanghai YEHUA Biological
Technology Co., Ltd.

Kromojenik Ayirag B 6 mLx1 Shanghai YEHUA Biological
Technology Co., Ltd.

Biyotinli Anti MIF Antikoru 1 mlx1 Shanghai YEHUA Biological
Technology Co., Ltd.

Standart Diliisyon 3 mLx1 Shanghai YEHUA Biological
Technology Co., Ltd.

Yikama Soliisyonu (30x) 20 mLx1 Shanghai YEHUA Biological
Technology Co., Ltd.

3.1.5 Kullanilan Bilgisayar Programlari

Cizelge 3. 7 Ol¢iim ve hesaplamalarda kullanilan yazilimsal gerecler

Program Uretici Firma
Excel Calisma Sayfasi Microsoft Co.
Gen 51.08 Biotek

SPSS 23.0 IBM

3.1.6 Etik Kurul

Bu calisma icin istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun
689 sayili kararina goére etik kurul onayi verildi. Hasta grubu igin onam formlar

hazirlandi.
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3.1.7 Hasta Grubu

Bu calismadaki biitiin hastalarin teshis ve tedavisi El Escorial kriterlerine gére Istanbul
Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali Bas Agrisi Poliklinigi’'ndeki nérologlar
tarafindan yapildi. Bu poliklinige basvuran hastalardan iki adet EDTA bulunan tiipe
10’ar cc tam kan alindi. Hastalara ayrintili bilgi verildikten sonra onam formlari

imzalatildi (Cizelge 3. 6), (Cizelge 3. 7).

Cizelge 3. 8 pNF-H ALS Grubu Demografik Bilgileri

ALS 76
KADIN 38
ERKEK 38
<30 7
30-39 8
40-49 11
50-59 19
>60 29
EKSIK 2
UMN 31
LMN 14
BULBAR 3
UMN-BULBAR 8
LMN-BULBAR 2
UMN-LMN 15
UMN-LMN-BULBAR 3
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Cizelge 3. 9 pNF-H ALS Grubu Demografik Bilgileri (devami)

YAVAS 46
HIZLI 18
DURAGAN 12

Cizelge 3. 10 MiF Deney Grubu Demografik Bilgileri

ALS 70
KADIN 34
ERKEK 36
<30 6
30-39 6
40-49 10
50-59 20
>60 28
EKSIK --
UMN 37
LMN 11
BULBAR 4
UMN-BULBAR 8
LMN-BULBAR 3
UMN-LMN 6
UMN-LMN-BULBAR 1
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Cizelge 3. 11 MiF Deney Grubu Demografik Bilgileri (devami)

YAVAS 47
HIZLI 15
DURAGAN 8

3.1.8 Norolojik Hasta Grubu

Nérolojik hasta grubu istanbul Universitesi Tip Fakdiiltesi Néroloji Anabilim Dali Bas
Agnisi Poliklinigi’'ne basvuran hastalardan secildi. Norolojik kontrol grubu icerisinde
demans, Parkinson ve MS hastalari bulunmaktadir. Bu hastalardan iki adet EDTA
bulunan tlipe 10’ar cc tam kan alindi. Hastalara ayrintili bilgi verildikten sonra onam

formlari imzalatildi (Cizelge 3. 8), (Cizelge 3. 9).

Cizelge 3. 12 pNF-H Norolojik Kontrol Grubu Demografik Bilgileri

PARKINSON MULTIPLE DEMANS  DIiGER
SKLEROZ

NOROLOJIK 14 8 2 4
KONTROL

KADIN 5 7 1 3
ERKEK 9 1 1 1
<30 - 2 - -
30-39 1 3 - -
40-49 1 2 - -
50-59 4 - 1 1
>60 6 - 1 3
EKSIK 2 1 - -
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Cizelge 3. 13 MIF Nérolojik Kontrol Grubu Demografik Bilgileri

PARKINSON  MULTIPLE DEMANS  DIiGER
SKLEROZ

NOROLOJIK 20 12 2 4
KONTROL

KADIN 5 7 1 2
ERKEK 15 5 1 2
<30 - 6 - 1
30-39 - 4 r_ -
40-49 6 1 - 1
50-59 6 1 1 1
>60 8 -- 1 1

3.1.9 Kontrol Grubu

Ailesinde ALS hastasi bulunan ve bulunmayan gonillu kisilerden iki adet EDTA’L tipe
10’ar cc tam kan alindu. Kisilere ayrintili bilgi verilerek onam formlari imzalatildi (Cizelge

3. 10), (Cizelge 3. 11).

Cizelge 3. 14 pNF-H Kontrol Grubu Demografik Bilgileri

KONTROL 16
KADIN 4
ERKEK 12
<30 2
30-39 4
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Cizelge 3. 15 pNF-H Kontrol Grubu Demografik Bilgileri (devami)

40-49 5
50-59 3
>60 1
EKSIK 1

Cizelge 3. 16 MIiF Kontrol Grubu Demografik Bilgileri

KONTROL 23
KADIN 8
ERKEK 15
<30 6
30-39 5
40-49 8
50-59 3
>60 1
3.2 Metod

3.2.1 Kanlardan Plazma Eldesi

istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji Anabilimdal’nda iki adet EDTA’li tiipe alinan
10’ar cc’lik kanlar 6ncelikli olarak buz icerisinde Yildiz Teknik Universitesi Molekiler
Biyoloji ve Genetik Arastirma Laboratuvar’larina getirildi. Gelen tupler 1200 xg’'de 23
°C’'de 20 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sirasinda plazma igin gerekli 1,5
mL’lik tipler hazirlandi. Gelen her hastanin plazmasi i¢in bir numara verilerek deftere

kayit edildi. Hastalara verilen numaralara gore 1,5 ml’lik hasta tlplerinede ayni
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numaralar yazildi. Santrifiij bittikten sonra iki ayri tlpte bulunan plazma 15 mL’lik
falkon tlpte birlestirildi. Her hastanin plazmasi, kendi numarasi bulunan santrifij
tiplne gelecek sekilde 250 pL olarak bollstirildi. Butliin hasta plazmalari santrifij
tlplerine bolustlrildikten sonra -80 °C’lik derin dondurucu dolaba protein analizi

yapilana kadar saklanmak tzere yerlestirildi.

3.2.2 pNF-H ELISA Kitinin Uygulanmasi

Onceden gelen pNF-H ELISA kiti +4 °C’de saklandi. Deneyden yarim saat dncesinde
dolaptan cikarildi. Protein analizi yapilacak kanlar, deneyin yapilacagl sabah -80 °C
derin dondurucu buzdolabindan cikarildi. Her katilimci i¢in bir santriflj tlpl plazma
cikarildi. ilk olarak kit icerisinde bulunan standart diliisyon kullanilarak Cizelge 3. 12'de

gorilen standart ¢ozeltiler olusturuldu.

Cizelge 3. 17 pNF-H standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Tup Konsantrasyonlar Hazirlama
Numaralan
Standart no: 5 120 ng/mL 120 pl orijinal standart + 120 pl standart
diltsyon
Standart no: 4 60 ng/mL 120 pl standart no: 5 + 120 pl standart diliisyon
Standart no: 3 30 ng/mL 120 pl standart no: 4 + 120 pl standart diliisyon
Standart no: 2 15 ng/mL 120 pl standart no: 3 + 120 pl standart diliisyon
Standart no: 1 7,5 ng/mL 120 pl standart no: 2 + 120 ul standart diliisyon

Her standart protein c¢oOzeltisi 96’lik plakaya Cizelge 3. 13 de gosterildigi sekilde iki
kuyucuk olacak sekilde eklendi. iki adet kuyucuk kér kuyucuk olarak birakildi. Kalan 84

kuyucuga ise her katilimcinin plazmasindan g tekrar olacak sekilde 6rnek eklendi.
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Cizelge 3. 18 pNF-H 96 kuyucuklu plak

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12

A ST.5 | ST.5

B ST.4 | ST. 4

C ST.3 | ST.3

D ST.2 | ST. 2

E ST.1 | ST.1

F KOR | KOR

Standart solliisyondan kuyucuklara 50 ul eklendi. Kér kuyucuklara 6rnek eklenmedi.
Katiimcilarin plazmalarindan her kuyucuga 40 ul eklendi. Orneklerde eklendikten
sonra kor kuyucuklar ve standart sollisyon iceren kuyucuklar disinda 6rnek iceren
kuyucuklara 10 pl biyotinli anti pNF-H antikoru koyuldu. Kér kuyucuklar hari¢ 6rnek ve
standart soliisyon iceren kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP eklendi. Daha sonra
kuyucuklarin Gzeri seffaf bir membran ile kapatilarak yavasca calkalandi ve 37 °C'de 60
dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sirasinda kit icerisinde bulunan 20 mL’lik 30X
konsantrasyonluk yikama sollisyonundan X konsantrasyonunda yikama sollisyonu
hazirlandi. 20 mL’lik sollisyon Uzerine 580 mL distile su eklenerek toplamda 600 mL’lik
X konsantrasyonda bir yikama solisyonu elde edildi. 60 dakikalik inklibasyon
sonucunda 96 kuyucuklu plak lzerinde bulunan seffaf membran cikarildi. Plak ters
cevrilerek kuyucuklar icerisinde bulunan sivilar dokiildi. Hazirlanan X konsantrasyonlu
yikama sollisyonu ile her kuyucuga 300 uL sollisyon koyuldu. Soliisyon kuyucuklarda 30

saniye bekletildi ve bu sirada hafifce calkalandi. Daha sonra yikama sollisyonu
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dokulerek tekrar yikama sollisyonu koyuldu. Bu islem bes kez tekrarlandi. Yikama islem
bittikten sonra her kuyucuga 50 pL kromojen A eklendi. Daha sonrada her kuyucuga 50
puL kromojen B eklendi. Plak yavasca calkalandiktan sonra lzeri seffaf membran ile
kapatildi. Renk olusumu igin Uzeri 15181 gegirmeyen bir membran ile tekrar kapatildiktan
sonra 10 dakika boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi dolduktan
sonra her bir kuyucuga reaksiyonu durdurmak icin durdurma sollisyonu eklendi.
Reaksiyon durduruldukta sonra 10 dakika icerisinde laboratuarda bulunan ELISA
Reader cihazi kullanilarak kuyucuklarin 450 nm dalgaboyunda OD degerleri elde edildi.
Plagin okunmasi sirasinda bilgisayarda bulunan Gen programi kullanildi. Gen
programinda elde edilen sonuglar Microsoft Excel doyasina aktarildiktan sonra ng/mL

cinsinden sonuglara ulasmak icin gerekli olan hesaplamalar yapildi.

3.2.3 MiIF ELISA Kitinin Uygulanmasi

MIF ELISA kiti +4 °C’de saklandi. Deneyden yarim saat énce dolaptan ¢ikarildi. Protein
analizi yapilacak kanlardan, her katilimci icin bir santriflj tlipl plazma -80 °C derin
dondurucu buzdolabindan deneyin yapilacagi gliniin sabahinda ¢ikarildi. Kit icerisinde

bulunan standart dillisyon ile Cizelge 3. 14 de goriilen standart ¢ozeltiler olusturuldu.

Cizelge 3. 19 MIF standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Tup Konsantrasyonlar Hazirlama
Numaralari
Standart no: 5 24 ng/mL 120 pl orijinal standart + 120 pl standart
dilisyon
Standart no: 4 12 ng/mL 120 pl standart no: 5 + 120 pl standart diliisyon
Standart no: 3 6 ng/mL 120 pl standart no: 4 + 120 ul standart diliisyon
Standart no: 2 3 ng/mL 120 pl standart no: 3 + 120 pl standart diliisyon
Standart no: 1 1,5 ng/mL 120 pl standart no: 2 + 120 pl standart diliisyon
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Her standart protein ¢Ozeltisi 96’lik plakaya Cizelge 3. 15 de gosterildigi sekilde iki
tekrarli olacak sekilde eklendi. iki adet kuyucuk kér kuyucuk olarak birakildi. Kalan 84

kuyucuga ise her katilimcinin plazmasindan (¢ tekrar olacak sekilde 6rnek eklendi.

Cizelge 3. 20 MIF 96 kuyucuklu plak

A ST. | ST
5 5

B ST. | ST.
4 4

C ST. | ST
3 3

D ST. |ST
2 2

E ST. | ST.
1 1

Standart sollisyondan ise kuyucuklara 50 ul eklendi. Kér kuyucuklara plazma 6rnegi
eklenmedi. Katilimcilarin  plazmalarindan her kuyucuga 40 pl eklendi. Ornekler
eklendikten sonra kor ve standart solisyon kuyucuklari disinda 6rnek bulunan
kuyucuklara 10 pl biyotinli anti MIF antikoru eklendi. Kor kuyucuklar hari¢ 6rnek ve
standart sollisyon bulunan kuyucuklara 50 ul streptavidin-HRP eklendi. Daha sonra
kuyucuklarin Gzeri seffaf bir membran ile kapatilarak yavasca c¢alkalandi ve 37 °C'de 60
dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon esnasinda kit icerisinde bulunan 20 mL’lik 30X
konsantrasyonluk yikama soliisyonundan X konsantrasyonunda yikama sollisyonu

hazirlandi. 20 mL’lik sollisyon Uzerine 580 mL distile su eklenerek toplamda 600 mL'lik
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X konsantrasyonda bir yikama solisyonu elde edildi. 60 dakikalik inkiibasyon
sonucunda 96 kuyucuklu plak (zerinde bulunan seffaf membran gikarildi. Plak ters
cevrilerek kuyucuklar igerisinde bulunan sivilar dokildi. Hazirlanan X konsantrasyonlu
yikama sollisyonu ile her kuyucuga 300 pL sollisyon eklendi. sollisyon kuyucuklarda 30
saniye bekletildi ve bu sirada hafifce calkalandi. Daha sonra yikama sollisyonu
dokuilerek tekrar yikama sollisyonu koyuldu. Bu islem bes kez tekrarlandi. Yikama islem
bittikten sonra her kuyucuga 50 uL kromojen A eklendi. Daha sonrada her kuyucuga 50
puL kromojen B eklendi. Plak yavasca calkalandiktan sonra Uzeri seffaf membran ile
kapatildi. Renk olusumu igin Uzeri 15181 gecirmeyen bir membran ile tekrar kapatildiktan
sonra 10 dakika boyunca 37 oC’de inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi dolduktan
sonra her bir kuyucuga reaksiyonu durdurmak i¢in durdurma solisyonu eklendi.
Reaksiyon durduruldukta sonra 10 dakika icerisinde laboratuarda bulunan ELISA
Reader cihazi kullanilarak kuyucuklarin 450 nm dalgaboyunda OD degerleri elde edildi.
Plagin okunmasi sirasinda bilgisayarda bulunan Gen programi kullanildi. Gen

programinda elde edilen sonuglar Microsoft Excel doyasina aktarildiktan sonra ng/mL

cinsinden sonuclara ulasmak icin gerekli olan hesaplamalar yapildi.

3.2.4 istatistiksel Hesaplamalar

istatsitiksel analizler icin SPSS 23.0 programi kullanildi. pNF-H ve MIF seviyelerinin
karsilastirilmasi  ALS, saglkli kontrol ve norolojik kontrol gruplari arasinda
gerceklestirildi. ALS hastalari, hastaligin baslangi¢c yerine gére UMN, LMN, BULBAR,
UMN-LMN, UMN-BULBAR, LMN-BULBAR ve UMN-LMN-BULBAR olarak yedi gruba
ayrildi. Ayrica ALS hastaliginin gelisimine gore yavas, hizli ve duragan olarak Ug¢ alt
gruba ayirim yapildi. pNF-H verilerinin normal dagilim ile uyumlu olmamasindan dolayi
gruplar arasinda fark olup olmadigini degerlendirmek icin Kruskal-Wallis testi
uygulandi. Kruskal-Wallis testi sonucu hangi gruplar arasinda fark oldugu Mann-
Withney U testi kullanilarak degerlendirildi. Karekék déniisiimii yapilan MIF verilerinin
normal dagilima uyum gostermistir. Verilerin normal dagilmasi sonucu ikili
karsilastirmalar icin t testi, coklu karsilastirmalar icin tek yonlic ANOVA uygulandi.

ANOVA soncunda gruplar arasinda anlaml fark olmasi halinde farkin kaynagini tespit
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etmek icin POST HOC testlerine basvuruldu. Grup varyanslarinin homojenligi Levene
testi ile degerlendirildi, varyanslarin homojen olmasi halinde aralarinda farkli gruplari
tespit etmek icin Tukey testi kullanildi. Ayrica ALS, Parkinson, MS ve demans hasta
gruplarinin arasinda fark olup olmadigini analiz etmek igin Kruskal-Wallis testi
uygulandi. Kruskal-Wallis testi sonucu aralarinda hangi gruplarin farkli oldugunu tespit
etmek icinde Mann-Whitney U testi kullanildi. Butln istatistiksel analizler p<0.05
anlamhligina gore degerlendirildi. Ayrica ayni katiimcilarin kanlarinda pNF-H ve MIF
proteininin korelasyonuna bakildi. Korelasyon analizi igin parametrik bir analiz olan
Pearson korelasyon testi uygulandi. Korelasyon analizi p<0.01 anlamliligina gore

degerlendirildi.
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BOLUM 4

DENEYSEL BULGULAR

4.1 pNF-H ELISA Sonuglan

Katilicomlardan alinan kanlardan elde edilen plazmalar ile pNF-H ELISA deneyleri
geceklestirildi. ELISA deneyi sonucunda spektrofotometrik okumalar yapildi ve OD
degerleri elde edildi. Elde edilen OD degerleri ilk 6nce Microsoft Excel dosyasinda
ng/mL cinsinden degerlere dénistiurildi. Daha sonrasinda ise SPSS 23.0 programinda
istatistiksel analizler gergeklestirildi. ELISA verilerinin normal dagihma uymadigi
istatistiksel analizler sonucunda tespit edildi (Sekil 4. 1). istatistikte verileri
normallestirme igin normal dontsim igin kullanilan ydntemler olan logaritmik
doénisim ve karekdk donusiimleri uygulandi. Ancak bu doénlsimler sonucunda da
ELISA verilerinin normal dagilima uymadigl goriuldi. Bu sonuclardan dolayr ELISA

verileri parametrik olmayan analizlere tabi tutuldu.
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80 Mean = 31,82
Std. Dev. = 51,878
N=120

SIKLIK

.00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

PNF-H ( ng/mlL)

Sekil 4. 1 pNF-H verilerinin dagilim grafigi

ilk olarak gruplar arasinda bir fark olup olmadigini incelemek ve coklu karsilastirmalar
icin parametrik olmayan bir test olan Kruskal-Wallis testi yapildi. Bu analiz sonucunda
p<0.05 anlamliligina gore gruplardan en az ikisi arasinda fark oldugu sonucu elde edildi.
Coklu karsilastirmalar icin uygulanan Kruskal-Wallis testinde, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklar elde edildiginden, aralarinda farkli gruplari belirlemek
icin ikili karsilastirmalarda kullanilan parametrik olmayan bir test olan Mann-Whitney U

testi uygulandi.

Mann Whitney U testi sonucunda, kontrol grubu ile ALS grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu gorildii (p<0.05). Ayrica kontrol grubu ile noérolojik
kontrol grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir sonug tespit edildi (p<0.05).
Ancak yapilan analizlerde ALS grubu ile norolojik kontrol grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir sonug gortlmedi (p>0.05) (Sekil 4. 2).
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80,00

60,00

ort.
pMNF-H

(ng/mL) 40 00

20,00

0,00 T
kontrol

T T
ALS n&rolojik kontrol

Hastalik Gruplar:

Sekil 4. 2 ALS, saglikli kontrol ve No6rolojik Kontrol gruplarinin ortalama pNF-H (ng/mL)
protein degerleri

Hastaligin baslangi¢ yerine gore ALS grubunda bulunan hastalar yedi alt gruba bélindd.
Bu gruplar arasinda pNF-H proteinin degisim gosterip gostermedigi Kruskal-Wallis testi
ile analiz edildi. Bu test sonucunda en az iki grup arasinda bir fark oldugu tespit edildi.
Farkin kaynagini  bulmak igin ikili karsilagtirmalarda Mann-Whitney U testi
gerceklestirildi. Bu test sonucunda ise hastaligin baslangic yerine gobre sadece
Bulbar/Bulbar-UMN-LMN grubu arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark oldugu
goruldi (p<0.05). Ayrica Bulbar/Bulbar-LMN grubu arasinda p<0.10 anlamliligina gore
bir fark oldugu tespit edildi (Sekil 4. 3).
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pNF-H
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LIMEI BULBAR LRA+-LIMM UMM+LMM+BULBAR

Hastahgin Baslangic Bolgesi

Sekil 4. 3 ALS hastaliginin baslangi¢ yerine gore ortalama pNF-H (ng/mL) protein
degerleri. (pNF-H: Fosfonérofilament Agir Zinciri, UMN: Ust Motor Néron, LMN: Alt
Motor Noron)

Yasa bagl olarak gergeklestirilen analizler ALS hasta grubu bes alt gruba bolindi ve
pNF-H proteinin yasa bagli degisim gosterip gostermedigine dair analiz yapildi. Bu
analiz Kruskal-Wallis testi gerceklestirildi. Bu testin sonucunda pNF-H proteininin yasa
bagl olarak degisim gostermedigi sonucu elde edildi (p>0.05). Ayrica Mann-Whitney U
testi ile pNF-H proteinin ALS grubu icerisinde cinsiyete bagli olarak degisim gosterip
gostermedigi analiz edildi. Bu test sonucunda da pNF-H proteininin cinsiyete bagl

olarak degisim gostermedigi sonucu elde edildi (p<0.05).

ALS hasta grubunda hastaligin seyrine gore de pNF-H proteinin degisimi analiz yapildi.
Burada gruplandirma yavas, hizli ve duragan olarak gerceklestirildi. ilk olarak bu (g
grup arasinda bir fark olup olmadigi Kruskal-Wallis testi ile analiz edildi. Bu analiz
sonucunda en az iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit
edildi. Aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunan gruplarin tespiti icin Mann-
Whitney U testi uygulandi. Bu test sonucunda ise duragan ile yavas grubu arasinda
p<0.05 anlamliligina gore bir fark oldugu tespit edildi. Duragan ile hizli grubu arasinda

ise p<0.10 anlamliligina goére bir fark oldugu sonucuna erisildi (Sekil 4. 4).
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Hastahik Seyri

Sekil 4. 4 ALS hastaliginin seyrine gore ortalama pNF-H (ng/mL) protein degerleri.

Bu analizlere ek olarak kontrol, ALS, Parkinson, MS ve demans hasta gruplari arasinda
da pNF-H proteininin degisim gosterip gostermedigine dair istatistiksel analiz yapildi.
Gruplar arasinda bir fark olup olmadigini tespit etmek amaci ile ilk olarak Kruskal-Wallis
testi uygulandi. Bu test sonucunda en az iki grup arasinda istatistiksel olarak fark
oldugu tespit edildi (p<0.05). Daha sonra ise aralarinda fark bulunan gruplari tespit
etmek amaci ile Mann-Whitney U testi uygulandi. Bu test ile kontrol grubu ile
Parkinson hasta grubu arasinda istatistiksel olarak pNF-H protein degerleri arasinda
fark oldugu sonucu elde edildi (p<0.05). Ayrica ALS grubu ile Parkinson hasta grubu
arasinda da pNF-H proteininin degisiminde anlaml bir fark oldugu sonucu elde edildi
(p<0.05). Yukarida daha o6nce belirtildigi Gzere ALS ve kontrol grubu arasinda da
anlamli bir fark tespit edildi (p<0.05) (Sekil 4. 5).
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Sekil 4. 5 Hastalik tipine gore pNF-H proteininin ortalamasi

4.2  MIF ELISA Sonuglari

Katilicimlardan alinan kanlardan elde edilen plazmalar ile MiF ELISA deneyleri
geceklestirildi. ELISA deneyi sonucunda spektrofotometrik okumalar yapildi ve OD
degerleri elde edildi. Elde edilen OD degerleri ilk 6nce Microsoft Excel dosyasinda
ng/mL cinsinden degerlere dénusturuldi. Daha sonrasinda ise SPSS 23.0 programinda
istatistiksel analizler gerceklestirildi. ELISA verilerinin normal dagilima uymadigindan
dolayr (Sekil 4. 6) verilerin normallestirme dontsiimi olan karekok donisimi
gerceklestirildi (Sekil 4. 7). Karekok donislimi sonucu verilerin normal dagilima

uydugu gozlendi. Bunun sonucunda ELISA verileri parametrik analizlere tabi tutuldu.
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Mean = 6,50
Std. Dev. = 6,758
N=131

SIKLIK

‘- -
00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
MIF (ng/ml)

Sekil 4. 7 MIF protein verilerinin dagilim grafigi

SIKLIK

00 2,00 4,00 6,00

MIiF Karekék Déniigiimii

Sekil 4. 6 MIF protein verilerinin karekék déniisimi sonucu dagilim grafigi
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Yas gruplari arasinda MIF protein seviyesinde fark olup olmadigini analiz etmek igin
parametrik bir test olan ANOVA testi uygulandi. Ayrica Levene testi ile verilerin
homojen dagildi tespit edildi. Bu test sonucunda yas gruplari arasinda bir fark olmadigi
tespit edildi. Ancak karekék déniisimi sonucu MIF degerlerinin yas gruplarina gore
ortalamasi ile elde edilen grafikte <30 ile 40-49 yas grubu arasinda blyik bir fark
oldugu gorilda (Sekil 4. 8). Bu nedenle bu iki grup arasinda fark olup olmadigini tespit
etmek amaci ile t testi uygulandi. T testi sonucu p<0.05 anlamhligina gore iki grup

arasinda MIF protein degerleri agisinda bir fark oldugu gorildi.

MiF Karekok Déniisiimlerinin Ortalamasi

<30 30-39 40-49 50-59 >60

Yas Gruplan

Sekil 4. 8 MiF proteininin karekék déniisiim verilerinin yas gruplarina goére
ortalamasi

Daha sonra ise kontrol, ALS ve nérolojik kontrol grubu arasinda MIF protein
seviyesinde fark olup olmadigini analiz etmek igin 6ncelikle ANOVA testi uygulandi.
Ayrica varyanslarin homojen oldugu gorildii. Analiz sonucu gruplar arasinda bir fark
oldugu sonucu elde edildi. Buna gore de coklu karsilastirma testi olan Tukey HSD testi
uygulandi. Bu analiz sonucu ALS ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark oldugu gorildi (p<0.05) (Sekil 4. 9).
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MiF Karekék Déniisiimii Ortalamasi

1,80 |

Kontrol ALS Nérolojik Kontrol

Hastalk Tipi

Sekil 4. 9 MIF proteininin karekdék déniisiimii sonucu hastalik tipine gére ortalamasi

MIF protein seviyesinin cinsiyete gére degisim gosterip gdstermedigini analiz etmek
amaciyla da t testi uygulandi. Yapilan analiz sonucu protein seviyesinin cinsiyete gore

degisim gostermedigi sonucu elde edildi.

Hastaligin baslangic yerine gére yapilan ANOVA testi sonucu MIF protein seviyesinin
degisiminin hastalik baslangi¢ yerine gore degisim gostermedigi tespit edildi. Ancak
elde edilen grafik sonucu Bulbar/Bulbar-LMN grubu arasindaki farkin en biyik oldugu
gozlendi. Bu nedenle iki grup arasinda bir fark olup olmadigini tespit etmek amaci ile t
testi uygulandi. Bu test sonucu da iki grup arasinda bir fark olmadigi sonucu elde edildi.

Ayrica verilerin varyanslari da homojen degildir (Sekil 4. 10).
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MiF Karekék Déniisiimii Ortalamas:

1,80 |

UMN LMN BULBAR  UMN-LMN  BULBAR- BULBAR- BULBAR-
UMN LMN UMN-LMN

Hastalik Baslangic Yeri

Sekil 4. 10 MIF proteininin karekék doniisiimii sonucu hastalik baslangic yerine gore
ortalamasi

MIF protein seviyesinin degisiminin hastaligin seyrine gore degisip degismedigi de
analiz edildi. Bu analizde MIF verilerinin ham hali kullanildigindan dolayi parametrik
olmayan test olan Kruskal-Wallis testi ile gruplar arasinda bir fark olup olmadig analiz
edildi. Bu analiz sonucu MIF protein seviyesinin hastaligin yavas, hizli ya da duragan

olmasindan etkilenmedigi tespit edildi.

Kontrol, ALS, Parkinson, MS ve demans hasta gruplari arasinda MiF protein seviyesinde
bir fark olup olmadigini analiz etmek icin verilerin ham hali kullanildi. Bundan dolayi
analizler parametrik olmayan testler ile gerceklestirildi. Gruplar arasinda bir fark olup
olmadigini analiz etmek amaci ile Kruskal-Wallis testi uygulandi. Bu analiz sonucu
gruplar arasinda bir fark olmadig tespit edildi. Ancak elde edilen grafik sonucu kontrol
grubu ile MS grubu arasinda en bilyuk fark oldugu gorildi. Bundan dolay iki grup
arasinda fark olup olmadigini tespit etmek icin Mann-Whitney U testi uygulandi. Bu
analiz sonucu kontrol grubu ile Multiple Skleroz grubu arasinda MIF protein seviyesinin

istatistiksel olarak anlaml oldugu sonucu elde edildi (p<0.05) (Sekil 4. 11).
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Sekil 4. 11 MIF proteininin hastalik tipine gére ortalamasi

4.3 MIF ve pNF-H Korelasyonu

MIF ve pNF-H proteininin aralarindaki iliskiyi incelemek amaciyla ayni katilimcilarin
plazmalarinda gergeklestirilen ELISA testinin sonuglarinin korelasyonu da analiz edildi.
Korelasyon analizi toplamda 72 katiimcinin verileri ile gergeklestirildi. Korelasyon
analizleri parametrik bir test olan Pearson korelasyon analizi ile p<0.01 anlamliligina
gore gerceklestirildi. Analiz sonucunda pNF-H ve MIF proteini arasinda giiclii bir pozitif
korelasyon oldugu sonucu elde edildi (r=0,721). Proteinlerden biri artis gosterirken
digeri de ayni yonde artis gosterdigi ya da proteinlerden biri azalirken digeri de ayni
azalma gosterdigi tespit edildi. Sekil 4. 12’de ki proteinin kontrol, ALS ve ndrolojik
kontrol grubu icin; Sekil 4. 13’de iki proteinin yas gruplari igin; Sekil 4. 14’de ise iki

proteinin cinsisyete gore ortalamadaki davranisi bir arada goriilmektedir.
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Sekil 4. 12 MiF ve pNF-H proteininin hastalik tipine gére korelasyon grafigi
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Yas Gruplan

Sekil 4. 13 MIF ve pNF-H proteininin yas gruplarina gére korelasyon grafigi
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Sekil 4. 14 MIF ve pNF-H proteininin cinsiyete gére korelasyon grafigi

Ayrica 49 kisiden olusan ALS grubu icerisinde de MIF ve pNF-H proteinin korelasyonu
incelendi. Bu korelasyon da parametrik test olan Pearson korelasyon analizi ile p<0.01
anlamliligina gore gergeklestirildi. Bu analiz sonucunda da iki protein arasinda guigli bir
pozitif korelasyon oldugu sonucu elde edildi (r=0,729). proteinlerden biri artis
gosterdigi taktirde diger proteinde ayni yonde artis gosterdigi ya da proteinlerden biri
azalma gosterdiginde ayni yonde azalma gosterdigi goruldi. Sekil 4. 15’de iki proteinin
cinsiyete gore; Sekil 4. 16’da ise iki proteinin yas gruplarina goére ortalamadaki

davranisi gorilmektedir.

94



40,00

30,00

PNFH

20,00

10,007

——PNFH
—MF

0,00

KAE)IN ERPI(EK
CINSIYET

Sekil 4. 15 Sadece ALS hastalarinin MiF ve pNF-H proteininin cinsiyete

gore korelasyon grafigi
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YAS GRUPLARI

Sekil 4. 16 Sadece ALS hastalarinin MiF ve pNF-H proteininin yas gruplarina gére

korelasyon grafigi
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

ALS teshisi glg olan bir hastaliktir. Ginlimuzde hastaligin teshisinde klinik olarak
kullanilan bir biyobelirte¢ bulunmamaktadir. Biyobelirte¢ calismalarinda en c¢ok
kullanilan viicut sivilari BOS ve kandir. Gergeklestirdigimiz bu c¢alismada kan
plazmasinda MIF ve pNF-H diizeylerinin biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilirliginin
analizi yapildi. Tez calismasinda ALS hastalarindan, ALS hastaligi disinda noérolojik
hastaliga sahip hastalardan ve nérolojik hastaligi bulunmayan kisilerden kan alindi.
Alinan kanlardan plazma elde edildi. 76 ALS hastasinda, 28 nérolojik kontrol bireyde ve
16 saghkh bireyde pNF-H; 70 ALS hastasinda, 38 norolojik kontrol bireyinde ve 23
saglikli bireyde MIF protein seviyelerinin analizi yapildi. Sandvi¢ ELISA ydntemi
kullanilarak plazmadaki pNF-H ve MIF protein seviyelerinin 6lciimii gerceklestirildi. Elde
edilen veriler SPSS 23.0 programi kullanilarak parametrik ve parametrik olmayan
testlere tabi tutuldu ve analizler p<0,05 anlamliligina goére degerlendirildi. Verilerin
analizi oncelikle ALS, norolojik kontrol ve saglkh kontrol gruplar arasinda
gercgeklestirildi. Daha sonrasinda protein seviyelerinin yasa ve cinsisyete gore degisim
gosterip gostermedigi incelendi. Ayrica ALS hasta grubu kendi icerisinde hastaligin
baslangic yeri ve hastaligin seyrine gére gruplandirildi. MiF ve pNF-H proteininin bu
gruplara gére degisimi de analiz edildi. Sonucta MIF ve pNF-H proteini saglikl kontrol
grubu ile karsilastinldinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde ALS hasta grubunda

ylksek seviyede oldugu tespit edilmistir.
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ALS hastalarinda ve transgenik fare modelleri lzerinde yapilan farkl ¢alismalarda
noronal sitoiskelet elemanlarinin hastaligin patogenezinde rol oynadigl tespit
edilmistir. N6éronal 6lim sonucu hiicre icerigini olusturan molekiller BOS’na ve kana
karismaktadir. NF-H proteini noéron hicrelerinde sitoiskeletin olusumunda ve
devamhliginda 6nemli rol oynayan norofilament altbirimlerinden biridir. Bu altbirim
uzun bir kuyruk domainine sahiptir. Bu domainde bulunan KSP (lizin-serin-prolin)
tekrarlari ylksek derecede fosforilasyona maruz kalmaktadir. Bu fosforilasyon sonucu
protein yapisal bir degisiklige ugramakta ve bu yapisal degisiklik proteinin proteaza
karsi direncli hale gelmesini saglamaktadir [249]. Boylece pNF-H proteini viicut sivilari
icerisinde NF-H proteinine gbére daha uzun bir siire bulunabilmektedir. pNF-H
proteininin bu 06zelligi sayesinden bu proteinin aday bir biyobelirte¢ olabilecegi
onerilmektedir. pNF-H proteininin néronlara 6zgi bulunmasi ile bu proteinin hem
merkezi hem de periferik sinir sisteminde meydana gelen hasarlarin belirlenmesinde
etkili bir biyomolekil olabilecegi onerilmektedir. Diger noérofilament altbirimlerine
nazaran kanda daha uzun siire kalabilmesi de oldukga dnemli bir 6zelliktir. Yapilan bir
calismada aksonal hasarin tespiti icin pNF-H proteininin uygun bir belirtec olabilecegi
onerilmistir [250]. Liu ve ark. yaptigi bir ¢alismada nérofilametlerin hiicre igerisinde
anormal degisimler gbéstermesi sonucu motor néron hicrelerinin hasara ugradigini

tespit etmislerdir [251].

Kan-beyin ve kan-omurilik bariyerleri kandaki maddelerin BOS’na gecisini kontrol eden
fonksiyonel bariyerlerdir. Bu bariyerler kanda bulunan ve beyin icin zararh olabilecek
maddelerin pasif diflizyonunu engelleyerek beynin zararli maddelerden korunmasini
saglamaktadir. Ancak Garbuzova-Davis ve ark. yaptigi ALS modeli fare galismasinda
kan-beyin ve kan-omurilik bariyerlerinin hasar gordiigl tespit edilmistir [224]. Ayrica
Nicaise ve ark. yaptigi ALS modeli sican calismalarinda da bu bariyerlerde hasar
meydana geldigi rapor edilmistir [227]. Travmatik beyin hasari Uzerine yapilan bir
calismada BOS ve serum pNF-H seviyesinin korelasyon gosterdigi bulunmustur. pNF-H
proteininin kalpain ve kaspazlara karsi direncgli olmasi sonucu yapisinin bozulmadan

kan-beyin bariyerini gectigi ve dolasima karistigi dislintlmektedir [252]. Omurilik
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hasari ve travmatik beyin hasari lzerine yapilan bir ¢alismada ise bu hastalarda
kontrollere goére pNF-H seviyesinin yuksek oldugu bulunmustur. Omurilik hasari
bulunan siganlarda ise pNF-H seviyesinin travmatik beyin hasari bulunan siganlara gore

daha yiliksek seviyede seyrettigi tespit edilmistir [22].

Gongales ve ark. BOS ile yaptiklari bir ¢alismada pNF-H seviyesini incelemiglerdir.
Bunun sonucunda ALS hasta grubunda BOS pNF-H seviyesinin diger gruplara gore
onemli derecede yliksek oldugu tespit edilmistir(p<0,0001) [253]. Ganesalingam ve ark.
150 kisilik ALS hastasi ve 140 Kkisilik bir kontrol grubu ile yaptiklar calismada ALS
hastalarinda BOS pNF-H seviyesinin kontrol grubuna goére 10 kat fazla oldugunu
gozlemlemislerdir [254]. Cok merkezli yapilan bir ¢alismada BOS pNF-H seviyesi ALS
seviyesi kontrol grubuna gére 10 merkezde yiiksek oldugu bulunmustur [254]. Bu
calismada da yapilan analizler sonucu daha 6nce yapilan diger calismalarla uyumlu
olarak ALS grubu ve kontrol gurubu arasinda pNF-H arasinda istatistiksel olarak anlamh
bir fark oldugu tespit edilmistir (p<0,05). ALS hastalarinda motor noéron
dejenerasyonunun saglkli kisilere goére vyilksek seviyede seyretmesi sonucu ALS
grubunda plazma pNF-H seviyesi yiksek olabilir. Multiple sistem atrofi (MSA) hasta
grubu ve ALS hasta grubu ile yapilan bir calismada da ayni bireylerde gerceklestirilen
analizler sonucu BOS ve plazma pNF-H seviyesi arasinda glicli bir korelasyon elde
edilmistir [13]. Plazma ve BOS pNF-H seviyesinin korelasyonuna dair yapilan bir
arastirmada, ayni bireylerde bu proteinin plazma ve BOS sivilari arasinda zayif bir

korelasyon oldugu rapor edilmistir [256].

Bu calismada kontrol grubu ile norolojik kontrol grubu arasinda da pNF-H seviyesi
arasinda anlamli bir fark bulundugu tespit edilmistir. Ancak ALS grubu ve noérolojik
kontrol grubu arasinda pNF-H seviyesinde anlamli bir fark tespit edilememistir. Elde
edilen sonuclara ragmen, yapilan baska bir calismada BOS pNF-H seviyesinin motor
noron hastalik grubunda diger motor néron hastaligi benzeri hastaliklar ve nérolojik
kontrol gruplarina gore yiiksek seyrettigi tespit edilmistir [257]. Baska bir calismada ise
ALS grubunda BOS pNF-H seviyesinin norolojik kontrol grubuna gore daha yliksek

seviyede oldugu gozlemlenmistir [258]. MSA hasta grubu ve ALS hasta grubu ile yapilan
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bir calismada ise BOS ve plazma pNF-H seviyesi ALS grubunda daha ylksek
bulunmustur [13]. Ganesalingam ve ark. gercgeklestirdigi bir calismada ise ALS ve
kontrol grubu arasinda anlamli bir sonug vermis olsa da, bizim sonuglarimiz ile paralel
olarak, noérolojik kontrol grubu ile ALS grubu arasindaki pNF-H seviyesinde istatistiksel
olarak anlamh bir fark olmadigi saptanmistir [223]. Bunun nedeni plazmada bulunan
pNF-H proteininin parcalanmasi ya da proteinin baska proteinlerle etkilesim kurarak
¢Okelmesi olabilir. Ayrica nérolojik kontrol grubu icerisinde yer alan hastalarin ALS
benzeri profili tam olarak yansitip yansitmamasi ile de degiskenlik gosterebilecek bir
durumdur. Bu nedenle homojen hasta grubundan olusacak nérolojik kontrol grubu ile
analizler tekarlanmalidir. Ayrica “kanca etkisi”’nin kanda meydan gelip gelmemesine
bagh olarak da kan pNF-H seviyesinde degisiklikler meydana gelebilmektedir. SOD1%°3A
mutasyonu tasiyan farelerin kani ile gerceklestirilen noérofilament calismasinda
immunoblotlama yonteminin kullanilmasi sonucu kanda daha yliksek molekiler
agirlikta noérofilament cokeltilerinin varhg tespit edilmistir [258]. Kanda norofilament
cokeltilerinin olusmasi sonucu ELISA’da elde edilen sonuglarin protein seviyesinin
dogru tespiti konusunda vyaniltici olma ihtimali vardir. ELISA’da norofilamentlerin
etkilesime gectigi bolgelerin c¢okeltilerin i¢ kisminda sikisip kalmasi sonucu ya da
ELISA’da norofilamentleri yakalayan antikorlarin doymasi sonucu kandaki gercek

norofilament seviyesinin olcilemeyebilecegi disiinilmektedir.

Hastaligin baslangi¢ yerine gore yapilan analizlerde, Bulbar/Bulbar-UMN-LMN grubu
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark oldugu gorilmustir (p<0.05). Boylan ve ark.
yaptigl ¢alisma sonucu bulbar baslangi¢li hastalarin plazma ve serumlarinda pNF-H
seviyesinin yiksek oldugu bildirilmistir [259]. Li ve ark. yaptigi calismada da BOS pNF-H
seviyesinin bulbar baslangich hastalar ile korelasyon gosterdigi rapor edilmistir [13].
Yapilan baska bir calismada ise UMN tutulumu bulunan hastalarda pNF-H seviyesinin
daha yliksek oldugu tespit edilmistir [250]. Buna ek olarak, baska bir calismada da BOS
pNF-H seviyesi UMN tutulumu olan hastalarda yiksek tespit edilmistir [260]. Bulbar
baslangicli hasta sayisimizin az olmasindan dolayi verilerimizin analiz sonucu yukarida

bahsedilen calismalarin tam tersi ¢cikmis olabilir. Daha fazla sayida bulbar baslangich
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hasta ile yapilacak analizlere gerek vardir. Ayrica tutulum bdlgelerine gore hasta
sayllarinin farkhlik gostermesi ile analiz sonuglarinin etkilenmis olma ihtimali vardir.
Esit sayida hasta ile yapilacak analizlerle farkh bir sonuca ulasilabilir. Bu kisilerin
hastalik seyirlerinin degismesi ile de sonucun etkilenme ihtimali bulunmaktadir.
Hastalarin hastalik seyri, hastalik slresi ve diizenli araliklarla yapilacak ELISA olgiimleri
ile pNF-H proteininin hastalik baslangi¢c boélgesine gére seviyesinin belirlenmesinde
daha dogru sonucglar elde edilebilir. Gercgeklestirilen bir arastirmada C9orf72
mutasyonu tasityan kisiler ile bu mutasyonu tasimayan kisilerin pNF-H seviyesi
karsilastirilmistir. Bunun sonucunda ise C9orf72 mutasyonu tasiyan kisilerin BOS pNF-H
seviyesinin bu mutasyonu tasimayan kisilere gore daha yiksek oldugu gorilmistir
[261]. Buna gore hastalarin tasidiklari mutasyonlara goére de kandaki pNF-H diizeyinin
etkilenme ihtimali bulunmaktadir. Ayrica yapilan calismalarda kan yerine BOS

kullanilmasi ile sonuglarin degiskenlik gésterme olasiligi vardir.

Yalnizca ALS hastalari grubu igin yapilan istatistiksel analizler sonucunda ise pNF-H
proteininin cinsiyet ve yasa bagh olarak degisim gostermedigi sonucu elde edildi.
McCombe ve ark. yaptigi calismada yasin artisi ile beraber serumlarindaki pNF-H
seviyesinin arttigi bildirilmistir [262]. Ancak bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar
bu sonuca ortlismedi. Boylan ve ark. ise yas ile plazma pNF-H seviyesi arasinda zayif bir
korelasyon oldugunu bildirmislerdir [263]. Boylan ve ark. yaptigi baska bir calismada ise
bizim sonuglarimiz ile benzerlik gésteren bir sonug olarak yas ile serum, plazma ve BOS
pNF-H seviyesi ve yas arasinda bir baglanti tespit etmediklerini rapor etmislerdir [259].
ALS yas gruplarindaki hasta sayisinin arttirilmasi ile sonuglar tekrarlanarak analizlerin
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Ayrica bu hastalarin hastalik sirelerinin, hastalk
seyirlerinin ve tasinan gen mutasyonlarinin kan pNF-H seviyesini etkileme olasilig

bulunmaktadir. Bu degiskenlere gore yapilacak analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismada duragan ile yavas grubu arasinda p<0.05 anlamliigina gore bir fark oldugu
tespit edildi. Duragan ile hizh grubu arasinda ise p<0.10 anlamliligina gére bir fark
oldugu sonucuna erisildi. Yapilan bir arastirmada hastaligin hizli ilerledigi hastalarda

BOS pNF-H seviyesinin arttigi tespit edilmistir [250]. Yapilan bir calismada hastaligi hizli
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ilerleyen kisilerde yavas ilerleyenlere gére BOS pNF-H seviyesinin daha ylksek olma
egiliminde oldugu bulunmustur [260]. Ayrica Gongales ve ark. ¢alismalarinda hizli bir
noronal yikimin gerceklesmesi sonucu pNF-H proteininin yliksek seviyede anlatiminin
ortaya ¢ikma olasiligindan bahsetmislerdir [253]. Yapilan bir arastirmada ise erken
donemde yuksek pNF-H seviyesinin hastaligin hizli ilerlemesi ile korele oldugu rapor
edilmistir [262]. Hastaligin hizli ilerledigi hasta sayisi bizim ¢alismamizda duragan hasta
grubuna gore daha azdir. Bu nedenle sonuclarin etkilenme ihtimali bulunmaktadir.
Ayrica hastaligin baslangic yerinin bu sonuglari etkileyip etkilemedigi arastiriimahdir.
Yapilan bir ¢calismada semptom gosteren ALS hastalari ve semptom tasimayan ancak
mutasyon tasiyan kisilerde norofilament seviyesi analiz edilmistir. Semptom
gostermeyen kisilerde norofilament seviyesinin normal seyrettigi bulunmustur.
Semptomik ALS hastalarinda ise nérofilament seviyesinin kontrollere gére 10 kat arttigi
gorilmastir [264]. Ayrica norofilament saliniminin hastaligin baslangicindan sonra
hangi evrede artmaya basladigi 6nemli bir sorunsaldir. Hastaligin semptomlarinin
baslangicindan ne kadar siire sonra kan analizi yapilmasi hastaligin seyri hakkinda veri
saglayip saglamadigi arastirilmalidir. Bu nedenle erken dénemden itibaren takip
edilecek hastalarin vicut sivilari gereklidir. Boylece hastaligin kaginci ayinda pNF-H

proteininin kanda hastaligi yansitacak seviyede gozlenip gozlenmedigi tespit edilebilir.

Hastalik gruplarina gore yapilan analizde ALS ile Parkinson hastaligi arasinda anlamli bir
fark bulunmustur (p<0,05). Ancak diger hastalik gruplari ile pNF-H seviyesi arasinda
anlamli bir fark elde edilememistir. Fakat ALS hastaliginda goriilen motor ndéron
kaybina benzer sekilde motor néron hicrelerinin kaybinin gerceklestigi, MS hastalari
Uzerinde yapilan calismalardan birinde pNF-H proteininin MS hastalarinda devam eden
norodejeneratif aktivitenin bir 6lclst olarak kullanilabilecegi 6nerilmektedir [265].
Ayrica serum pNF-H degerinin de MS hastalarinda yiksek oldugu bulunmustur [266].
Bizim yaptigimiz calismada sonuclarin tam tersi ¢ikmis olmasinin nedeni MS hasta
sayisinin az olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica MS hastalarinin hastaligin hangi
evresinde bulundugu da 6nemlidir. Buna gore calismalar iki hastalik grubu arasinda

tekrarlanabilir. Ayrica yapilan literatiir taramasinda bu iki hastalik grubunu ele alan bir
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galismaya rastlanmamistir. Bu tarz calisma ile bir kesme degeri (cutoff value)
olusturulabilir. Yapilan bir calismada Parkinson hastaliginda NF-H mRNA seviyesinde
disls oldugu tespit edilmistir [267]. Baska bir Parkinson hastalari ile yapilan ¢alismada
ise BOS’'nda normal seviyede pNF-H oldugu tespit edilmistir [268]. Yaptigimiz ¢alismada
ise Parkinson hastaliginda pNF-H seviyesinin daha yuksek oldugu gozlenmistir. Ancak
bu calismada Parkinson hasta sayisi azdir ve daha fazla hasta ile gergeklestirilecek
calismalara ihtiyag vardir. Ayrica Parkinson hastalarinin ne kadar siiredir hasta olduklari
onemli olabilir. Tagsinan mutasyona goére pNF-H degerinin etkilenip etkilenmedigi de
onemli bir sorunsaldir. Demans hastaligi ile yapilan bir ¢alismada ise FTD hastalarinda
ve gec¢ baslangich Alzheimer hastalarinda BOS pNF-H seviyesinin yiikseldigi tespit
edilmistir [269]. Yaptigimiz ¢calismada demans hastalarinin sayisi oldukc¢a azdir ve farkli

demans hastalik tlirlerine gore yapilacak bir calismaya ihtiyac vardir.

Yapilan bir arastirmaya goére plazmada bulunan MIF degerlerinin kanin saklanma
sicakhigl, saklanma uzunlugu, seyreltme veya tekrarlanan dondurma c¢6zme
islemlerinden etkilenmedigi tespit edilmistir [270]. MIF proteini inflamatuvar siireclerin
indlikleyicisi olan bir sitokindir. Bu proteinin dolasimda artmasi sonucu hicrelerde
inflamatuvar maddelerin Gretimi artmaktadir. Ayrica MiF proteininin enzim gérevleri
de bulunmaktadir. Ancak Cherepkova ve ark. tarafindan yapilan ¢alismalarda MiF’niin
saperon benzeri bir gorevi oldugundan da bahsedilmistir [271]. Israelson ve ark.
yaptiklari calismalarda endojen MiF'niin saperon benzeri gorevi sayesinde motor
noronlarda bulunan yanhs katlanmig SOD1 enziminin olusturdugu toksisiteyi onledigi

ve sonuc¢ta motor néronlarin hayatta kalma slrelerinin uzadigini rapor etmislerdir [14].

Yapilan bir analizde BOS MIF seviyesinin saglikli kontrollere gére bilissel bozukluk
bulunan hastalarda yiikseldigi tespit edilmistir [272]. MiF’niin astrosit ve mikroglialarda
anlatiminin artmasi sonucu Alzheimer hastaliginda meydana patolojik siireclerde
artisin meydana geldigi ileri strtlmustiir. MIF, néronal fonksiyon {izerinde zararl
etkilere sahip olan TNF-a, IL-la, IL-6 gibi inflamatuvar sitokinlerin Uretimini
tetiklemektedir. Ayrica MiF’'niin CD74 reseptérii ile hiicreyi uyarmasi sonucu hiicre

icerisinde ERK1/2 MAP kinazi aktive edilmektedir. Bu ERK1/2 yolagl Alzheimer
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hastaliginda tau proteininin  hiperfosforilasyonuna  blyik odl¢ide katkida
bulunabilmektedir. MS hastalarinda yapilan bir ¢alismada ise serum ve BOS'nda MiF
seviyesinin artmis oldugu bildirilmistir [273]. MiF’niin, MS lezyonlarinin inflamatuvar
icerigini arttirabilecegi disiinilmektedir. MiF-eksikligi bulunan farelerin, miyelin
peptidi ile immunizasyonunu takiben patojenik miyelin spesifik hiicrelere yol agma
ihtimaline ragmen MIF eksikliginin koruyucu oldugu disiiniilmektedir. Ayrica MiF-eksik

farelerde MSS’de azalmis inflamasyon patolojisinin varhgi bildirilmistir.

MIF proteini inflamasyon siirecinde NF-kB sinyallemesini aktive etmektedir. Bu
aktivasyon sonucu bir¢ok sitokin ve inflamatuvar maddenin anlatiminda artis meydana
gelmektedir. ALS {zerine yapilan in vitro bir c¢alismada mikroglialarda NF-kB
sinyallenmesinin ortadan kaldirilmasi sonucu motor néronlarin 6limu engellenmis ve
in vivo olarak da ALS olan farelerde hayatta kalma siirelerinin uzadigi bildirilmistir

[274].

Hiicrede ROS artisi MiF’niin sekresyonunu indiiklemektedir. Otofajinin inhibe edildigi
hiicrelerde ise MiF sekresyonunun arttigi tespit edilmistir [275]. Otofajinin baskilandig
makrofajlarda inflamatuvar maddelerin salgilanmasindaki artisin nedeni ROS’dir. Bu
ROS’nin kaynaginin ise mitokondri oldugu distnilmektedir. Hiicrelerde ROS miktarinin
artisi ile oksidatif stres meydana gelmektedir. Nguyen ve ark. yaptigi calismada ise
MiF’'niin oksidatif strese bagh apoptozu inhibe ettigi bildirilmistir [276]. Travmatik
beyin hasari [277] ve omurilik zedelenmesi [278] hastalarinda yapilan c¢alismalar

sonucunda ise dolasimdaki MiF konsantrasyonunun arttigi bildirilmistir.

Yapilan calismalarda MiF’ niin néronal sistemde hem koruyucu rolii hem de zarar verici
etkileri rapor edilmistir. Yaptigimiz calismada ALS hastalarinda saglkh kontrol grubuna
gdére MIF protein seviyesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ancak bu proteinin
hiicreler Gizerindeki etkisinden bahsedilebilmesi icin uzun siireli MIF seviyesinin ve
hastalik seyrinin takibi ile yapilacak bir calisma gereklidir. Ayrica MiF proteininin, MS

hastalarinda ALS hastalarina gére daha yliksek seviyede seyrettigi tespit edilmistir.

MIiF-pNF-H korelasyonu analiz sonucu bu iki protein arasinda giiclii bir korelasyon

oldugu tespit edilmistir. Yapilan in vivo bir calismada 20 Guinea pig'e sigir omurilik
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homojenati enjekte edilmistir. 20 Guniea pig ise kontrol grubu olarak izlenmistir.
Kobaylarda olusturulan immun aracih hasar sonucu motor néronlarda anormal
fosforilasyon ve nérofilament dagilimi tespit edilmistir. Néron perikaryasinda ise NF-H
ve NF-M fosforilasyonunda artis oldugu bildirilmistir [251]. Baska bir ¢alisma
sonucunda ise ALS hastalarindan elde edilen BOS’na maruz kalan néron hucrelerinin
perikaryasinda noérofilament fosforilasyonunda artis meydana gelmistir [279]. Bu
calisma gostermektedir ki, ALS hastalarinda noéroinflamasyon basamaklarinin
tetiklenmesi ile BOS’nda biriken inflamatuvar maddeler motor néronlarda
norofilament altbirimlerinin hiicre perikaryasinda yiliksek derecede fosforilasyonuna

neden olabilmektedir.

Sonu¢ olarak, pNF-H proteini ALS hastalarinda saglikli kisilere gore daha yiksek
seviyelerde gozlenmektedir. Ancak bu proteinin ALS benzeri ve diger noérolojik hasta
gruplari arasinda fark olup olmadigi incelenmelidir. Daha fazla sayida hastadan olusan
gruplar ile gerceklestirilecek analizler gereklidir. Ek olarak, ALS hastaliginin erken
teshisinde kullanilip kullanilamayacagl sorusunun cevabi igin ise hastanin semptom
gosterdigi ilk andan itibaren takip edilmesi ve kan testlerinin yapilmasi gereklidir. MiF
proteininin de ayni sekilde uzun sireli olarak hastalarda zaman igerisinde degisimi
takip edilmeli ve bu degisim ile hastaligin seyri arasinda bir iliskinin bulunup
bulunmadigi analiz edilmelidir. Ayrica her ne kadar MIF ve pNF-H proteini arasinda
pozitif bir korelasyon oldugunu séyllyorsak da, bu iki proteinin biribirini nasil etkiledigi
tespit edilmelidir. Uzun siire yapilacak takipler ile proteinlerin zaman igerisindeki
davranisi izlenerek ilk 6nce immin sistemin mi hicre iskeletinde bozulmalara neden
oldugu yoksa hiicre iskeletinde meydana gelen bozulmalar sonucu mu immn sistemin
indiklendigi tespit edilebilir. Néronal hicre kialtiri ya da hayvan calismalar ile
yapilacak arastirmalar ile de bu proteinlerin birbirini etkileme sireci arastirilabilir.
Boylece bu proteinlerin ALS hastaliginin erken teshisi icin aday biyobelirte¢ olup

olmayacagina dair ek veriler elde edilebilir.
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EK-A

MIiF HASTA VERILERI

HAST | 201 | HASTALIK CINSIYE | HASTALI | TUTULU | MIF
ANO |6 T K SEYRi | M TiPi DEGER
YAS i
(ng/ml
_ )
1 72 | ALS+PROSTAT+DM+TA+ISKE | E YAVAS BULBAR- | 5,15
MiK KALP UMN
2 55 | ALS K YAVAS LMN 2,77
3 72 | ALS+PH K YAVAS UMN 6,57
5 55 | ALS+POLINOROPATI E YAVAS LMN 2,63
6 71 | ALS E HIZLI BULBAR- | 5,03
UMN-
LMN
7 56 | ALS E YAVAS LMN 19,21
9 30 Kontrol E 6,275
10 36 Kontrol E 3,96
11 73 | ALS E YAVAS BULBAR- | 6,27
UMN
12 67 | ALS+TA+QUATR K HIZLI UMN 24,21
13 40 Kontrol K 2,96
14 60 | ALS K HIZLI UMN 5,54
15 66 Kontrol E 5,35
17 32 | MS K 2,38
18 27 | ALS E YAVAS UMN 5,17
19 32 Kontrol E 9,54
20 26 | ALS E YAVAS UMN 4,15
21 45 Kontrol E 6,93
22 62 | ALS K YAVAS UMN 23,87
23 50 Kontrol E 4,35
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24 56 ALS K YAVAS UMN- 4,93
LMN
25 50 ALS E YAVAS BULBAR- | 11,02
UMN
26 50 Kontrol E 3,34
27 70 ALS K YAVAS UMN 16,96
28 75 DEMANS K 4,21
29 39 ALS+MS E YAVAS UMN 3,31
30 52 ALS K HIZLI UMN- 4,81
LMN
31 50 ALS+TIROID K DURAGA | LMN 5,44
HASIMATO+RAHIM MYOM N
33 38 Kontrol E 3
34 31 ALS K DURAGA | UMN 5,53
N
35 28 Kontrol K 3
36 76 ALS+FTD E HIZLI UMN 5,62
37 51 ALS+DM+TA K HIZLI UMN 3,87
38 45 Kontrol E 2,83
39 39 Kontrol K 5,12
40 50 ALS K YAVAS UMN 2,19
41 61 ALS K YAVAS UMN 1,25
43 43 ALS E YAVAS UMN 3,35
44 45 ALS E YAVAS UMN 4,12
45 49 ALS+TA K YAVAS UMN- 2,51
LMN
46 62 PH E 1,83
47 55 ALS-FAHR+DM K YAVAS BULBAR | 2,19
48 49 PSA+PH E 2,47
49 24 | ALS K DURAGA | LMN 40,58
N
50 36 | ALS K DURAGA | UMN 2,69
N
53 42 ALS E YAVAS UMN 13,24
55 81 PH K 7,23
56 63 ALS+DM+QUATR K YAVAS LMN 5,42
58 61 ALS+ADH K YAVAS BULBAR- | 9,01
UMN
59 65 ALS E YAVAS LMN 3,73
60 19 Hipoksit Ensafolapati K 2,2
61 31 MS+UNUTKANLIK K 5,86
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62 51 PH E 4,93
63 59 ALS+TA E HIZLI UMN 6,06
64 84 PH K 7,97
65 60 ALS K HIZLI UMN- 4,08
LMN
66 22 MS E 11,13
67 22 MS E 29,91
68 76 PH,DEM,HS E 2,33
69 51 PH E 3,86
70 49 ALS-FTD+PH K HIZLI UMN 4,23
71 56 DEMANS E 5,19
72 45 Kontrol E 3,02
73 63 ALS E YAVAS UMN 3,46
74 36 | MS+HIPERTIROIDI E 2,53
75 31 MS E 4,43
77 22 Kontrol K 2,9
78 26 Kontrol K 2,5
80 24 Kontrol K 4,22
81 51 MS K 4,32
82 77 ALS+TA E YAVAS BULBAR | 4,72
85 25 MS K 20,72
86 69 ALS+PANKREAS CA K YAVAS UMN 31,13
87 35 ALS K YAVAS BULBAR- | 31,13
LMN
88 43 PH E 26,38
89 44 ALS E YAVAS UMN 5,25
90 54 PH E 4,96
91 65 ALS+PH K YAVAS UMN 9,92
93 70 ALS+PH E YAVAS BULBAR- | 3,42
LMN
94 61 PH E 5,08
95 41 MS E 3,56
96 72 PH K 5,81
99 59 ALS K YAVAS LMN 14,28
100 46 PH K 2,81
101 55 PH E 2,77
102 47 PH E 2,42
103 58 ALS K DURAGA | UMN 15,45
N
105 35 ALS E HIZLI UMN 4,23
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106 59 PH E 4,4
108 48 PH E 16,21
109 26 MS K 7,34
110 28 MS K 7,2
111 71 PH E 2,92
114 76 ALS K YAVAS LMN 5,46
116 71 ALS E HIZLI BULBAR- | 1,43
UMN
117 67 ALS+FTD E HIZLI UMN 3,85
118 67 ALS+KEKEME+PROSTAT E YAVAS UMN 6,52
119 56 PH E 2,88
120 55 ALS E YAVAS LMN 5,49
121 55 ALS E YAVAS UMN 4,15
123 53 ALS E YAVAS BULBAR | 3,52
127 41 ALS E HIZLI UMN 2,4
128 25 ALS K YAVAS LMN 0,9
130 48 PH K 3,96
131 61 ALS+PH+FTD E YAVAS BULBAR | 4,66
132 64 ALS+FTD K YAVAS BULBAR- | 5,87
UMN
133 44 ALS+TA K YAVAS UMN 5,74
135 55 ALS+DM+FTD+TA K HIZLI UMN 2,56
136 65 ALS E YAVAS UMN- 2,08
LMN
137 |59 | BAS AGRISI K 2,58
138 54 ALS E YAVAS UMN 5,77
140 52 Kontrol E 1,34
141 29 ALS E YAVAS UMN 7,46
142 48 Kontrol E 0,03
147 63 ALS K HIZLI BULBAR- | 3,13
UMN
150 24 Kontrol K 2
154 41 Kontrol K 0,5
157 25 Kontrol E 3,77
160 51 ALS+TA E YAVAS UMN 3,4
166 25 MS K 4,67
211 38 ALS E DURAGA | UMN 17,52
N
229 67 HALLOWEN SPATS ADULT E 1,01
FORM
233 43 HUNTINGTON HASTALIGI E 0,033
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234 67 PH+DEMANS E 7,28
242 57 ALS+DM+FTD E YAVAS UMN 6,23
251 45 Kontrol E 6,17
252 40 Kontrol E 6,71
253 29 ALS K DURAGA | UMN 3,83
N
260 45 ALS E DURAGA | BULBAR- | 1,22
N LMN
262 65 ALS+DM+KALP E YAVAS BULBAR- | 14,51
UMN
266 40 ALS K YAVAS UMNLM | 6,37
N
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EK-B

PNF-H HASTA VERILERI

HAST | 201 | HASTALIK CiNSiY | HASTALI | TUTULU | PNFH
ANO |6 ET K SEYRI | M TiPi DEGERLE
YAS Ri
NG/ML
1 72 | ALS+PROSTAT+DM+TA+ISKE | E YAVAS | BULBAR- | 2,09
MiK KALP UMN
2 55 | ALS K YAVAS | LMN 3,4
3 72 | ALS +PH K YAVAS | UMN 3,45
4 47 | ALS+NASH E HIZLI UMN 2,5
5 55 | ALS+POLINOROPATI E YAVAS | LMN 2,84
6 71 | ALS E HIZLI BULBAR- | 2,91
UMN-
LMN
7 56 | ALS YAVAS | LMN 53,01
8 67 | ALS+TA+PROSTAT DURAGA | UMN 2,12
N
9 30 Kontrol E 3,21
10 36 Kontrol E 1,98
11 73 | ALS E YAVAS | BULBAR- | 2,74
UMN
12 67 | ALS+TA+QUATR K HIZLI UMN 40
13 40 Kontrol K 2,03
14 60 | ALS K HIZLI UMN 3,46
15 66 Kontrol E 2,33
17 32 | MS K 1,91
18 27 | ALS E YAVAS | UMN 2,92
20 26 | ALS E YAVAS | UMN 2,2
21 45 Kontrol E 2,07
22 62 | ALS K YAVAS | LMN 88,3
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23 50 Kontrol E 2,72
24 56 | ALS K YAVAS UMN- 2,58
LMN
25 50 |ALS E YAVAS BULBAR- | 3,28
UMN
28 75 DEMANS K 2,35
29 39 | ALS+MS E YAVAS UMN 2,3
30 52 | ALS K HIZLI UMN- 2,69
LMN
31 50 | ALS+TiROID K DURAGA | LMN 2,69
HASIMATO+RAHIM MYOM N
33 38 Kontrol E 2,58
34 31 | ALS K DURAGA | UMN 3
N
35 28 Kontrol K 2,22
36 76 | ALS+FTD E HIZLI UMN 2,13
38 45 Kontrol E 2,38
39 39 Kontrol K 1,89
40 50 | ALS K YAVAS UMN 2,09
45 49 | ALS+TA K YAVAS UMN- 0,17
LMN
46 62 PH E 1,67
49 24 | ALS K DURAGA | LMN 76,59
N
50 36 | ALS K DURAGA | UMN 2,44
N
51 51 | ALS E HIZLI BULBAR | 2,51
52 58 Kontrol E 0,87
53 42 | ALS E YAVAS UMN 4,19
56 25 | ALS+DM+QUATR K YAVAS LMN 1,67
58 61 | ALS+ADH K YAVAS BULBAR- | 1,65
UMN
59 65 | ALS E YAVAS LMN 0,13
61 31 MS+UNUTKANLIK K 0,14
64 84 | PH K 0,26
69 51 PH E 53,21
70 49 | ALS-FTD+PH K HIZLI UMN 0,2
71 56 DEMANS E 4,2
72 45 Kontrol E 0,22
73 63 | ALS E YAVAS UMN 0,35
76 53 | ALS+TIROID K YAVAS UMN 59,49

136




77 22 Kontrol K 0,13
82 77 | ALS+TA E YAVAS BULBAR | 0,16
86 69 | ALS+PANKREAS CA K YAVAS UMN 211,31
87 35 | ALS K YAVAS BULBAR- | 192,05
LMN
89 44 | ALS E YAVAS UMN 3,18
91 65 | ALS+PH K YAVAS UMN 184,15
93 70 | ALS+PH E YAVAS BULBAR- | 2,56
LMN
99 59 | ALS K YAVAS LMN 0,17
105 35 | ALS E HIZLI UMN 0,12
107 62 | ALS E YAVAS LMN 0,31
109 26 MS K 0,31
114 76 | ALS K YAVAS LMN 1,77
115 Kontrol E 0,14
116 71 | ALS E HIZLI BULBAR- | 0,36
UMN
117 67 | ALS+FTD E HIZLI UMN 0,19
118 67 | ALS+KEKEME+PROSTAT E YAVAS UMN 23,07
120 55 | ALS E YAVAS LMN 0,14
125 55 | ALS E YAVAS UMN 0,22
126 47 | ALS K HIZLI UMN- 1,92
LMN
127 41 | ALS E HIZLI UMN 2,8
128 25 | ALS K YAVAS LMN 0,51
131 61 | ALS+PH+FTD E YAVAS BULBAR | 0,15
132 64 | ALS+FTD K YAVAS BULBAR- | 0,16
UMN
133 44 | ALS+TA K YAVAS UMN 1,29
134 42 MS K 0,15
135 55 ALS+DM+FTD+TA K HIZLI UMN 0,85
136 65 | ALS E YAVAS UMN- 1,47
LMN
137 |59 | BAS AGRISI K 1,43
138 54 | ALS E YAVAS UMN 4,4
139 46 | ALS K YAVAS BULBAR- | 133,41
UMN-
LMN
140 52 Kontrol 0,14
141 29 | ALS YAVAS UMN 1,61
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142 48 Kontrol E 0,92

313 |35 |ALS K YAVAS UMN 7,97

315 |37 |[MS K 37,68

333 |80 |PH K 67,8

334 |57 |PH E 36,67

336 |28 | MS+TRIGEMINAL NEVRAUI | E 54,5

337 |38 |ALS K DURAGA | UMN- 51,63
N LMN

340 |28 |ALS YAVAS UMN 49,78

341 |76 |ET 61,15

342 |74 | ALS DURAGA | UMN- 41,07
N LMN

343 ALS K DURAGA | UMN- 69,66
N LMN

348 MS K 37,96

352 |48 |PH E 145,42

355 | 67 | PH+DM+HT E 61,13

359 PH E 173,17

362 |54 | ALS+RAMOTOID ARTERIT K HIZLI UMN- 114,7
LMN

366 |47 | MS+MIGREN K 42,96

371 |55 | ALS+TA K HIZLI UMN- 210,71
LMN

376 53 | ALS+TA+TIROID K DURAGA | UMN- 74,62
N LMN

377 |34 |ALS K YAVAS LMN 190,02

381 |49 |ALS E DURAGA | UMN- 57,28
N LMN

386 |42 |ALS E DURAGA | UMN- 89,21
N LMN

387 |59 |ALS E HIZLI UMN- 95,87
LMN

388 ALS+MS E DURAGA | UMN- 161,67
N LMN

395 |61 | ALS+DEMANS+PH+DM+TRE | K YAVAS UMN 39,94

MOR

404 |56 |PH K 34,38

405 |35 |PH E 31,51

406 | 74 | PH+PSIKOJEN E 42,4

407 |65 | ALS+PROSTAT+TA E YAVAS BULBAR- | 45,67
UMN

138




408 PH K 33,37
411 80 | YASLILIK K 42,88
412 82 anevrizma post op K 35,46
413 70 | ALS+TA+KALP K HIZLI BULBAR- | 105,06
UMN-
LMN
415 77 PH+ET+Astim E 168,37
420 56 PH K 25,34
422 63 | ALS+PH E YAVAS BULBAR- | 39,34
UMN
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EK-C

MIF VE PNF-H KORELASYON HASTA VERILERI

HASTA | 2016 R fNFH . N.I.iF .
NO YAS HASTALIK CINSIYET | DEGERLERI DEGERI
NG/ML (ng/ml)
1 - ALS+PROSTAT+DM+TA+ISKEMIK £ 2,09 5,15
KALP
5 55 | ALS+POLINOROPATI E 2,84 2,63
6 71 | ALS E 2,91 5,03
7 56 | ALS E 53,01 19,21
9 30 | Kontrol E 3,21 6,275
10 36 | Kontrol E 1,98 3,96
11 73 | ALS E 2,74 6,27
12 67 | ALS+TA+QUATR K 40 24,21
13 40 | Kontrol K 2,03 2,96
14 60 | ALS K 3,46 5,54
15 66 | Kontrol E 2,33 5,35
17 32 | MS K 1,91 2,38
18 27 | ALS E 2,92 5,17
20 26 | ALS E 2,2 4,15
21 45 | Kontrol E 2,07 6,93
22 62 | ALS K 88,3 23,87
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23 50 | Kontrol 2,72 4,35
24 56 | ALS 2,58 4,93
25 50 | ALS 3,28 11,02
28 75 | DEMANS 2,35 4,21
29 39 | ALS+MS 2,3 3,31
30 52 | ALS 2,69 4,81
31 50 ALS+TIROID HASIMATO+RAHIM 269 5 44
MYOM

33 38 | Kontrol 2,58 3
34 31 | ALS 3 5,53
35 28 | Kontrol 2,22 3
36 76 | ALS+FTD 2,13 5,62
38 45 | Kontrol 2,38 2,83
39 39 | Kontrol 1,89 5,12
40 50 | ALS 2,09 2,19
45 49 | ALS+TA 0,17 2,51
46 62 | PH 1,67 1,83
49 24 | ALS 76,59 40,58
50 36 | ALS 2,44 2,69
53 42 | ALS 4,19 13,24
56 25 | ALS+DM+QUATR 1,67 5,42
58 61 | ALS+ADH 1,65 9,01
59 65 | ALS 0,13 3,73
61 31 | MS+UNUTKANLIK 0,14 5,86
64 84 | PH 0,26 7,97
69 51 |PH 53,21 3,86
70 49 | ALS-FTD+PH 0,2 4,23
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71 56 | DEMANS 4,2 5,19
72 45 | Kontrol 0,22 3,02
73 63 | ALS 0,35 3,46
77 22 | Kontrol 0,13 2,9
82 77 | ALS+TA 0,16 4,72
86 69 | ALS+PANKREAS CA 211,31 31,13
87 35 | ALS 192,05 31,13
89 44 | ALS 3,18 5,25
91 65 | ALS+PH 184,15 9,92
93 70 | ALS+PH 2,56 3,42
99 59 | ALS 0,17 14,28
105 35 | ALS 0,12 4,23
109 26 | MS 0,31 7,34
114 76 | ALS 1,77 5,46
116 71 | ALS 0,36 1,43
117 67 | ALS+FTD 0,19 3,85
118 67 | ALS+KEKEME+PROSTAT 23,07 6,52
120 55 | ALS 0,14 5,49
127 41 | ALS 2,8 2,4
128 25 | ALS 0,51 0,9
131 61 | ALS+PH+FTD 0,15 4,66
132 64 | ALS+FTD 0,16 5,87
133 44 | ALS+TA 1,29 5,74
135 55 | ALS+DM+FTD+TA 0,85 2,56
136 65 | ALS 1,47 2,08
138 54 | ALS 4,4 5,77
140 52 | Kontrol 0,14 1,34
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141 29 | ALS 1,61 7,46
142 48 | Kontrol 0,92 0,03
352 48 | PH 145,42 16,21
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EK-D

MIF iSTATISTIKSEL VERILER

Yas N Ortalama | Standart Sapma

<30 19 2,5862 1,42531
30-39 | 16 2,4119 1,07666
40-49 | 24 2,0502 1,10787
50-59 | 33 2,1869 ,71639

>60 39 2,4544 1,01251
Total | 131 2,3269 1,04541

Hastalik Gruplari N Ortalama | Standart Sapma

Kontrol 23 1,8746 ,63920

ALS 70 2,5039 1,10921
Norolojik Kontrol | 38 2,2745 1,05509
Total 131 2,3269 1,04541
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Cinsiyet | N | Ortalama | Standart Sapma
Kadin 35 2,7084 1,35475
Erkek 35 2,2995 ,75861
Hastalik Tipleri | Ortalama N Standart Sapma
Kontrol 3,90500 23 2,215573
ALS 7,48243 70 7,636384
Parkinson 5,92500 20 5,789661
Multiple Skleroz | 8,67083 12 8,369281
Demans 4,70000 2 ,692965
Total 6,65776 127 6,801299
Hastalik Seyiri | Ortalama | N | Standart Sapma
Duragan 11,53250 | 8 13,158206
Yavas 7,45660 47 6,937013
Hizli 5,40333 15 5,358621
Total 7,48243 | 70 7,636384
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Baslangig Yeri Ortalama N | Standart Sapma
UMN 7,58919 | 37 6,941174
LMN 9,62818 11 11,611169
BULBAR 3,77250 4 1,190725
UMN-LMN 4,13000 6 1,609310
UMN-BULBAR 7,04875 8 4,273100
LMN-BULBAR 11,92333 3 16,669794

UMN-LMN-BULBAR | 5,03000 1

Total 7,48243 70 7,636384
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PNF-H iSTATiISTiKSEL VERILERI

HastalikSeyiri | Ortalama Standart Sapma
Duragan 52,6650 | 12 47,44294
Yavas 29,8622 | 46 57,91436
Hizh 32,7211 | 18 59,49227
Total 34,1397 | 76 56,66947

Hastalik Gruplari | Ortalama N Standart Sapma
Kontrol 1,6144 16 1,04203
ALS 34,1397 76 56,66947
Norolojik Kontrol 42,7779 28 47,54205
Total 31,8186 120 51,87811
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Cinsiyet | Ortalama N Standart Sapma
Kadin 35,8476 59 54,02937
Erkek 27,9216 61 49,84528
Total 31,8186 120 51,87811

Yas Ortalama N Standart Sapma
<30 17,4945 11 28,23424
30-39 33,1519 16 63,55904
40-49 25,9105 19 46,74791
50-59 28,4007 28 47,99252
>60 33,2968 40 52,50048
Total 29,3181 114 49,79953
Baslangig Yeri Ortalama | N | Standart Sapma
UMN 21.4103 |31 49.76544
LMN 30.1107 | 14 55.41495
BULBAR .9400 3 1.35967
UMN+LMN 65.0167 | 15 62.96699
LMN+UMN 11.9113 | 8 18.98824
BULBAR+LMN 97.3050 | 2 133.98966
UMN+LMN+BULBAR | 80.4600 | 3 68.63988
Total 34.1397 |76 56.66947
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Hastalik Tipi | Ortalama N Standart Sapma
KONTROL 1,6144 16 1,04203
ALS 34,1397 76 56,66947
PARKINSON 62,4786 14 57,56210
MS 21,9512 8 23,37729
DEMANS 3,2750 2 1,30815
Total 31,7009 116 52,61412
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