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Spinal miiskiiler atrofi (SMA), motor ndronlarin kaybi sonucu kaslarda
giicsiizliik ve atrofinin goriildiigii kalitsal néromiiskiiler hastaliktir. SMA’ya, SMN1
genindeki delesyon veya mutasyonlarin sebep oldugu survival motor proteinin
yetersizligi yol agar. SMN1 geninin telomerik kopyasi olan SMN2 hastaligin
olusmasinin 6niine gegememektedir. Tedavide SMN proteini miktarini arttirmak i¢in
SMN?2 geni hedeflenmistir. Nusinersen, SMN2 geninin mRNA splicingini degistiren
ve bu sayede tam uzunlukta ve kararli SMN proteininin iiretimini artiran bir antisens
oligoniikleotiddir.

Bu c¢alismada; SMA tedavisi i¢in yakin zamanda Onay alan ilk ilag olan
Nusinersen tedavisi alan 21 hastada ilacin etkinliginin degerlendirmesi igin
Hammersmith fonksiyonel testi yapilmig ve tedavi oncesi ve sonrasi alinan kan ve
beyin omurilik sivisi 6rneklerinden interlokin IL-1, IL-6, IL-8 ve IL-12 seviyeleri
Ol¢tlmiistiir.

Anahtar Kelimeler: SMA, Nusinersen, interlokin, HFMSE
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Spinal muscular atrophy (SMA) is an inherited neuromuscular disease,
muscle weakness and atrophy are observed as a result of the loss of motor neurons.
SMA is resulting in deficiency of the survival motor protein caused by deletion or
mutations in the SMN1 gene. SMNZ2, a telomeric copy of the SMN1 gene, cannot
prevent the disease. The SMN2 gene is targeted to increase the amount of SMN
protein in treatment. Nusinersen is an antisense oligonucleotide that alters the mRNA
splicing of the SMN2 gene, thereby increasing the production of the full-length and
stable SMN protein.

In this study, Hammersmith functional test was performed in 21 patients
receiving Nusinersen therapy, which is the first drug for the treatment of SMA and
interleukin 1L-1, IL-6, IL-8 and IL-12 levels were measured from blood and
cerebrospinal fluid samples taken before and after treatment.

Keywords: SMA, Nusinersen, interleukin, HFMSE




GENISLETILMIS OZET

Spinal miiskiiler atrofi (SMA), motor noronlarin kaybina ve ozellikle
proksimal kaslarda giigsiizlige neden olan, nadir, otozomal resesif kalitilan
noromiiskiiler bir hastaliktir. Yaklasik 1/6000-10 000 dogumda goriiliir ve baslangi¢
yast ve motor fonksiyona gore dort farkli klinik alt tipe ayrilir. Hastaliga biiyiik
cogunlukla SMN1 (telomerik survival motor néron geni) genindeki homozigot
ekzon 7 ve 8 delesyonlari sonucu ortaya ¢ikan SMN proteini eksikligi sebep olur.
SMN geni, tiim dkaryotik hiicrelerde eksprese edilir ve hiicre canlilig1 i¢in gereklidir.
SMN seviyelerini arttirmak igin terapotik olarak hedeflenebilen SMN1 geninin
sentromerik kopyast SMN2 geninin transkripsiyonu sonrasi splicing sirasinda
cogunlukla ekzon 7 atlanmakta ve stabil olmayan ve yetersiz miktarda SMN proteini
sentezlenmektedir.

Norolojik hastaliklarin genetik temellerinin belirlenmesi, bu hastaliklari
tedavi etmek i¢in yeni yaklagimlarin gelismesini saglamistir. SMA tedavisinde amag,
dogru hiicrelerdeki SMN proteininin ekspresyon seviyelerini dogru zamanda
arttirmaktir. Hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda bulunan SMN2 geni ekspresyonunu
artirmak igin gesitli mekanizmalar1 hedefleyen molekiiller, antisens oligoniikleotid
veya gen terapisi yaklasimlari, SMN eksikligi olan hayvan modellerinde sagkalimi
uzatmis ve motor fonksiyonunu gelistirdigi gdzlemlenmistir.

SMA tedavisinde etkili oldugu goriilen ilk molekiil olan ve hastalarda
uygulamasi FDA tarafindan yakin tarihte onaylanan Nusinersen, hastalarda bulunan
SMN?2 geni ile tiretilen SMN protein seviyelerini SMN2'nin pre-mRNA splicingini
degistirerek artirmayr hedefleyen bir antisens oligoniikleotiddir. Nusinersen
tedavisi, bebekler ve ¢cocuklarda motor fonksiyon tizerinde ve klinik olarak anlaml
etki gostermistir. Nusinersen, intratekal enjeksiyon yoluyla dogrudan beyin omurilik
stvisina uygulanir. Bununla birlikte, merkezi sinir sistemine ilag verilmesi énemli
bir sorun olmaya devam etmektedir. Nusinersen alan hastalar i¢in etkinlik

degerlendirmeleri, uygun standartlastirilmis motor 6lgekleri ile yapilmaktadir.
Il



Bu tez ¢aligmasina Mart 2019- Mart 2020 tarihleri arasinda Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali Noromiiskiiler Hastaliklar
Poliklinigi’ne bagvuran Spinal Miiskiiler Atrofi tanisiyla takip edilen ve MLPA
yontemi ile 5.kromozomunda SMN1 delesyon varligi saptanan, semptomlarin
baglama yas1, hastalik siiresi, SMN2 kopya sayis1 bilinen ve Nusinersen tedavisi
uygulanan 21 hasta ile yas gruplari ve cinsiyet dagilimi benzer 26 saglikli birey
alinmustir. Yetiskin hastalarda tedavinin giic ve fonksiyon tizerindeki etkileri ile
intratekal ~ uygulamanin ~ sekonder  komplikasyonlarmi  degerlendirmek
amaclanmustir. Hastalara tedavi oncesi ve sonrast Hammersmith fonksiyonel testi
yapilmig, hastalardan alinan serum ve beyin omurilik sivis1 6rneklerinden sandvig

ELISA yontemi ile IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 diizeyleri Ol¢iilmiistiir.
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1. GIRIS Hiirii Rabia GULEC

1. GIRIS

Spinal miiskiiler atrofi (SMA) omuriligin 6n boynuzundaki alfa motor
noronlarin dejenerasyonuna baglh ilerleyici kas gligsiizliigli ile karakterize bir
noéromiiskiiler hastaliktir (Farrar ve ark., 2017; Tisdale ve ark., 2015). SMA'nin en
yaygin bigimi olan 5q SMA, tiim vakalarin % 95'inden fazlasini olusturur (Kolb ve
ark., 2011). Hastalik 5. kromozomun q kolu tizerinde lokalize SMNZ1(telomerik) ve
SMN2(sentromerik) olmak tizere iki kopya halinde bulunan SMN geninin genellikle
telomerik kopyada homozigot ekzon 7 ve 8 delesyonu sonucu ortaya g¢ikan
fonksiyonel SMN proteini miktarmin azalmasi sonucu olusur (Sekil 1.1) (Kolb
veKissel, 2011).

Semptomlar genellikle baslangi¢c yasia bagli olarak degiskenlik gosterir.
Bebeklerde siddetli hipotoni ve beslenme giicliikleri ile prezente olurken daha
sonraki aylarda merdiven ¢ikmada gii¢liik ve sik diismeler goriiliir (W. David Arnold
ve ark., 2015). Erigkin baslangich formda, hafif proksimal kas giigsiizliigii seklinde
kendini gosterir (Tisdale vePellizzoni, 2015). Kas giigsiizliigli, simetrik olma
egilimindedir, distalden ¢ok proksimalde hakim olup alt ekstremiteler st
ekstremitelerden daha ok etkilenir. Ozellikle erken baslangigli formlarda hastaligin
ilerleyen donemlerinde cerrahi miidahale gerektirecek diizeyde skolyoz ve eklem
kontraktiirleri gibi skeletal deformiteler ve solunumsal problemlere tabloya eslik
eder (D'Amico ve ark., 2011).

Hastalarda bulunan SMN2, hatali splicing nedeniyle SMN proteini
eksikligini telafi edemez (Jones ve ark., 2003; Lorson ve ark., 1999; MacLeod ve
ark., 1999; N. N. Singh ve ark., 2017). SMA, semptom baglangici yas1 ve motor

becerilere gore farkli fenotiplerde kendini gosterebilir (gizelgel.2).
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Normal SMA

Sekil 1.1. On boynuz hiicreleri ve kaslarda histopatoloji (Lunn ve ark., 2008)

1.1. Tarihce

SMA,, ilk olarak Guido Werdnig (1891) tarafindan 2 bebekte ve ayni yillarda
Johan Hoffmann tarafindan 7 ek vakada tanimlanmus olup, bir¢ok hekim tarafindan
benzer klinik bulgular farkli siddette gosteren degisken yas gruplarinda hastalar
bildirilmistir. Farkli fenotiplerin goriilmesi sonucu, 1991 yilinda uluslararasi bir
konsorsiyumda hastalik baslica 3 tipe ayrilmistir (Migita ve ark., 2003; Pearn, 1978;
Sheth ve ark., 2013).

SMN geni, 1995 yilinda SMA olusumuna sebep olan gen olarak tanimlanmis
ve bu da SMA hayvan modellerinin olusturulmasina, SMN protein seviyelerini
arttirmak i¢in terapotik yaklagimlarin gelistirilmesine yol agmustir. Tedavilerde
fonksiyonel degerlendirme i¢cin Hammersmith motor 6l¢egi, 2003 yilinda aragtirma
araci olarak gelistirilmistir. Son yillarda terapdtik yaklagimlar giderek artmaktadir,
Aragtirmacilar, SMN2 geninde ekzon 7'nin atlanmasini ve SMNA?7 iiretimini artiran

bir ISS dizisi tanimlamis, sonrasindaki caligmalar, bu bolgeye baglanan antisens
2
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oligoniikleotidlerin ekzon 7 inkliizyonunu ve tam uzunlukta SMN protein tiretimini
artirdi@int gostermistir, tedavide etkin ilk ila¢g olan Nusinersen 2016 Aralik ayinda
ABD Gida ve Ilag Kurumu tarafindan onaylanmustir (Sekil 1.2) (Dubowitz, 2009;
Hua ve ark., 2008; Kolb veKissel, 2011; Main ve ark., 2003; Munsat ve ark., 1992;
Ross ve ark., 2019; N. K. Singh ve ark., 2006; Ching H Wang ve ark., 2007).

SMN geninin

hastahga neden ISS;D.J.I“ flk faz I Nusinersen'in

olan gen olarak molekildnn calismasmm | FDA tarafindan

tanmlanmast keyf baglafilmast onaylanmasi
1993 2000 2005 2010 2013

SMN2 splicing

mekanizmasimim
helirlenmesi

AntiISS- N1 ASO
Kkullamilan ilk in viv

fare cahsmas

Sekil 1.2. Genetik altyap1 belirlenmesi sonrasi Nusinersenin kesif ve gelisimi (R0ss
ve Kwon, 2019)

Nusinersen, tiim SMA tipleri i¢in i¢in FDA onay1 almasina ragmen, ilk
klinik ¢aligmalar mekanik ventilasyon destegi almayan tip | ve Il tanis1 alan yetigkin

olmayan hastalarla sinirliydi.

1.2. Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Otozomal resesif kalitilan en yaygin ikinci hastalik olan SMA’nin insidansi
ve prevalansi calismalar arasinda farklilik gdsterir, insidans1 farkli g¢aligma
gruplarinda 1/6000 — 1/10000 arasinda bildirilmistir. Bu ¢alismalarin ¢ogu genetik

tanidan ziyade klinik taniya dayanmaktadir ve genellikle Avrupa merkezli kiigiik
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kohortlardan olusmaktadir. Prevalansinin yaklagik olarak 100.000 kiside 1-2 oldugu
tahmin edilmektedir ve bu oran en yaygin SMA tipindeki bilyiik 6lgiide kisalmig
yasam beklentisinden etkilenmektedir (Mailman ve ark., 2002; Verhaart ve ark.,
2017).

Saglikli popiilasyonlarda SMA'nin tastyict sikligr incelendiginde sadece
tastyici frekansinda degil, ayn1 zamanda SMN geni kopya sayisinda da farkliliklarin
oldugu gorilmiistiir (¢izelge 1.1) (MacDonald ve ark., 2014; Verhaart ve ark., 2017).
Farkli toplumlarda 1/8 ve 1/105 arasinda degisen frekanslara sahip SMA tasiyicilari
tespit edilmistir, 6rnegin Avrupa popiilasyonlarinda yaklasik 1/47 olan tasiyici
siklig1r Afrika kokenli Amerikalilarda yaklagik 1/72 olarak tespit edilmistir (Lorson
ve ark., 2010; Ogino ve ark., 2002). Tastyic1 oraninin yiiksek oldugu goz oniinde
bulundurularak SMA hastalarinin kardes ve yakinlarina genetik danigmanlik

Onerilir.

Cizelge 1.1. SMN1 allel frekanslar1 (Sugarman ve ark., 2012)

Etnik koken (n) Kopya Sayisi (%)
0 %95 ClI 1 2

TUm gruplar (68471) 0.92 (0.87-0.98) 92.02 7.04
Avrupa (24471) 1.06 (0.97-1.16) 95.3 3.63
Askenazi Yahudisi (5806) 0.73 (0.59-0.91) 91.91 7.34
Asya (4647) 0.83 (0.66-1.05) 94.42 4.74
Afrika kokenli Amerikan(4883) 0.68 (0.52-0.91) 71.79 27.51
Bilinmeyen (17235) 0.91 (0.81-1.03) 92.09 6.98

1.3. Klinik Bulgular ve Tanm
Yutma, nefes alma ve hareket etme gibi temel insan davraniglari alt motor
noronun fonksiyonu olup karmasik ndronal aglar icindeki motor ndronlarin

koordineli aktivitesi, motor fonksiyon i¢in kritik 6neme sahiptir. Bu agin bozulmasi,
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en yaygin iki motor noron hastaligi olan spinal miskiiler atrofi (SMA) ve amyotrofik
lateral skleroz (ALS) gibi hastaliklara yol agar.

Semptomlar arasinda dilde fasikiilasyon, ellerde tremor, ekstremitelerde
proksimal kas gruplarinda simetrik gii¢siizliik ve 6zellikle kuadriseps kasinda atrofi
goriillir (Brahe ve ark., 1995). Geg¢mis yillarda tam kas biyopsisi ve
elektromiyografik yontemlerle konulurken, molekiiler yontemlerin gelismesi
akabinde molekiiler ¢aligmalar altin standart tan1 yontemi olmustur (Sekil 1.3) (W.
David Arnold ve ark., 2015). Tan1 amagl yapilan molekiiler ¢aligmalarda, ¢oklu
ligasyona bagli prob amplifikasyonu (MLPA), kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
(gPCR) veya yeni nesil dizileme (NGS) yontemleri kullanilabilir (Arkblad ve ark.,
2009; Feng ve ark., 2017).

SMA'da motor ndronlar ve néromiiskiiler kavsak disinda, kardiyovaskiiler
sistem, akciger, kemik, bagirsak, karaciger, pankreas, dalak ve testis dahil olmak
tizere diger dokular da diisik SMN seviyelerinden etkilenir. Multisistemik bir
hastalik oldugundan dolay1 hastalarin takibi uzman bir noérolog tarafindan
gerektiginde  gastroenterolog, ortopedist, gogiis hastaliklari  hekimlerine
bagvurulabilecek sekilde yapilmalidir (D'Amico ve ark., 2011; N. N. Singh ve ark.,
2017).

Birden fazla fenotipin tamimlandigi bu hastalik, 1991 yilinda Muskiiler
Distrofi Dernegi (MDA) tarafindan desteklenen Uluslararasi Spinal Muskiiler Atrofi
Konsorsiyumu tarafindan motor fonksiyon diizeyi (yani oturma veya ayakta durma)
ve baslangic yasi dikkate alinarak SMA Tip 1, Tip 2 ve Tip 3 seklinde
siiflandirilmigtir (Munsat veDavies, 1992). Daha sonraki yillarda Tip 3 baglangi¢
yasina gore kendi icinde a ve b olmak iizere iki gruba ayrilirken yetiskin baslangich
vakalar i¢in tip 4 simiflamaya eklenmistir (Cizelgel.2). Ayrica dogum Oncesi
baslayan ve haftalar i¢inde 6liimle sonlanan vakalar ise tip O olarak kabul edilmistir
(Russman, 2007; Zerres ve ark., 1999).
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Cizelge 1.2. Klinik siniflandirma (Kolb veKissel, 2011)

Tip

Baslangi¢
yasl

Motor
beceri

Diger bulgular

Yasam
suresi

SMN2

Prenatal

Yok
solunum
destegi
ihtiyaci

Ciddi neonatal hipotoni
Agir glgsuzlik

Arefleksi

Dogumda solunum
yetmezligi

Fasyal dipleji

Fetal hareketlerde azalma
Atrial septal defekt
Arthrogryposis

<1 ay

0-6ay

desteksiz
oturamaz

Bas kontroliinin kaybi
Hafif eklem kontrakturleri
Normal veya minimal
fasyal dipleji

Degisken emme ve yutma
problemleri

<2yl

<18 ay

oturabilir
yurilyemez

Motor becerilerde kayip;
gelisimsel gecikme

Derin tendon refleksleri
hipoaktif veya vyitik
Proksimal kas gli¢suzlUgu
Parmaklarda postiral
tremor

>2 yil

3.4

3a
3b

> 18 ay
18 ay - 3 yas
> 3 yas

belirli bir
yasa kadar
yurayebilir;
kosamaz

Proksimal kas gli¢suzligu
(merdivenlerde zorluk,
kogsamama)

Motor becerilerin kaybi
Yorgunluk

Parmaklarda postural
tremor

Patellar refleks kaybi

Erigkin

3,44

>21 yas

Normal

Yorgunluk
Proksimal kas zayifligi

Erigkin

SMA tip 0

Spinal miiskiiler atrofi tip 0, siddetli gligsiizliik ve hipotoni ile bagvuran, fetal

hareketlerde azalma Oykiisii olan yenidoganlari tanimlamak igin kullanilir. Bu
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formda, gii¢siizliik muhtemelen dogum Oncesi baglar. Norolojik muayenede tip 0
olan bebeklerde arefleksi, fasiyal dipleji, atriyal septal defektler ve eklem
kontraktiirleri gii¢siizliige eslik edebilir. Solunum yetmezligi erken donemde dnemli
bir sorundur. Yasam beklentisi azalir ve ¢ogu 6 ayliktan sonra hayatta kalamaz (Kolb
veKissel, 2011) (Cizelgel.2).

SMATtip 1

Hastaligin klinik bulgular1 ilk kez Werdnig ve Hoffmann tarafindan
tanimlandigi i¢in Werdnig-Hoffman hastaligi olarak da bilinen tip 1 (MIM #253300)
SMA hastast bebekler, 6 ayliktan 6nce hipotoni, zayif kafa kontrolii, azalmis veya
yitik derin tendon refleksleri ile bagvurur. Hastalar desteksiz oturamazlar. Agir
hipotoniye bagl olarak yatarken bir "kurbaga bacagi" durusu olarak adlandirilan
postiir ortaya ¢ikabilir. Diyafram goreceli olarak korunmakla birlikte interkostal
kaslardaki zayiflik, ¢an seklinde bir géglis ve bazen "abdominal solunum” olarak
adlandirilan bir solunum modeli olusturabilir. Bulber etkilenme aspirasyon riskiyle
birlikte yutma ve beslenmede giicliik yaratir. Reflii ve azalmig oksiiriik giicii, yutma
glicligii aspirasyon ve tekrarlayan pulmoner enfeksiyon riski olusturur (D'’Amico ve
ark., 2011; Kolb veKissel, 2011) Bilevel pozitif hava yolu basinci aleti ile gece ve
bazen giindiiz non-invaziv ventilasyona ihtiyag¢ vardir, beslenmeye yonelik yapilan
gastrostomi, yasam kalitesini artirirken, yasam siiresini uzatabilir (Gregoretti ve ark.,
2013). Trakeostomi ve kalic1 ventilasyon ile miidahale de miimkiindiir ve yasam
beklentisini uzatabilir; ancak bu, hastayi takip ve eden hekim aile tarafindan ortak
verilecek bir karardir. Bu hastalarda kognitif fonksiyonlar normaldir (Kolb veKissel,
2011; Lefebvre ve ark., 1995). Agir SMA tip I vakalarinda yapilan otopsi sonucunda
konjenital kalp defekti gézlenmistir (Shababi ve ark., 2010)
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SMA tip 2

Tip 2 SMA’li (MIM #253550) c¢ocuklar gelisimlerinin bir doneminde
yardimsiz olarak oturabilirler, ancak asla bagimsiz olarak yiirliyemezler
(Cizelgel.2). Semptomlar genellikle dogumdan 6 ila 18 ay sonra ortaya ¢ikar. Bu
form, SMA vakalarinin yaklasik % 20 ila % 30'unu olusturur ve ¢ogu SMA tip 11
hastasinda ti¢ SMN2 kopyast bulunur(Verhaart ve ark., 2017). Bagimsiz
yirilyememeye ek olarak, sik goriilen diger semptomlar ellerde ince titreme, dilde
fasikiilasyon, eklem kontraktiirleri ve skolyozdur. Skolyoz ve zayif interkostal
kaslar, restriktif akciger hastaligina neden olabilir ve non-invaziv mekanik
ventilasyon ihtiyaci yaratabilir. Yutma giicliigii tip I hastalara gore daha az olup
beslenme giigliigii ¢igneme kaslarinin gii¢siizliigii bagh olarak gelisir.(D'’Amico ve
ark., 2011).

SMA tip 3

SMA tip 3 (MIM #253400), vakalarinin yaklagik % 10 ila % 20'sini
olusturur ve semptomlar 18 ayliktan yetigkinlige kadar ortaya ¢ikar. Kugelberg-
Welander hastaligi olarak da adlandirilan tip 3 SMA'l1 ¢ocuklar ve yetiskinler,
yasamlarinin bir noktasinda yardimsiz yiiriiyebilirler (Cizelgel.2). Tip 3 hastalarin
¢ogu ii¢ veya dért SMN2 kopyasina sahiptir (W. D. Arnold ve ark., 2015; Wadman
ve ark., 2017). Semptomlar 3 yasindan 6nce baglamis ise baslangigtan 10, 20 ve 40
yil sonra yiiriime olasiligi sirasiyla %73, %44 ve %34, 3 yasindan sonra baglamis
ise %97, %89 ve% 67'dir (Zerres veDavies, 1999). Bu hastalarda solunumsal
problemler ¢ok azdir veya hi¢ goriilmez (Kolb veKissel, 2011). Mobilize hastalarda
proksimal giigsiizliige bagli anormal yiiriiyiis paterni goriiliirken immobil hastalarda
siklikla skolyoz gelisir. Bu grupta kognitif fonkiyonlar normal olup ve yasam siiresi
degismez (D'Amico ve ark., 2011; Madsen ve ark., 2015; Zerres veDavies, 1999).
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SMA tip 4

Tip 4 SMA (MIM #271150), hastaligin eriskin formu olup vakalarinin < %
5'ini olustururlar. En hafif seyirli ve en nadir goriilen SMA tipidir, bulgular SMA tip
3’e benzese de genellikle daha hafif olup 20-40 yaslar1 arasinda kollarda ve
bacaklarda gligsiizlikle prezente olur, bu vakalar ambulatuardir. Yagsam siiresi

etkilememektedir (Essawi ve ark, 2012).

0 kopya SMA tanisi
SMINT|——{ kopya SUINT gen diziemel=
mutasyon
Klinik bulgular | g
SMA ile uyumlu delesyon
testi
—|SMN2 Hastahgin
seyrinde etkli ) Diger
noéromuskuler
hastaliklar
Yeni tedavi
secenekleri

Sekil 1.3. Tanisal algoritma (Mercuri ve ark., 2018)

1.4. Molekiiler genetik

Okaryot genler, proteinleri kodlayan ekzon dizileri ve araya giren kodlama
yapmayan intron dizilerinden olusmaktadir. Kodlama yapan diziler genellikle genin
kiigiik bir pargasidir. Hem ekzon hem intron dizilerinin transkripsiyonu yapilir. RNA
sentezlendikten sonra intron dizileri ‘splicing’ ile ¢ikarilir. intronlarin gikarilmasi ve
ekzonlarm birlestirilmesi, ekleme bolgelerini, ekzon-intron sinirindaki dizileri ve
ESE gibi yardimc1 splicing elemanlarini taniyan bir makromolekiiler kompleks olan
‘spliceosome’ tarafindan gergeklestirilir. Bu siire¢ mRNA’y1 olusturdugu igin “pre-
mRNA splicing’ olarak adlandirtlir (Sekil 1.4) (Krdamer, 1996; Tacke ve ark., 1999;
Wahl ve ark., 2009). Birgok hastalik hatali splicing ile iligkilidir (Cooper ve ark.,
2009).
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5 Eh'%gﬁ Intron Ekﬁgﬂ 3

5'
Sekil 1.4. Pre- mRNA splicing mekanizmasi (Cooper ve ark., 2009)

SMN1 ve SMN2

Hastaligin genetik etiyolojinin kesfedilmesinden 6nce, SMA’nin degisik
formlarla baglamasi ve seyretmesi klinisyenlerin aklina “Bir gen kusuru nasil olur da
bu kadar farki klinik tablolar yaratabilir?” sorusunu getirmistir. Bu bilmecenin
¢Oziimii, 1995 yilinda Melki laboratuvart tarafindan, tipine bakilmaksizin SMA
vakalarmin % 95'inin kromozom 5q13 tizerindeki SMN1 genindeki homozigot
delesyondan kaynaklandiginin kesfedilmesiyle baglamistir (Lefebvre ve ark., 1995).

Genis olgekli inverted duplikasyon ve delesyonlarin bulundugu 5¢13.2
bolgesi (yaklasik 500 kb), en az dort gen ve tekrarlayan diziler igerir. Bolgedeki
bilinen genler, SMN(survival of motor neuron) geninin telomerik(SMN1 veya
SMNt) ve sentromerik(SMN2 veya SMNc) kopyasi, NAIP (neuronal apoptosis
inhibitory protein gene), P44 ve HA4F5 genleridir (Sekil 1.4). Tim bu genleri
kapsayan homozigot delesyonlar SMA hastalarinda bulunmasina ragmen, biyiik
oranda SMN1(MIM# 600354) genindeki frameshift ve nokta mutasyonlar: da dahil
olmak iizere bir dizi intragenik mutasyon veya delesyonlarin hastaliga neden oldugu,
SMN2 (MIM# 601627) kopya say1st ve tam uzunlukta SMN2 transkript diizeyinin

hastalarda kontrollere gore daha az oldugu ve kopya sayisinin SMA fenotipini

10
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etkiledigi tespit edilmistir (He ve ark., 2013; Lefebvre ve ark., 1995; MacLeod ve
ark., 1999; Madsen ve ark., 2015; Mailman ve ark., 2002; Sel ve ark., 2012). Nadir
olarak SMN1 geninde homozigot mutasyonu olmasina ragmen asemptomatik aile
tiyeleri de tespit edilmigtir (Prior ve ark., 2004).

NAIP H4F5¢ H4F5T W NAIP P447

Sekil 1.5. 5.kromozom tizerindeki SMN1 ve SMN2 genleri (Rao ve ark., 2018)

5q11.2-5q133

P44c

Insanlarda bir tandem duplikasyon, SMN2 olarak adlandirilan SMN gen
lokusunun ikinci bir kopyasinin olusmasina yol agmigtir. SMN2, SMN1'den yaklasik
875 kb uzakliktadir, ~6 kb uzunlugunda promotér diziye sahiptir. Transkripsiyon
seviyeleri stres gibi belirli kosullar altinda farkli sekilde diizenlenebilir. Yaklasik 20
kb uzunlugundaki SMN geni, 1, 2A, 2B, 3, 4, 5, 6, 6B, 7 ve 8 olmak iizere 10
ekzondan olusur (Sekil 1.5) (Biirglen ve ark., 1996; Chen ve ark., 2020; Rochette ve
ark., 2001; R. N. Singh ve ark., 2018). Hastalarin % 96.4 gibi yiiksek bir oraninda
SMNL1 ekzon 7 ve 8 veya yalnizca ekzon 7'nin homozigot delesyonu mevcutken,
%3.6’s1nda farkli bir kromozomda bir mutasyon veya bilesik heterozigozite vardir.
SMA hastalarinin yaklasik %2'sinde goriilen de novo mutasyonlar, ¢ogunlukla
mayoz sirasinda kopyali bolgeler arasinda esit olmayan krossingover nedenlidir.
Kontrollerin yaklasik %5'inde SMN2'nin homozigot delesyonu goriiliir ancak klinik
fenotip olusturmaz (Junnila ve ark., 2019; Prior ve ark., 2010; Wirth, 2000).

11
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JUTR
It gy A InZB In3 Ind 105 pugam N6A =1 1068 g 17
% p £ | [E5], D", EcB i, JNEo
i B i
13657 um 847 159 784 13125 530510
Sekil 1.6. SMN1 geninin yapisi (R. N. Singh veSingh, 2018)

SMN1 ve SMN2 genlerinin her ikisi de SMN proteinini kodlar, ancak
aralarinda bes niikleotid farki vardir, bunlar; intron 6 (-45); ekzon 7(+6); intron
7(+100); intron 7(+214); ekzon 8(+245) bolgelerindedir, tanimlanan niikleotid

farkliliklarinin hig¢biri amino asit dizisini degistirmez (Sekil 1.7).

5q13.2

— e —— ——
P i ______--\_‘"""--_
SMN2 SMN1
g - ekzon7 © O Y] Uekzon7 < «
{ [\Ee 1
e GG G s C
A T e - —
G G — —
=T G _C_A. —
T —— G B —— e — e
T A
R GG : A

Sekil 1.7. SMN1 ve SMN2 geni niikleotid farkliliklar1 (Junnila ve ark., 2019)

SMNI transkriptlerinin %95'1 ekson 7'yi icerirken, SMN2 mRNA'larinin
%80-95'i ekson 7'den yoksundur. Transkriptlerin analizleri, kodon 280’deki C-T
transisyonunun bir ESE (exonic splicing enhancer) dizisini etkiledigi, ekzon 7’nin
atlanmasina ve daha kisa bir izoform, SMN2A7'nin iiretimine yol agtig1, az Kararl
ve tahmini % 10 ila %50'si tam uzunlukta olan protein iiretimine sebep oldugunu
gostermistir (Sekil 1.10) (Hofmann ve ark., 2000; Lorson ve ark., 1999; R. N. Singh
veSingh, 2018). Ekson 7, 54 niikleotidden olusan bir bélgedir, SMN stabilitesinde

12
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kritik bir rol oynayan son 16 amino asidi kodlar ve tam uzunlukta protein {iretimi
igin translasyon sonlandirma sinyalini igerir, ekzon atlandiginda translasyon ekzon
8'in 5' ucunda sonlanir(Sekil 1.8) (Cho ve ark., 2010; Lorson ve ark., 2010). Ayrica
ezon 7 dizisinin sitoplazmada SMN'nin lokalizasyonunu belirlemede Onemli

oldugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (H. L. Zhang ve ark., 2003).

BTOP

(e

Splicing o‘ /\
i v
o Y -~ '

) mRNA
Pre-mRNA .~ . .- --- .. :
[} ——f—{=]
6B
Transkripsiyon
SMN geni
[E]—im— (2]
6B

Sekil 1.8. SMN geninin transkripsiyonu (Eric W Ottesen ve ark., 2017)

SMN geni ekspresyonu her hiicrede yapilir ve embriyogenez sirasinda ¢ogu
dokuda yiiksek diizeyde SMN ekspresyonu vardir, nispeten yiiksek olan beyin ve
omurilik digindaki tiim dokularda dogumdan sonra 6nemli bir azalma olur (Boda ve
ark., 2004; La Bella ve ark., 1998; Novelli ve ark., 1997; Shababi ve ark., 2014).
SMN ekspresyonu ve SMN genlerindeki kopya sayisi farkliliklar1 ve SMN
lokalizasyonu; amyotrofik lateral skleroz (ALS), erkek infertilitesi, strese bagh
hastaliklar ve metabolik bozukluklar da dahil olmak {izere diger bircok hastalikla
iliskilendirilmistir (Butchbach, 2016; Lorson ve ark., 1999; R. N. Singh veSingh,
2018).

13
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SMN Proteini

SMN 294 aminoasitten olusan ve 38 kDa Kkiitleli kiigiik bir proteindir.
Memeli organizmalarinin tim dokularinda hem sitoplazmada hem de ¢ekirdekte
bulunur ve hiicre canliligr igin gereklidir, 6zellikle prenetal ve perinatal donemde
olmak iizere motor néronlarda ekspresyonu yiiksektir(Coovert ve ark., 1997;
d’Ydewalle ve ark., 2015; Owen ve ark., 2000). SMN’nin hem hiicre kiiltliriinde hem
de in vivo olarak ozellikle aksonlar, postsinaptik noromiiskiiler kavsak ve ¢izgili
kaslarin Z-bantlarinda bulundugu tespit edilmistir (Sekil 1.9) (Fan ve ark., 2002;
Oskoui ve ark., 2008).

Normal SMN diizeyi Cok diisiik SMN dizevi Digiik SMN diizeyvi

kontrol agir seyreden SMA

hafif seyreden SMA

- J— i :\. -
- N
- — - ]
motor iinite yetersiz gelisim MOERIIOR
dejenerasyonu
Sekil 1.9. Motor iinitenin gelisiminde SMN proteininin rolii (d”Ydewalle veSumner,

2015)

SMN, gemin ve unrip proteinleri ile birlikte, spliceosomal snRNP proteinleri
ile etkilesime girerek, sitoplazmada snRNP birlesmesinde, pre-mRNA olusumunda
ve dolayistyla mRNA biyogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir, ayrica hiicre ici

14
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trafik, DNA onarimi, sinyal molekiillerinin taninmasi, telomeraz aktivitesi,
selenoprotein sentezi, endositoz ve otofajide de gorev alir (Gabanella ve ark., 2007;
Gennarelli ve ark., 1995; Pellizzoni ve ark., 1998; R. N. Singh ve ark., 2017).

ribozom biyogenezi % W

aksonlarda mRNA
transportu

Sekil 1.10. SMN proteini lokalizasyonu ve fonksiyonlar1 (Bowerman ve ark., 2017)

SMN oligomerizasyonunu ve kompleks olusumunu inhibe eden mutasyonlar
tam uzunlukta SMN yar1 émriinii azaltmistir. SMN eksikligi , ndronal homeostazi
saglayan bircok hiicresel yolu etkiler, noromiiskiiler kavsakta morfolojik ve
fonksiyonel degisikliklere neden olur. SMA hastalarinda aktin dinamikleri, ubikuitin
homeostazi,  endositoz ~ ve  mitokondriyal  fonksiyonda  bozukluklar
goriilebilmektedir. SMN proteini miktar ile SMA fenotipi arasinda dogrudan bir
korelasyon vardir (Sekil 1.10) (Duque ve ark., 2015; Gabanella ve ark., 2007).

15
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1.5. Klinik Yonetim / Tedavi

Son on yilda, klinisyenlerin bu hastalarin ¢ogunda gelisen ¢oklu solunum,
beslenme, ortopedik, rehabilite edici, duygusal ve sosyal sorunlari yOnetme
becerilerinde belirgin bir gelisme olmustur. Bu baglamda kayda deger bir basari,
Wang tarafindan gelistirilen ve 2007'de yayinlanan ve daha sonra giincellenen
yonetimsel algoritma gelistirilmistir. Bu algoritma SMA'l1 hastalarda yaslandik¢a
gelisen ¢ok sayida klinik problemi yonetmede yol gosterici bir klavuz niteligi
tasimaktadir (Ching H Wang ve ark., 2007).

Solunum

Tip 1 ve 2 SMA'l bebek ve ¢ocuklarda en sik 6liim nedeni genellikle
solunum yetmezligidir. Pediatrik yas grubunda néromiiskiiler hastaliklara agina olan
deneyimli bir g6 giis hastaliklari uzmani ile hastaligin ilk tani siirecini akabinde hasta
yonetimi agisindan konstiiltasyon ile tedavi ve takip protokolii olusturulmasi
onemlidir. Bu hastalarda diyaframin gorece korundugu ekspiratuar kaslari erken
tutulumu ile karakterize bir tablo s6z konusudur (Kuru ve ark., 2009). Tip 1 SMA'l1
bebeklerde, noninvaziv solunum desteginin erken uygulanmasinin sag kalim ve
yasam kalitesini iyilestirdigi gosterilmistir. Noninvaziv mekanik ventilasyon efektif
uygulandiginda ve iyi tolere edildiginde hemodinamik dengeyi etkilemez ve
kemosensitiviteyi artirabilir ve glindiiz hiperkapnik ventilatuar tabloyu diizeltir. Bu
derecede solunum gii¢siizliigii olan hastalarda, mukus tikanmasina bagli olarak artan
aspirasyon ve hipoksemi riskinin yani sira tekrarlayan pulmoner enfeksiyon riskinin
artmasina neden olan zayif bir oksiiriik giicli vardir. Mukus tikaci riski tagiyan
bebekler, gece boyunca oksimetre ile izlenmelidir ve manuel emme gibi yardiml
hava yolu temizleme yontemleri onerilmelidir. Akut gesimli enfeksiyon tablolari
sirasinda uygun antibiyoterapi uygulanmalidir. Noninvaziv mekanik ventilasyonun

yetersiz kaldig1 olgularda trakeostomi acgilarak kalict ventilasyon destegi
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saglanmalidir. Bu asamadan sonra bu hastalarin takibi palyatif bakim ekibini igeren
cok disiplinli bir yaklasim gerektirmektedir (Schroth, 2009).

Tip 2 veya ayakta olmayan SMA’11 hastalarda (yani hastaligin ilerlemesiyle
ambulasyon yetenegini kaybeden tip 3 vakalarda) solunumsal yonetim tip 1 ile
aymdir, ancak komplikasyonlar daha az siddetlidir. Oksiiriik giicli, solunum
kaslarinin fonksiyonel durumu vizitlerde monitorize edilmelidir. Gerekli vakalarda
non-invaziv ventilasyon destegi saglanmalidir. Nokturnal hipoventilasyon non-

invaziv ventilasyonla tedavi edilmelidir (Markstrom ve ark., 2010).

Beslenme

SMA'll bireylerde gastrointestinal komplikasyonlar yaygindir ve bunun
hareketsizlik ve beslenme yetersizliklerinden mi kaynaklandigi yoksa hastaligin
dogasinin bir parcasi olup olmadigi net degildir. Yutma gii¢liigiine bagli olarak
hastalarin beslenme siiresi uzar ve ¢abuk yorulurlar. Bulber disfonksiyon aspirasyon
riskini de beraberinde getirir. Ayrica gastrointestinal reflii, mide bosalmasinda
gecikme ve kabizlik goriilebilir(lonasescu ve ark., 1994). Beslenme gligligii ve
disfaji ile iligkili aspirasyon riski yonetiminde oncelikle yiyeceklerin kivaminda
degisiklik yapmak gerekir. Yar1 kati ve kivam koyulastirici maddeler igecek ve
yiyeceklere eklenebilir(Durkin ve ark., 2008). Bu hastalarda dogru beslneme ¢ok
onemlidir. Kotii beslenme ve aglik donemlerinden kagimilmalidir ¢ilinkii bu
davraniglar kas kiitlesinin azalmasina ve ardindan islev bozuklugunun daha da
artmasia neden olabilir. Bu komplikasyonlar1 yonetmek igin, biiylime egrisini
korumak ve yetersiz veya asir1 beslenmeden kaginmak amaciyla hastalar diyetisyene
de yonlendirilmeli ve her birey kendi 6zelinde degerlendirilmelidir. Yas ilerledikce
kemik mineral yogunlugunda azalma egilimi nedeniyle yeterli D vitamini ve

kalsiyum alimi saglanmalidir (Finkel ve ark., 2018).
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Skeletal Problemler

Giigsiizliik ve hareket kisitlilig1 pek ¢ok kas-iskelet sistemi sorununa neden
olur. Erken teshis ve uygun yonetim, yasam XKalitesinin artmasina, fiziksel
kapasitenin korunmasina yardimci olur. SMA'li ambulatuvar olmayan bireylerde,
kontraktiirler yaygindir ve esnekligi korumak ve kontraktiirleri 6nlemek i¢in diizenli
germe Ve esnetme programlart tedavinin ana hedeflerinden biridir. Manuel ve
motorlu tekerlekli sandalyeler 18-24 aylikken baslatilabilir. Biraz agirlik tagiyabilen
ve bir miktar govde kontroliine sahip ¢ocuklar ayak bilegi-ayak ortezleri ile mobil
halde kalabilir. Fizik tedavi, yiizme, su terapisi onerilebilir(Montes ve ark., 2010).
Skolyoz, SMA'l hemen hemen ambulatuvar olmayan vakalarn ¢ogunda
gortlir(Haaker ve ark., 2013). Skolyoz, tedavi edilmediginde gogiis kafesi
deformitelerine ve ardindan solunumsal problemlere neden olur. Spinal fiizyon ve
destek, skolyoz igin tercih edilen tedavilerdir, ancak bunlarin etkinligi konusunda
net bir fikir birligi yoktur (Fujak ve ark., 2005).

Hastaligin genetik mekanizmasinin kesfi Oncesi benzer ndrolojik
bozukluklarda kullanilan anterior boynuz hiicrelerine yonelik ndroprotektif ilaglar
(kiiciik molekiiller veya kok hiicrelerle), enerji metabolizmasini, kas giiciinii ve
islevini gelistirmeye odaklanan yaklagimlar bulunur (Sekil 1.11) (Angelozzi ve ark.,
2008; Oskoui veKaufmann, 2008; Parente ve ark., 2018; C. H. Wang ve ark., 2008).
SMA’da ¢esitli hasta gruplart mevcut oldugundan dolay1 tedaviler farkl alt tiplerde
farkli etkinlik gostermektedir.
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SMN geninden bagimsiz tedaviler
Noroprotektif ajanlar
Norotransmisyonu diizenleyenler
Myoaktivatorler

Beslenme
Rehabilitasyon
Fizyoterapi

Solunum destedi

Ortopedik cerrahi

SMN2 splicing mekanizmasini Gen replasmani

dizenleyen yaklasimlar SMN1 gen transferi
Antisens oligonikleotidler Kok hiicre tedavisi
Kacik molekiller

Sekil 1.11. Tedavi yonetimi (Tizzano ve ark., 2017)

Noroprotektif ajanlar, spinal miiskiiler atrofide motor néron kaybini ve
hastaligin ilerlemesini geciktirmek veya sinirlamak icin kullanilabilmektedir.
Olesoxime molekiilii bu tedaviye bir 6rnektir ve mitokondriden kalsiyum salinimini
engelleyerek ve fare modellerinde motor noron kaybini geciktirdigi gortilmiistiir.
(Juntas Morales ve ark., 2017). Spinal muskiiler atrofi, diger motor ndron
hastaliklarina gore (amyotrofik lateral skleroz gibi) daha yavas ilerler, bu da spinal
muskiiler atrofiyi néroprotektif ajanlarla miidahaleye daha uygun hale getirir, ancak
ozellikle genetik tarama yoluyla erken tan1 almig bireylerde uygulanabilir (Swoboda
ve ark., 2007). Bu tiir molekiiller genetik tedavilerle birlikte kullanildiginda da etkili
olabilir.

Kok hiicre temelli tedaviler, motor néron fonksiyonunu korumak ve hiicre
popiilasyonunu yenilemek gibi 6nemli faydalar saglayabilir. Noral kok hiicrelerin
veya Onciilerinin dogrudan omurilige veya intratekal uygulama ile verilmesi

farelerde fenotipik diizelmeyi saglamustir (Corti ve ark., 2006).
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Bazi nadir hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan genetik
mekanizmalarin aydinlatilmasi, transgenik fare modellerini kullanarak klinik ncesi
aragtirmalarin yapilmasina ve bir¢ok teropatik tedavinin gelismesine olanak
saglamistir. Hayvan modellerinde terapdtik stratejilerin test edilmesi genellikle
patofizyolojik siireclerin agikliga kavusturulmasinda 6nemli bir rol oynar; bununla
birlikte, laboratuvarda basit gorillen sey genellikle klinikte daha karmasik
olabilmektedir.

SMA’nin genetik alt yapisinin kesfinin ardindan SMN bagimli tedavi
seceneklerinin ortaya cikmistir, bunlar; antisens oligoniikleotidler veya kiigiik
molekiiller ile hastalarin ¢ogunda mevcut olan SMN2 geni transkripsiyonunu
modiile ederek bu genin, SMN1 geni gibi islev gormesini saglayarak SMN proteini
seviyesini arttirmaya odaklanan tedaviler ve SMN1 gen replasmani tedavileridir
(Oskoui veKaufmann, 2008; Parente veCorti, 2018; Simoens ve ark., 2017; Swoboda
ve ark., 2007). SMN2 geninin transkripsiyonel regiilasyonunu saglayan kontrol
mekanizmalarini bilmek, yeterli miktarda SMN proteini tiretmek icin terapotik
hedeflerin belirlenmesine yonelik onemli arastirma alanlarindan biri olmustur
(Ahmad ve ark., 2016; Stein ve ark., 2017) Histon deasetilaz inhibitorleri (valporik
asit, sodyum biitirat, fenilbutirat ve trikostatin A), endojen SMN2 promotor
aktivitesini kontrol ederek SMN seviyelerini arttirir; ancak, gen spesifik degildir ve
hedef dis1 etkilere sahip olabilir (Hamilton ve ark., 2013; Kolb veKissel, 2011).

SMA tedavisi i¢in Amerikan Gida ve Ilag Kurumu( FDA) tarafindan Aralik
2016’da onay alan ilk ilag olan Nusinersen , ilk olarak hastaligin en erken ve en agir
formu olan, yasamin ilk 6 ayinda semptomlarin basladigi SMA tip I hastalarina
uygulanmis ve hastaligin klinik seyrinde, 6liim oraninda  belirgin azalma

gortilmiistir (Prakash, 2017). Nusinersen bir antisens oligoniikleotiddir(ASO).
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Antisens Oligoniikleotidler

Antisens oligoniikleotidler, hedef RNA’ya baglanarak gen ekspresyonunu
diizenlemek ve gereken protein iiretimini saglamak veya toksik bir maddeyi ortadan
kaldirmak amaciyla tasarlanan tek iplikli kisa yapay niikleotid dizileridir. Bu yontem
belirli bir niikleotid dizisini hedefler, bu nedenle potansiyel hedef dis1 etkileri sinirlar
(A. H. M. Burghes ve ark., 2010; Hamilton veGillingwater, 2013; Wertz ve ark.,
2016). Kanser, Duchenne miiskiiler distrofisi, familial hiperkolesterolemi, HIV ve
spinal miiskiiler atrofi gibi nadir genetik hastaliklarin  tedavisinde
kullanilabilmektedirler. Ideal bir antisens oligoniikleotid, iyi ¢oziiniirliige, yeterli
dagilima, yiiksek stabiliteye ve diisiik toksisiteye sahip olmalidir.

SMA hastalarmin biiyiik ¢ogunlugu farkli kopya sayilarinda da olsa, antisens
oligoniikleotidlere ideal bir hedef olan SMN2 genine sahiptir. Nusinersen, SMA
hastalarmda SMN proteininin ekspresyonunu dogru hiicrede dogru zamanda
arttirmak i¢in tasarlanmig bir antisens oligoniikleotittir, SMN?2 intron 7’de ‘splicing
silencer’ bolgeyi hedef alir ve inaktive eder (Sekil 1.12). 7.5 kDa agirligindadir, kan
beyin bariyerini gegemez, intratekal enjeksiyon yoluyla uygulanir. Merkezi sinir
sistemi, Nusinersen'in ana etki alamdir. Arastirmalar, tedavi alan bebeklerin
otopsilerinde, Nusinersen'in periferik dokularda (6rnegin bobrek, karaciger, iskelet
kas1) da bulundugunu ve beyin omurilik sivisindan sistemik dolasima gectigini
dogrulamigtir. Nusinersen’in eliminasyonu (yart 6mrii) beyin omurilik sivisinda
135-177 giin, plazmada yaklasik 63-87 giin olarak tahmin edilmektedir. Klinik
caligmalarda farmakokinetik analizden elde edilen verilere gore, yas ve BOS
hacmine gore dozaj kullanmasina ragmen, Nusinersen'in BOS yar1 émriiniin yasa
veya viicut agirligina bagli olmadigi gosterilmistir. Bu nedenle, her yas ve agirlik
i¢in sabit bir doz 6nerilmistir (Biliouris ve ark., 2018; Gidaro ve ark., 2019; Hoy,
2017; Hua ve ark., 2007; Kolb veKissel, 2011; Neil ve ark., 2019; N. N. Singh ve

ark., 2004). Uygulanan hastalarda en sik goriilen yan etkiler solunum yolu
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enfeksiyonlari ve kabizlik olmustur. Trombositopeni ve bobrek toksisitesi olasilig

da 6nemlidir (Stein veCastanotto, 2017).

SMN2 geni
O35 {7 - {8 W1

Transkripsivon ISS-N1
\§ i GUAAGUCUGCCAGCAUUAUGAAAGUGAAUCUU
Pre-mRNA splicing ! :

Spinraza™ (nusinersen)

Translasyon

SMNAT [ I 3 [ « e B

kismen islevsel protein

SMN [T T2AISN 5 T 3 TENe7

kararh ve fonksiyonel protein

Sekil 1.12. SMN2 geni ve Nusinersen etki mekanizmasi (Ottesen, 2017)

Kiiciik Molekiiller

SMNZ2 genini spesifik olarak hedef alan ve oral olarak alinabilen kiigiik
molekiiller, SMA tedavisi i¢in gelistirme asamasindadir ve Klinik denemeleri
yapilmaktadir. Oral ilag alimi, antisens oligoniikleotidlere gére daha avantajhdir,
¢linkii lomber ponksiyon ihtiyacini ortadan kaldirir, sadece santral sinir sistemi degil,
diger organlar da hedeflenir (Parente veCorti, 2018).

Risdiplam (RG7916) ve Branaplam (LMI070), SMN iiretimini arttirmak i¢in
SMN2 splicing mekanizmasimi degistiren, oral olarak alinan iki bilesiktir (Sekil
1.13). Risdiplam, SMN2 pre-mRNA's1 intron 7'de 5' (5' ss) ve ekzon 7'de ESE2
dizilerine baglanir. Bu 6zgiil baglanma sayesinde tam uzunlukta SMN mRNA ve
protein seviyeleri artarken, hedef disi etkiler onlenir. Risdiplam tedavisi 2020’de 2
ay ve lizeri tim SMA tipleri i¢in FDA onay1 almistir, Branaplam ise SMA tip 1
hastalarinda faz II asamasindadir ve pre-semptomatik vakalarda da ¢alismalar devam
etmektedir (Dangouloff ve ark., 2019; Dhillon, 2020; Naryshkin ve ark., 2014; Ratni

ve ark., 2018).
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risdiplam

Sekil 1.13. Risdiplam molekiiliiniin kimyasal yapis1 (Ratni ve ark., 2018)

Gen Replasmani

Istenen genin saglikli bir kopyasinin, genellikle viral vektérler ile aktarimi
tek gen hastaliklarinin tedavisinde yeni yaklasimlardan biridir. AAV, gen terapisinde
hiicrelere gen aktarimi i¢in kullanilan kiigiik, zarfsiz bir viristir (Sekil 1.14).

Viral aracili SMN gen transferi, preklinik ¢alismalarda oldukga basarili

olmustur.

geni tasiyan tek iplikli DNA

\ —ep———t

promotor terapotik gen

kapsrt

Sekil 1.14. Gen terapisinde kullanilan viral vektor (Tretiakova ve ark., 2018)

SMNZ1 geni diger genlere gore kiigiiktlir ve viral bir vektore aktarilabilir.
AAVY, santral sistemine transfekte edebilir, kan beyin bariyerini gegebilir,
intravendz olarak verilebilir, kendi kendine replike olmaz, patojenik degildir ve

konak genomuna entegre olmaz. AVXS-101 olarak bilinen vektor bir promotdriin
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kontrolii altinda kodlama yapan, fonksiyonel insan SMN1 genini tasir, verilen genin
transkripsiyonu sonrasinda SMN protein sentezini saglamak i¢in tasarlanmustir.
Farelerde ve primatlarda motor ndéronlarin korunmasini ve farelerde SMA
fenotipinin neredeyse tamamen diizeltilmesini saglamistir. Umut verici bir ilag olan
Zolgensma (AVXS-101) , 2 yasindan kiigiik hastalarin tedavisi i¢in May1s 2019'da
FDA tarafindan onaylanmustir. Zolgensma tek doz intravendz olarak verilir. SMA
tip 1 hastalari, 6 yasindan kiigiik SMA tip 2 hastalarinda biiyiik kapsamli ¢aligmalar
devam etmektedir ve pre-semptomatik vakalarda intratekal enjeksiyonu
degerlendiren Faz I ¢alismasi da devam etmektedir (Al-Zaidy ve ark., 2019; Lowes
ve ark., 2017; Mendell ve ark., 2017; Schuster ve ark., 2014).

Teorik olarak, gen terapisi SMA tedavisinde en makul ve etkili
yaklagimlardan biri gibi goriinmektedir. Bu tedavinin en 6nemli avantaji, sadece tek
uygulama ile anlamli klinik yarar elde etme olasiligidir, ancak bu tiir ilaglarin uzun
vadeli yan etkileri bilinmemektedir (High ve ark., 2016; Parente veCorti, 2018).

Tiim bu tedavi segeneklerini degerlendirmek amaciyla ¢esitli fonksiyonel
testlerden yararlanilmaktadir. Giin kosullarinda Saglik Bakanligi tarafindan
Nusinersen sagaltimi dncesi ve takibinde Hammersmith Fonksiyonel Motor Olcek

puani dikkate alinmaktadir.

Hammersmith Fonksiyonel Motor Ol¢egi

Spinal Muskiiler Atrofi tedavisindeki son gelismeler, tedavideki basariy1 test
etmek ve Klinik degerlendirme igin, motor becerilerdeki kiiciik degisikliklere
duyarli, giivenilir, ¢ocuklarda kullanima uygun ve gecerli fonksiyonel testlerin
gelistirilmesini gerektirmistir (Krosschell ve ark., 2006). Uluslararasi bir ¢aligma ile
(SMA REACH UK, Italian SMA Network ve PNCRN USA), Hammersmith
fonksiyonel motor 6lgegi (HFMS) ve genisletilmis versiyonu (HFMSE), SMA i¢in
tasarlanmustir (Main ve ark., 2003; McGraw ve ark., 2017; O'Hagen ve ark., 2007;
Ramsey ve ark., 2017). HFMSE desteksiz mobilize olan SMA tip 3 ve daha agir

24



1. GIRIS Hiirii Rabia GULEC

seyreden SMA tip 3 de dahil olmak iizere hastalarin degerlendirilmesine olanak
saglar, tedavi sonrast karsilagtirma i¢in uygun bit test oldugu sdylenebilir ve
diinyadaki ¢esitli merkezlerde farkli calismalarda da vakalarin degerlendirilmesinde
kullanilmistir. Bunlardan biri de sodyum fenilbutirat verilen SMA tip 2 hastalarinin
degerlendirildigi ¢alismadir (Main ve ark., 2003; Eugenio Mercuri ve ark., 2016).

HFMSE testi, oturma, yatar pozisyonda yuvarlanma, yatar pozisyonda
basini kaldirma, kalkma, diz ¢6kme, ayakta durma ve adim atma, ziplama, merdiven
¢ikma gibi hareketlerin skorlandigi 33 maddeden olusur (EK-1). Her madde, “destek
almadan yapar” igin 2, “destek ile yapar” i¢in 1 ve “yapamaz" i¢in 0 puan alinan bir
skorlama sisteminde degerlendirilir. Tiim maddelerin puanlari toplanir, toplam skor
0 ile 66 arasinda degisir(Krosschell ve ark., 2006; Main ve ark., 2003; E. Mercuri ve
ark., 2016; O'Hagen ve ark., 2007). 33 maddenin tiimii; puanlama Kkriterleri,
psikometrik 6zellikleri ve klinik ¢aligmalarda kullanim kolayligi agisindan ilgili
uzmanlar tarafindan tartisitlmistir. Verilen skorun islev/yetenekte belirgin bir
degisikligi goOstermesini saglamak i¢in; modern psikometri ve Rasch analizi
kullanilmigtir(Ramsey ve ark., 2017).

Tedavi planlanan her bir hastanin mevcut durumu HFMSE ile
degerlendirilmekte ve tedavi etkinligi, tedaviye devam edilip edilemeyecegi karar
Olcek puanlarindaki artisa gore yapilmaktadir. Calismamizda Nusinersen tedavisi
uygulanan SMA hastalarinda tedavinin HFMSE’nin global puani, her bir alt baslig
yani sira bolgesel dagilim tizerindeki etkisine ait skorlar karsilastirilmigtir. Motor
fonksiyonun degerlendirildigi bu testin yani sira tedavinin hastalarin bagigiklik
sistemi {izerindeki etkilerini gozlemlemek agisindan bazi sitokin gruplarinin
diizeyleri de Olcililmiistiir. Bu nedenle burada sitokinler hakkinda kisa bilgiler

aktarilmuistir.
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Sitokinler

Cok hiicreli organizmalarin, hiicrelerinin isleyisi, bilylime ve ¢ogalmasi igin
uygun ortami korumalari gerekmektedir. Sinir sistemi ve endokrin sistem,
homeostazin korunmasinda 6nemli rol oynar. Merkezi sinir sisteminin (CNS)
gelisimi ve fizyolojisinin ¢ogu, sitokin aglar1 araciligiyla yonetilir. Baz1 durumlarda
kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalan veya organizmaya dis ortamdan dahil olan yabanci
hiicreler homeostazin saglanmasina engel olur, bu zararli hiicreleri veya toksik
ajanlar ortadan kaldiran mekanizmalar hayati 6neme sahiptir. 130'dan fazla cesidi
oldugu bilinen sitokinler, enfeksiyon, inflamasyon ve malignitede hiicresel
aktiviteleri uyaran veya baskilayan, otokrin, parakrin veya endokrin sekilde isleyen
bagisiklig1 diizenleyen, genellikle glikozile edilmis ve bagisiklik sistemi, epitel,
endotel ve stroma dahil olmak {izere farkli hiicreler tarafindan iiretilen kiigiik(<30
kDa) proteinlerdir. Sitokinlerin ekspresyonu ve aktivitesi; hizli ¢ogalma evreleri
(6rnegin embriyogenez ve doku onarimi), doku diizensizligi (6rnegin kronik
inflamatuar hastalik ve tiimér biiyiimesi), enfeksiyon ve travma gibi 'stres'
kosullarinda artar. Sitokinler uykunun diizenlenmesinde, uzun siireli hafizanin
olusturulmasinda ve hatirlanmada, kok hiicre farklilasmasinda, asi etkinliginde ve
allogreft reddinde de rol alabilmektedir. Spesifik uyaranlara verilen yanitta
sitokinlerin lokalizasyonu ve ekspresyonu iizerine yapilan ¢alismalar, sitokinlerin
sinir sisteminde o6nemli etkilere sahip oldugunu gostermistir. Dejeneratif
hastaliklarda (6rnegin Alzheimer hastalig1), SSS'de bulunan hiicreler, proinflamatuar
sitokinleri tretirler (Baldo, 2014; Becher ve ark., 2017; Dinarello, 2007; Holtmann
ve ark., 1995; Hopkins ve ark., 1995; Rothaug ve ark., 2016). Néroinflamasyonun
SMA'da rol oynadig1 gosterilmistir (Rindt ve ark., 2015)

Biyolojik ozellikleri veya pleiotropizm, bir sitokinin ayirt edici 6zelligidir.
Interferonlar, interlokinler, kemokin ailesi, mezenkimal biliyltime faktorleri, timor

nekroz faktorii ailesi ve adipokinler bilinen sitokinlerdir (Dinarello, 2007).
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Interlokinler

Birbirleriyle iliskili farkli gen {irlinleri olan interlokinler, hem pro-
inflamatuar (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8) hem anti-inflamatuar (IL-4, IL-10, IL-13) etki
gOsterebilen genis bir sitokin ailesidir. T hiicreleri, makrofajlar ve T ve B
hiicrelerinin gelisimini ve farklilasmasini tesvik eden endotel hiicreleri ve
hematopoetik hiicreler tarafindan sentezlenirler (Dinarello, 2007; Moreno-Martinez
ve ark., 2019; Stoycheva ve ark., 2005). interlokinler bazi nérolojik hastaliklarin

olusumu ve ilerlemesinde rol alabilmektedir(Becit, 2008)

Interlokin-1

[k tanimlanan sitokinlerden olan interlokin 1 (IL-1), 2.kromozamda yer alan
iki farkli gen tarafindan kodlanan IL-1a ve IL-1pB olarak adlandirilan iki alt tipe
sahip, proinflamatuar bir sitokindir (Dinarello, 1994; Lafage ve ark., 1989; Shaftel
ve ark., 2008). Mononiikleer fagositler tarafindan salgilanir ve hem dogustan gelen
bagisiklik sistemi hiicrelerinin(nétrofiller, eozinofiller, bazofiller, mast hiicreleri
gibi)aktivasyonunda hem de adaptif bagisiklikta inflamatuar yanitlarin
olusturulmasinda ve diizenlenmesinde rol oynar (Roitt ve ark., 2001; Simi ve ark.,
2007).

IL-1 molekiilleri Klasik proinflamatuar sitokinler olarak kabul edilse de,
islevleri inflamasyon ile sinirli degildir, fizyolojik ve patolojik fonksiyonlar, uyku,
hamilelik, depresyon, istah kaybi, metabolizma, ve 6grenme de dahil olmak {izere
genis bir yelpazede dnemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Ayrica, IL-1 ve TNF
endojen pirojenlerdir, sinerjik olarak hareket ederler ve ates, kas proteolizi, anoreksi
ve hipoglisemiye neden olurlar (Stoycheva veMurdjeva, 2005). IL-1, hem akut hem
de kronik norodejeneratif hastaliklarda, ¢ogunlukla mikroglia tarafindan néronal
hasara yanit olarak hizla eksprese edilir ve yiiksek endojen veya ekzojen IL-1

seviyesi hasar1 belirgin sekilde artirir (Allan ve ark., 2005; Dinarello, 2009; Gabay
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ve ark., 2010; Khazim ve ark., 2018; Schett ve ark., 2016; Simi ve ark., 2007; Sims
ve ark., 2010).

Interlokin-6

Ilk olarak 1980’lerde tanimlanan IL-6, hem bagisiklik hiicreleri (T hiicreleri,
B hiicreleri, makrofajlar ve mikroglia) hem de diger hiicreler (kas hiicreleri,
fibroblastlar, endotel hiicreleri, tiimor hiicreleri, ndronlar) tarafindan salgilanabilir
(Dinarello, 2000; Pedersen ve ark., 2008; Rothaug ve ark., 2016). IL-6 geni
kromozom 7p21 iizerinde bulunur (Y. Wang ve ark., 2018). 184 amino asitten olusan
IL-6, diisik molekiil agirlikli (24 kD), pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar 6zellik
gosterebilen bir sitokindir (Dumont ve ark., 2003; Christoph Garbers ve ark., 2015).
T ve B hiicrelerinin farklilasmasi, antikor tiretimi, hematopoez, zarar géren dokunun
biitiinliiginii korumak i¢in énemli olan sistemik yanit olusturma(drnegin, akut faz
tepkisi veya glukokortikoid indiiksiyonu), embriyonik ve noronal gelisimde rol alir
(Dinarello, 2000; C. Garbers ve ark., 2013; Hopkins veRothwell, 1995; Kishimoto,
1989)

Interlokin-6 (IL-6), oligodendrositlerin farklilasmasmn, sinaptik plastisite,
periferik sinirlerin rejenerasyonunda ¢ok dnemlidir ve norotrofik bir faktor olarak
islev goriir. inflamatuar hastaliklarin patogenezinde ve sinir dokusunun fizyolojik
homeostazinda 6nemli bir rol oynar. Multipl skleroz (MS), Parkinson ve Alzheimer
hastalig1 gibi noropatolojik degisiklikler beyinde artmis IL-6 ekspresyonu ile
iliskilidir ayrica IL-6, menenjitin ayirici tanist i¢in biyomarker olarak
kullanilabilmektedir (Benveniste, 1998; Carlson ve ark., 1999; Dano ve ark., 2016;
Li ve ark., 1997; Rothaug ve ark., 2016; Schafer ve ark., 1999).

interlokin-8
IL-8, CXC kemokin ailesinin bir iiyesidir, IL-8’1 kodlayan gen 4q13.3

bolgesinde yer almaktadir. Inflamatuar uyaranlara (6rnegin, interldkin-1 veya timor
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nekroz faktorii) maruz kalan fagositler ve mezenkimal hiicreler tarafindan iiretilir.
IL-8, genellikle kemokin reseptorii 1 (CXCR1) ve 2 (CXCR2)'ye baglanarak etki
gosterir. Kemotaksis, ekzositoz ve anjiyogenezi aktive eder. Birgok sitokinden farkli
olarak, noétrofil igin hedef Ozgiilligiine sahiptir, noétrofilleri periferik kandan
inflamasyon bdolgesine ¢eker (Baggiolini ve ark., 1992; Bickel, 1993; Dong ve ark.,
2015; Hull ve ark., 2001; Palomino ve ark., 2015; J. J. Wang ve ark., 2018).

IL-8, notrofil aktivitesini diizenleyerek viicudun savunma mekanizmasinda
onemli bir rol oynamaktadir ancak inflamasyona bagli olarak dolagimda IL-8'in uzun
stireli varligi, farkli derecelerde doku hasarina neden olabilir(Dong veZheng, 2015).
IL-8, baz1 kanser tiirlerinin olusumunda ve ilerlemesinde rol oynamaktadir. Ayrica,
bazi arastirmalar IL-8'in noron kiiltiirlerinde toksik oldugunu gostermistir(J. J. Wang

ve ark., 2018)

Interlokin-12

Interldkin-12, T hiicresi ve dogal katil hiicrelerinin yanitlarimi diizenleyen,
interferon-y (IFN-y) dretimini indiikkleyen, T helper 1 (TH1) hiicrelerinin
farklilagsmasinda(hiicre aracili bagisikligin diizenlenmesi) ve dogustan gelen ve
adaptif bagisiklik arasindaki baglantida 6nemli roli olan disiilfit bagi ile baglanan
40 kDa (p40) ve 35 kDa (p35) alt biriminden olusan heterodimerik bir pro-
inflamatuar sitokindir. Alt birimlerin genleri farkli kromozomlarda bulunmaktadir.
IL-2 beta 1 ve beta 2 olarak adlandirilan iki alt birimden olusan yiiksek afiniteli bir
reseptor aracilifiyla etki gosterir(Brunda, 1994). Fagositler ve dendritik hiicrelerin
alt kiimeleri (DCs), enfeksiyonlar sirasinda patojenlere yanit olarak IL-12'nin
iiretimini saglarlar. IL-12'nin ¢esitli patojenlere yanit olarak {iretimindeki farklilik,
IL-12'yi kodlayan genin ekspresyonunun diizenlenmesine,ve diger bazi sitokinlerin
regiilasyonuna baglidir. 1L-12, sedef hastaligi, multipl skleroz, viral ensefalit,
romatoid artrit ve Crohn hastalig1 gibi inflamatuar hastaliklarin olusumunda rol

oynamaktadir. Cok cesitli tiimor modellerinde giiglii antitimor aktivitesine sahip
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oldugu da gosterilmistir(Barrie 111 ve ark., 2005; Gately ve ark., 1998; Hsieh ve ark.,
1993; Katiyar, 2007; Kobayashi ve ark., 1989; Stoycheva veMurdjeva, 2005).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Cogu klinik ¢aligma, SMA tanis1 konan semptom gosteren bebek ve
cocuklarin tedavisine odaklanmigtir. SMN ekspresyonunu in vitro olarak artirabilen
mevcut FDA onayli ilaglar kullanilarak yapilan klinik ¢alismalarda plaseboya gore
belirgin bir farklilik goriilmemistir. Transkripsiyonu artirmak igin histon deasetilaz
(HDAC) inhibitérleri ile tedavi gibi SMN ekspresyonunu arttirmaya yonelik diger
yaklagimlar, SMA tedavisi i¢in yeterli etkinlik gostermemistir (Z. Zhang ve ark.,
2013).

Nusinersen, ¢ocuk ve yetiskin hastalar1 tedavi etmek i¢in onaylanan ilk
ilagtir. Calismalardan elde edilen veriler ¢esitli hasta gruplarinda tedavinin
giivenligini ve etkinligini dogrulamistir (Dangouloff veServais, 2019; Mullard,
2015).

Finkel ve ark., faz 2 klinik g¢aligmasi, eriskin olmayan spinal miiskiiler
atrofili hastalarda intratekal Nusinersen uygulamasinin giivenligini ve tolere
edilebilirligini, farmakokinetigini ve klinik etkinligini degerlendirmistir. Uygun
katilimcilar, SMN1 homozigot gen delesyonu veya mutasyonu olan 3 hafta ile 6 ay
arasinda semptomlarin basladig1 hastalardi. Hastalara yan etki degerlendirmeleri,
fiziksel ve norolojik muayene, beyin omurilik sivisi laboratuvar testleri ve
elektrokardiyografi yapilmistir. Bu galismada, ilag bebeklerde iyi tolere edildi ve 32
aylik tedavi boyunca verilen dokuz doza kadar herhangi bir giivenlik sorunu tespit
edilmedi. Ancak 16 katilimcida 77 ciddi yan etki bildirilmistir, en yaygin olan
bebeklerde solunum yetmezligi veya solunum yolu enfeksiyonlar1 olmustur, gegici,
asemptomatik nétropeni ve hafif bir kusma olay1 da bildirilmistir. Birgok katilimcida
en az bir kategoride motor gelisim gozlenmistir (Finkel ve ark., 2016).

Mercuri ve ark., 6. aydan sonra semptom baslangici olan 126 ¢ocukta, ¢ift
kor, faz 3 galigmasini gergeklestirmistir. Cocuklara, 1, 29, 85 ve 274.giinlerde 12
mg'lik dozda Nusinersen uygulamasi plesebo grubu da olmak tizere uygulanmustir.

Tedavinin degerlendirilmesi Hammersmith fonksiyonel motor testi (HFMSE) ile
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yapilmis olup, son test skorunda klinik olarak anlamli bir artisa (>3 puan)sahip, en
az iki motor beceride iyilesmeyi gosteren (P<0.001) bir sonug elde edilmistir. Yan
etkiler, Nusinersen grubunda ve kontrol grubunda benzer oranda gézlemlenmistir
(Mercuri ve ark., 2018).

Darras ve ark., intratekal Nusinersen ile tedavi edilen bebekleri ve ¢ocuklari
kapsayan yedi tamamlanmis klinik ¢alismadan elde edilen verileri degerlendirmistir.
Caligmalardan ikisi, bebeklerde (SMA tip | veya Il ), kalan besi, ¢ocuk ve ergenlerde
(SMA Tip II veya IIT ) yapilmigtir. Giivenlik ve yan etki degerlendirmeleri, fiziksel
ve norolojik muayeneleri, klinik laboratuvar testleri ve elektrokardiyogramlari
iceren arastirmalar yapilmistir. En stk goriilen yan etkiler, tist solunum yolu
enfeksiyonu, nazofarenjit, kusma, bas agris1 ve kabizlik olmustur. Bu yan etkiler
lomber ponksiyon prosediirii ile iliskilendirilmis, Nusinersen ile ilgili herhangi bir
giivenlik sorunu diisliniilmemistir. Calisma, bebek ve cocuklarda goériilen motor
fonksiyon tizerindeki 6nemli ve klinik olarak anlamli etkileri ile birlikte erken
tedavinin 6nemini vurgulamaktadir (Darras ve ark., 2019).

Immiin yamt, baslangic ve baslangic sonrasi antidrug antikoru (ADA)
karsilastirilmast yapilan hastalarda degerlendirilmistir. Bes hastada (%4) antikor
gelismis; ii¢c hastada gegici, ikisinde kalic1 oldugu tespit edilmistir. Ilacin etkinligi ve
tolere edilebilirligini degerlendirmek i¢in daha fazla veriye ihtiya¢ vardir (Hoy,
2017). Karsilastirma amaciyla diger fonksiyonel test sonuglarini igeren ¢aligmalara

tartisma boliimiinde deginilecektir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu yiiksek lisans tez projesi, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu tarafindan 4 Eylil 2019(45 nolu karar) tarihinde aragtirma etigi yoniinden
degerlendirilip uygun goriilmiistiir. Calismaya Cukurova Universitesi T1ip Fakiiltesi
Noroloji poliklinigine bagvuran molekiiler ¢calismalar akabinde kesin SMA tanisi

olan hastalar alinmustir.

3.1. Hastalarin Se¢imi

Caligmaya SMN1 geninde delesyon tespit edilen, SMN2 geni kopya sayisi
bilinen ve Nusinersen uygulamasi onaylanan yetiskin 21 SMA hastas1 ve yas ve
cinsiyet uyumlu 26 saglikli birey dahil edilmistir. Alinan bilgilendirilmis onam
formu akabinde ilk doz, 29., 85. ve 274. giinlerde olmak iizere belirli bir protokol
cercevesinde ilac intratekal olarak uygulanmistir. Hastalik ve HFMSE hakkinda
hizmet i¢i egitim almis ayni kisi tarafindan ilk doz 6ncesi ve her uygulama akabinde
HFMSE uygulanmistir. Her uygulamaya ait HFMSE skorlar1 karsilastirilmistir.
Ayrica test list ekstremite , govde ve alt ekstremite olarak ii¢ alt gruba ayrilmus, ilacin
hangi bolge tlizerinde daha etkili oldugu belirlenmeye ¢alisilmistir.

SMA hastalarmin tedavi 6ncesi beyin omurilik sivis1 ve 9-10 saat aglig
takiben sar1 kapakli biyokimya tiiplerine periferik kan ornekleri alinmus, Santrifiij
edilerek ayrilan serumlar ¢alisma giinii IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 diizeyleri belirlenmek
amaciyla tekrar cozdiiriilene kadar Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi
Labaratuvarinda -80°C’de saklanmustir. Ayni sekilde her tedavi dncesi yapilan olan
Hammersmith fonksiyonel testi ile hastalarin fizyolojik acidan degisimleri
degerlendirilmistir. Tedavi sonras1 kan ve idrar tetkikleri ile takip yapilip, yan etkiler

not edilmistir.
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3.2. Hastalarda SMN1 delesyonu ve SMIN2 kopya sayisinin belirlenmesi

Kopya sayis1 farkliliklari, insan DNA'sinda énemli bir genetik varyasyon
kaynagidir ve ¢ok sayida hastalikta rol oynar. Coklu ligasyona bagli prob
amplifikasyonu (MLPA), tek bir reaksiyonda birgok DNA dizisinin kopya sayisini
belirlemek i¢in kullanilan yar1 kantitatif, otomatik olmayan bir tekniktir.

MLPA yontemi, her biri belirli kisa DNA dizilerini tespit eden problarin
amplifikasyonuna dayanir. MLPA reaksiyonu, 4 safhada gergeklesmektedir (Sekil
2.1);

1. DNA denatiire edilir.
2.  MLPA problarmin hibridizasyonu ve ligasyonu saglanir.
3. PCR reaksiyonu gergeklestirilir.
4. Prob zincirleri elektroforeze tabi tutularak farkli uzunluktaki DNA
pargalar1 ayrigtirilir ve miktarlart belirlenir (Sekil 3.1).
DENATURASYON _ PROB - LIGASYON  AMPLIFIKASYON
HIBRIDIZASYONU

* ./ 3.4\.—/

Sekil 3.1. MLPA reaksiyonu (Massalska ve ark., 2013)

Hastalarda SMN1 geninde delesyon olup olmadigi ve SMN2 kopya sayist,
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
labaratuvarinda MLPA yontemi kullanilarak tespit edilmistir (Sekil 3.1).
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Adana Genetik Hastahklar Tam ve Tedavi Merkeri

CU AGENTEM [

Cukurova Universitesi

Hastamn AdvSovadi:

Protokel No/TC Kimlik No:

Basvuru Tarihi:

Hapor Tarihi:

Refere Edilen Hekim/Kurum:

CUTF Balcalh Hastanes

Klinik Tam:

Spinal Miskiller Atrofi (SMA) Tagiyicihik Kuskusu

Materval Tiirii:

Prifenk Kan

Aragtinlan Gen/Biilge:

SMNT Geni Ekzon T ve 8 Delesvon- Duplikasyon Analizi (MLPA)
SMN2 Geni Ekzon 7 ve 8 Delesyon-Duplikasyon Analizi (MLPA)

saptanmigtir

(3]

beklenebilir.

Yiintem/Yapilan MLPA / SALSA MLPA 060 SMA probemix kiti
Cahymalar:
SONUC
_ ROPY A SAYIST
ERKLONT ERZDNE
SMNT 0 [1]
SMN2 i 3
Yorum :

1. Bu gahsma sonucu kigide, cahsilan bolgelerde SWNJ geninde ekzon 7 ve 8'de
homogozit delesyon, SMN? geninde ekeron 7 ve 8'de heterezigot duplikasyon

Sonug SMA tanisi lehinedir.
3. SMNZ kopya savismin artmig olmas nedeniyle klinik bulgulardan daha hafif olmas:

4. Tasgiywciligin saptanmasi amacivla aym ¢alismanin anne-babada vapilmasi onerilir

Sekil 3.3. Genetik tan1 raporu 6rnegi

3.3. Interlékin diizeylerinin belirlenmesi

-80°C’de saklanan beyin omurilik s1vis1 ve serum ornekleri oda sicakligina

getirilmis, kontrol i¢in saglikli bireylerden alinan serum drnekleri ile birlikte dl¢time

hazirlanmustir.

Olgiimler, sandvi¢ ELISA tekniginin kullamldig1 ticari kit (Human

Interleukin ELISA Kit, SinoGeneClon Biotech, Hangzhou, China ) ile yapilmigtir.

ELISA( Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay ) antijen ya da antikor miktarinin
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tespiti icin kullanilan biyokimyasal yontemdir. Yontemin temeli, immiin sistemin
iirettigi antikorlarin 6zgiil olarak antijeni tamimasina dayanir. Antijen yiizeye
baglanip enzim ile isaretlenmis antikor ile birlestirilir, 61¢iim i¢in genellikle enzimin
renk degisimini saglayan bir soliisyon ile etkilesimi saglanir. Ozgiil olmayan
baglanmalar1 6nlemek amaciyla uygun soliisyonlar ile yikama islemi yapilir. Olgiim
icin genellikle spektrofotometre kullanilir (Hosseini ve ark., 2018; Yilmazer ve ark.,
2018).

Kitler; microplate (12x8 mikrokuyucuklu), standart , standart diluent, enzim
konjugat (HRP), sample diluent, kromojen A, kromojen B, stop soliisyonu ve
yikama soliisyonundan olusmaktadir. Igeriklerinde bulunan prosediir 1s181nda her bir
kit i¢in asagidaki adimlar takip edilmistir.

Yikama soliisyonu (20 ml, 30x) deiyonize su ile seyreltirilip istenilen
konsantrasyona (1x) getirildi. Standartlar hazirlanirken, ilk olarak her tiipe 50 pl
standart diluent ¢ozeltisi eklendi, daha sonra her bir interlokin i¢in ayr1 ayri sekil

3.4°deki seyreltme agsamalar1 gergeklestirilmistir.

100 pl 100 pl 50 pl 50 ul 50 pl

/B_fl_fl_fl_fl_H —

VVV*U

Sekil 3.4. Seyreltme asamalari
Standartlar i¢in belirlenen kuyucuklara her bir standarttan 50 ul , 6rneklere

ait kuyucuklara ise 40 pl sample diluent ¢6zeltisi ve 10 ul 6rnek eklendi. 37 °C'de

30 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklar yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Bos

kuyucuk hari¢ her bir kuyucuga 50 ul HRP konjugat eklenip 37 °C'de 30 dakika

inkiibe edildi. Kuyucuklar yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Kromojen A ve
37



3. MATERYAL VE METOD Hiirii Rabia GULEC

kromojen B soliisyonlarinin her birinden biitiin kuyucuklara 50 pl eklendi, 1siktan
korunan ortamda 37 °C'de 15 dakika inkiibe edildi (Sekil 3.6). Renk degisimi
gerceklestikten sonra (Sekil 3.5) (mavi renk sariya dondigiinde) her bir kuyucuga
50 ul stop soliisyonu eklendi. Ardindan kuyucuklardaki absorbans, ELISA okuyucu
(BioTek , EIx800, USA) cihazda 450 nm’de olgiildii (Sekil 3.7). Standart
konstantrasyonu degerlerinin  kullanildigi egriden yola ¢ikarak Orneklerin

konsantrasyonu hesaplandi.

Sekil 3.5. ELISA kaplarinda renk olusumu
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/oo 310°

Sekil 3.6. Inkiibator
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Sekil 3.7. ELISA okuyucu

3.4. Verilerin Degerlendirilmesi

Caligmada hasta yagsi, hastalik baslangi¢ yasi ve hastalik siiresi igin frekans
ve yiizdeler hesaplanmis, istatistiksel analizlere baglamadan Once, verilerin normal
dagilm gosterip gostermedigi  Kolmogorov—Smirnov  normality testi ile
belirlenmistir. Hastalik yas1, siiresi, cinsiyet, SMN2 gen kopya sayis1 ve mobilite
degiskenine gore 6l¢egin puanlari arasindaki farkin anlamliligini test etmek igin non-
parametrik Mann Whitney-U testi, her bir uygulamadan elde edilen skorlar
arasindaki farkin anlamliligini test etmek i¢in non-parametrik Wilcoxon Signed
Ranks Testi uygulanmis, tedavi yanitinin cinsiyet degiskenine bagimli olup
olmadigint anlamak i¢in ise Chi-Square testi kullanilmistir. Bu islemler i¢in SPSS

istatistik programi (SPSS 15.0) ve Excel programlarindan yararlanilmstir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Hastalarimizin 18’1 (%85,7) erkek, 3’1 (%14,3) kadin olup; ortalama yas
28,5 + 7,5 (19-41) , ortalama hastalik baslangi¢ yas1 8,3 = 4,8 (1-16) , ortalama
hastalik siiresi ise 20,2 = 7,9 (5- 35) yildir. Kontrol bireylerin yas ortalamalari
28,3’tiir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol grubunun 6zellikleri

Hasta Kontrol
SayI(E/K) 21(18/3) 26(10/16)
Yas 28,48+7,52 28,35+4,73
Hastalik baglangi¢ yasi 8,26+4,81
Hastalik suresi 20,21+£7,92

Molekiiler inceleme sonucunda SMN2 kopya sayilar1 hastalarin 2’sinde

(%9,5) 2, 8’inde (%38,1) 3, 11’inde (%52,4) ise 4 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.1).

[ ] Kopya sayist
[ Vaka sayist

Sekil 4.1. Kopya sayilarina gore hastalar
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Desteksiz mobilize 7 (%33,3), destekle mobilize 4 (%19), tekerlekli
sandalye ile mobilize 10 (%47,6) hasta olup (Sekil 4.2), en fazla skor artis1 mobilize
olan hastalarda goriilmiis, ayrica bu artigin iist ekstremite motor fonksiyonunda

belirgin oldugu saptanmustir.

48%

m Desteksiz mobilize = Destekle mobilize Tekerlekli sandalye ile mobilize

Sekil 4.2. Mobilite durumlarina gére hastalar

Hastalarin 4’{inde minimal, 2’sinde orta, 2’sinde ise ileri derecede skolyoz
tespit edilmistir. Hastalarda spontan solunum mevcut olup, solunum yetmezligini
destekler muayene ve labaratuvar bulgusu yoktur.

Intratekal Nusinersen uygulamasi sonrasinda lomber ponksiyonun yan
etkileri olarak kabul edilen bas agris1, bulanti, kusma ve sirt agris1 gibi baz1 sikayetler
haricinde herhangi bir giivenlik, tolare edilebilirlik sorunu ortaya ¢ikmamustir.

Tedavi sonrasi ndrolojik muayenelerde de anormallik goriilmemistir.
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4.1. Hammersmith Test Sonuclar

SMA hastalarinda genel motor becerilerin degerlendirilmesi igin kullanilan
HFMSE testi skoru, farkli merkezlerde yapilan ¢alismalarda tedavi 6ncesi ve sonrast
karsilastirilmistir. SMA tip 2 ve 3 hastalarinda yapilan retrospektif ¢aligmalarda,
yilda ortalama 0.5 HFMSE skor azalis1 gézlemlenmistir, skorda >3 puanlik bir
degisiklik genellikle klinik olarak anlamli olarak goriiliir. Hastalik siiresinin,
HFMSE test sonuglarindaki artis orani ile ters orantili olmasi beklenmekte, tedaviye
erken baslamanin, gligsiizliiglin ilerlemesini yavaglatacagi diisiiniilmektedir.
(Jochmann ve ark., 2020; Swoboda ve ark., 2010; Wadman ve ark., 2018; Walter ve
ark., 2019).

Bu calismada, tedavi Oncesi ortalama HFMSE skoru 32,62 iken, tiim
hastalarmn katildigi ikinci doz oncesi yapilan degerlendirmede ortalama skor
38,17°ye ylikselmistir(p>0,05). HFMSE testinin maddeleri ekstremitelere gore
gruplandirildiginda en fazla skor artisi, {ist eksremite ve govde ile ilgili maddelerde
goriilmiistiir, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir(p>0,05) (Cizelge
4.2).

Cizelge 3.2. Tedavi oncesi ve sonrasinda HFMSE skorlari

Tedav! __2.doz_ __3.doz_ __4.doz_

oncesi oncesi oncesi oncesi
N 21 21 18 11
HFMSE skoru 32,62+18,35 38,14+16,37 38,17+16  39,64+14,85
Ust ekstremite 6,38+2,51 7,67+0,91 7,7849,43 80
Govde 17,62+8,26 20,19+7,1 20,5616,9 224431
Alt ekstremite 8,62+0,94 10,29+10,09  9,83+10,32  9,64+11,33
p (tedavi dncesi- - >0,05 >0,05 >0,05

doz)
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Tedavinin cinsiyet degiskeninden etkilenmedigi (p>0,05) ancak hastalik
sliresi, hastalarin mobilite durumu ve SMN2 kopya sayisi ile HFMSE skorunun

pozitif korelasyon gosterdigi belirlenmistir(p<0,05) (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Cinsiyete ve mobilite durumuna gére HFMSE skoru degisimi
Tedavi 6ncesi Tedavi sonrasi
HFMSE skoru HFMSE skoru

Erkek 30£18,09 35,83+16,08
Kadin 48,33+12,5 52+12,12
Desteksiz mobilize hastalar 52,57+5,65 56,71£4,07
Destekle mobilize hastalar 38,519 41,517,76
Tekerlekli sandalye ile mobilize hastalar 16,3+8,93 23,8+7,94

Sonuglarimiz, Nusinersen'in hastaligin erigkin formunda (SMA tip 2 ve 3)
giivenli oldugunu gostermektedir. 11 aylik siirenin ardindan, Nusinersen ile tedavi
edilen tip 2 ve 3 SMA hastalarinin ¢ogunda HFMSE fonksiyonda bir iyilesme
gozlemledik. Her ne kadar HFMSE skorunda bir iyilesme goriilse de bunun her
hastanin norolojik muayenesine yansidigi net olarak soylenemez. Oysa Szabo ve ark.
kendi hasta gruplarinda Nusinersen'in SMA'l1 heterojen bir ¢ocuk popiilasyonunda
giivenli ve etkili bir tedavi oldugunu, bir yillik bir siirenin ardindan, tedavi edilen tip
1, 2 ve 3 SMA hastalarimin ¢ogunda motor fonksiyonda bir iyilesme
gbzlemlediklerini ileri siirmiislerdir. Bu degisikliklerin sadece istatistiksel olarak
anlamli degil, ayn1 zamanda yasam kalitelerinde iyilesme bildiren hastalar1 igin
klinik olarak da anlamli oldugunu bildirmislerdir(Szabé ve ark., 2020).

ENDEAR Kklinik ¢alismasinda SMA tip 1 hastalarinda 13 aylik takip
sonrasinda %71 oraninda klinik (CHOP INTEND skorunda >4 puanlik iyilesme)
gosterilmistir (Finkel ve ark., 2017). Bu klinik ¢aligmanin ardindan, CHOP INTEND
Olceginde baslangica gore 1058. giine kadar 16.8 puanlik bir ortalama iyilesme
gbzlemlendi. Bununla birlikte, ¢ok daha genis 6l¢ekli bir tip 1 SMA hastas1 grubu
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caligmasinda, Nusinersen ile tedavi ve 6 aylik bir takip siiresinden sonra, % 42-77
yanit orani gézlemlenmistir.

Walter ve arkadaslarinin yaptigi caligmada, istatistiksel olarak anlamli
olmasa da, dokuz hastanin HFSME skorunda artig goriilmiis, besi >3 puan almistir,
diger fonksiyonel degerlendirmelerde, 5. ve 6. doz sonrast 6GMWT (alt1 metre yiiriime
testi), RULM( st ekstremite degerlendirme testi)'nde istatistiksel olarak anlamli
gelismeler gézlemlenmis, motor fonksiyonlarda hafif iyilesme veya stabilizasyon
egilimi gorillmiistiir(p<0,05). Hastaligin dogal seyrindeki kronik ilerleme g6z oniine
getirildiginde, stabilizasyon veya iyilesme dnemlidir. Bu ¢alismada, yas ve hastalik
sliresinin tedavi yanit1 izerinde olumsuz etkisi goriilmemistir (Walter ve ark., 2019).

Jochmann ve arkadaslarinin yaptigi calismada 10 ay sonrasinda ii¢ hastada
ortalama +9.3 puan, alt1 hastada ortalama +5 puan artis gozlemlenmistir. 6MWT
yapilan tek hasta baslangicta 275 m, 6 ayda 327 m ve 14 ayda 343 m (+%25)
yurtimistiir (Jochmann ve ark., 2020).

Bu ¢aligmada hasta sayimizin az ve hasta yasi, baslangig¢ skorlari, SMA tipi,
mobilite durumu, skolyoz varligi agisindan heterojen bir grup olmasi ve tez siiresi
boyunca tedavi siirecinin kisa olmasi nedeniyle, degerlendirmelerden klinik
yararlanma hakkinda istatistiksel olarak kesin olarak dogrulanmis sonuglar
almamaz. Tedaviye baslamadan Once, semptomlarin baslangicindan bu yana

ortalama ne kadar siire gegtigi onemlidir.

4.2.Interlokin Diizeyleri

Labaratuvar testleri sonucu elde edilen verilere gore kontrol grubu serum
interlokin diizeyleri ile tedavi Oncesi hastalardan elde edilen serum interlokin
diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir (p > 0.05).
Kontrol bireylerin ortalama serum IL-1 diizeyi 786,41 ng/mL, IL-6 diizeyi 36,36
ng/mL, IL-8 diizeyi 5445,44 ng/mL ve IL-12 diizeyi 94,45 ng/mL olarak tespit

edilmistir.
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Hastalarin  tedavi Oncesi ve sonrasi serum interlokin diizeyleri
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir(p > 0.05).
Tedavi 6ncesi ortalama IL-1 diizeyi 1064,09 ng/mL, IL-6 diizeyi 20,25 ng/mL , IL-
8 diizeyi 1758,08 ng/mL ve IL-12 diizeyi 120,54 ng/mL olarak tespit edilmistir.
Tedavi sonrasinda ise ortalama IL-1 diizeyi 1207,85 ng/mL, IL-6 diizeyi 18,61
ng/mL , IL-8 diizeyi 1958,13 ng/mL ve IL-12 diizeyi 118,5 ng/mL olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.4. Tedavi Oncesi ve sonrasi serum interlokin diizeyleri

Tedavi 6ncesi Tedavi sonrasi p
IL-1 1064,09+543,3 1207,85+452,15 >0,05
IL-6 20,25+15,59 18,61+13,54 >0,05
IL-8 1758,0842219,4  1958,13+2286,08  >0,05
IL-12 120,54+101,01 118,52+118 >0,05

Hastalardan tedavi sonrasi alinan BOS 6rneklerinde ortalama IL-1 diizeyi
1047,20 ng/mL, IL-6 diizeyi 27,63 ng/mL, IL-8 diizeyi 2808,26 ng/mL, IL-12 diizeyi
73,20 ng/mL olarak tespit edilmistir.

Santral sinir sisteminde bagisiklik aktivasyonu, ¢ogunlukla viral
enfeksiyonlarda ve norodejeneratif hastaliklarda goriilmektedir. Noroinflamasyon,
mikroglia ve astrositlerin aktivasyonunu ve periferik bagisiklik hiicrelerinin
infiltrasyonunu kapsayan hiicresel ve molekiiler siirecleri tanimlamak igin kullanilan
bir terimdir (Ransohoff ve ark., 2009). Sitokinler, enfeksiyon, otoimmiinite,
inflamasyon ve malignitede hiicresel aktiviteyi uyaran veya baskilayan otokrin,
parakrin veya endokrin bir sekilde islev goren bagisiklik ve inflamatuar yanitlarin
modiilatorleridir (Borish ve ark., 2003; Vacchelli ve ark., 2013). Geleneksel olarak,
ndroinflamasyonun, néron kaybina yanit olarak ortaya ¢ikan ve ilk olarak hiicre
hasarini sinirlamayi1 ve SSS yenilenmesini tesvik etmeyi amaglayan ikincil, karmagik

bir hiicresel olay oldugu disiiniilmektedir. Artan kanitlar, noroinflamasyonun
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aslinda noronal hayatta kalmay1 bozabilecegi ve bdylece dejeneratif siirecin
ilerlemesini ve yayilmasini uyarabilecegi olasiligini desteklemektedir. Tedaviden
sonra inflamatuar yanitin olas1 indiiksiyonu dikkate alinmalidir. Bagisiklik
sisteminde bir bozulma, SMA hastalarin1 enfeksiyona daha yatkin hale getirebilir
veya mevcut durumlarini agirlastirabilir (Delves ve ark., 2000). Spinal miiskiiler
atrofi hastalarinda tedavi sonrasi interlokin diizeylerinin degerlendirildigi bir caligma
literatiirde bulunmamaktadir.Bu ¢alismada kontrol grubu ile tedavi 6ncesi ve sonrasi
hasta ornekleri sonuglar1 karsilagtirlldiginda interlokin diizeylerinde istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik s6z konusu degildir (Cizelge 4.3).
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5. SONUC VE ONERILER

SMA, RNA metabolizmasinda 6nemli rol oynayan genlerle iligkili norolojik
rahatsizliktan biridir (A. H. Burghes ve ark., 2009). SMA hastaliginin SMN1
delesyon ve mutasyonlari ile iliskili oldugunun tespit edilmesinden bu yana gecen
zamanda, bircok Onemli kesif, SMA patogenezinin anlasilmasini ve tedavi
seceneklerinin farklilagmasini saglamistir. Tedavi segeneklerinden en dikkat ¢ekeni
neredeyse tiim SMA hastalarinda bulunan SMN2 geninde ekzon 7’nin atlanmasini
onleyen antisens oligoniikleotidlerdir (R. N. Singh veSingh, 2018; Wertz veSahin,
2016). Nusinersen SMA hastalarinin tedavisinde FDA tarafindan onaylanan ilk
ilagtir.

Hastalarin sahip oldugu motor beceriler, farkli SMN2 kopya sayilari,
hastalarin yas1 ve diger hastalik modifiye edici faktorlerin varligi tedavinin
etkinligini degistiren faktorler arasindadir. Nusinersen’in akut immiin yanit
nedeniyle tamamen kullanilamaz hale gelebilecegi bazi durumlar olabilir (N. N.
Singh ve ark., 2017). Uygun bir SMA terapisinin tasarlanmasi ve optimize
edilmesinde dikkate alinmasi gereken kritik konu, miidahalenin zamanlamasidir.
Aragtirmalar sonucu hastalarin, semptom baslangicindan aylar sonra degil,
semptomlar gozlemlendikten hemen sonra veya semptomatik olarak tedavi
edildiginde daha iyi sonug elde edilecegini gostermektedir. Viicudun hiicreleri ve
dokular1 farkli zamanlarda ve oranlarda gelisir ve olgunlasir, diisik SMN seviyeleri
farkl1 birgok somatik dokuyu etkileyebilir, bu durum SMA’da tedaviyi karmagik hale
getirir. Cogu SMA hastasi, motor fonksiyonun kaybindan sonra teshis edildiginden,
tedavilerin etkinligi az sayida mevcut motor néron sebebiyle sinirli olabilmektedir.
Lomber enjeksiyonlarin periferik kusurlar1 tamamen iyilestirip iyilestiremeyecegi
bilinmemektedir, verilen tedavinin baz1 hiicreler ve dokular igin yararli olabildigi,
digerleri i¢in etkisiz kaldigi disiintilmektedir (Bebee ve ark., 2010; Hamilton
veGillingwater, 2013; Ottesen ve ark., 2016). Hedeflenen dokunun farkli ASO

molekiil veya kombinasyonlari ile tedaviden nasil etkilenebilecegi bilinmemektedir
49



5. SONUC VE ONERILER Hiirii Rabia GULEC

ve bu nedenle antisens oligoniikleotidler gelecekteki arastirmalar i¢in ilgi ¢ekicidir,
ayrica ilacin beyin ve omurilige etkili bir sekilde verilmesi i¢in invaziv olmayan
prosediirler gelistirilmelidir (Ottesen, 2017).

Nusinersen ile tedavi edilen yetiskin SMA hastalarinda gii¢ ve fonksiyon
iizerindeki etkinligi belirsizligini korumaktadir, Yetiskin SMA hastalarinda
Nusinersen'in roliinii daha iyi anlamak icin daha fazla veriye ihtiya¢ vardir. Bu
hastalarda ¢ogunlukla goriilen skolyoz ve/veya spinal flizyon nedeniyle, Nusinersen
uygulamasinda kullanilan intratekal uygulama, zorlayici olabilmektedir ve sekonder
komplikasyonlar ciddi sonuglar dogurabilmektedir. Ayrica, tedavinin sosyal
maliyeti de goz oniinde bulundurulmalidir. SMA tip 2 ve SMA tip 3 hastalar i¢in
tahmini Omiir boyu tibbi destek maliyeti sirasiyla 8.4 ve 6.4 milyon dolar olarak
tahmin edilmistir (Drugs ve ark., 2018; Klug ve ark., 2016). Bu nedenle, tedavinin
potansiyel yarari, yararin riske orani ve daha da 6nemlisi, tedavinin maliyet etkinligi
degerlendirmede onemlidir (Dangouloff veServais, 2019; Geraci ve ark., 2018;
Sleigh ve ark., 2011). SMN ‘splicing’ mekanizmasin1 yonlendiren diizenleyicileri
kesfetmeye devam ettikge, terapdtiklerin etkinliginin artirilmasi beklenmektedir
(Bebee ve ark., 2010). Nusinersen tedavisinde kazanilan deneyimler, motor néron
hastaliklar1 ve diger genetik hastaliklar i¢in tedavilerin gelistirilmesi i¢in 6nemlidir.

Halihazirda hastaligin tedavisi i¢in yiirtitiilen veya Faz I agamas1 kurgulanan
pek ¢ok caligma olmakla birlikte gerek kendi gozlemlerimiz gerekse de bu hastalikla
ugrasan hekimlerin deneyimleri hastaligin miimkiin oldugunca erken teshis edilmesi
ve klinik bulgular agikar hale gelmeden motor néronlarin korunmasini gerektigini
gostermektedir (Prior ve ark., 2010). Motor fonsksiyonlarin etkilenmesine bagli
disabilite gelistikten sonra ila¢ uygulamaktan ziyade, yenidogan taramalar1 yapmak
prognozu degistiren en O6nemli unsurdur. Yenidogan taramasi ayni zamanda
hastalarin beslenme, fizik tedavi ve solunum bakimu gibi alanlarda proaktif tedavi
almasini saglar (Ahmad ve ark., 2016; Bebee ve ark., 2010; Dangouloff veServais,
2019; Moshe-Lilie ve ark., 2019; Reed ve ark., 2018).
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SMA tlim popiilasyonlarda mevcut oldugundan, tasiyici testi irk veya etnik
kokene bakilmaksizin yapilmalidir. Her bir tarama programimin yararini ve
etkinligini degerlendirmek icin farkli {ilkelerdeki daha biiyiik popiilasyonlarin
analizlerine ihtiya¢ vardir. Arastirmalar SMA tasiyici taramasinin diinya ¢apinda
yapilmas1 gerektigini gostermektedir. Yerel ve ulusal hasta kayitlarini giincellemek

ve hasta dernekleri ile etkilesimde bulunmak 6nemlidir (Su ve ark., 2011).
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isim:
Degerlendirme tarihi:
Spinal cerrahi tarihi:

Dogum tarihi:
Test siresi:
Degerlendiren Kisi:

Lutfen bagimsiz hareket diizeyinin mevcut olan en yiksegini yuvarlak igine alin LBC= Kontraktir ile sinirlanmis.
Higbiri yuvarlanir yerde ayaklarini strdr surinir/emekler Koltuk degnekleri/kasnak/yiriime destegi ile yiirir KAFO’s/AFQO’s ile ylrur bagimsiz yurime

0] PP
Test Talimat 2 1 0 L [ S= | Yorumlar
B
C S=Skor
1Duvar/sandalye oturma 3’e kadar sayincaya kadar 3’e kadar veya daha | 3’e kadar satincaya Dengeyi saglamak Madde 1
destek igin ellerinizi fazla sayincaya kadar dengeyi icin iki el destegi Baskin spinal

Duvar kenarinda veya
duvar lizerinde/zemin

Uzerinde olabilir. En iyi
gOrdugunizu kaydedin

kullanmadan duvar/sandalye
Uzerine oturabilir misiniz?
(sirtiniz desteksiz/ayak+/-
destek)

kadar hic el destegi
olmadan oturabilir.

saglamak igin 1 el
destegi gerekir.

gerekir.

Oturulamaz.

postur baskin
bacak postiru

6.

2 Uzun oturma bacaklar
duz=dizler fonksiyona
gelebilir, diz kapaklar
yukari isaret eder, ayak
bilekleri birbirinden

3’e kadar satincaya kadar
zemin/duvar Uzerinde destek
icin ellerinizi kullanmadan ve
bacaklariniz diiz olacak
sekilde oturabilir misiniz?

3’e kadar sayincaya
kadar zemin/duvar
lUzerinde bacaklar duz
olacak sekilde el
destegi olmadan

3’e sayincaya kadar
zemin/duvar Uzerinde
bacaklar diiz olacak
sekilde 1 elden destek
alarak oturabilir.

3’e sayincaya kadar
iki eli kullanarak
uzun oturabilir veya
bacaklar duz bir
sekilde oturamaz.

<10cm uzak yuriyebilirler.
3 Dogru dirist oturmak Boynunuzu bikmeden bir Bir elini basina Sadece basini Bas ve govde Sag/Sol
icin 1 el elinizi baginiza géturebilir goturebilir. Bas ve fleksiyona getirerek hareketlerini kullansa

kulak seviyesinin lizerinde
el basa dokunur

misiniz?

go6vde sabit kalir.

alini bagina getirebilir.

bile elini bagina
getirmez.

4 Dogru durust oturmak
icin ikinci el

Kulak seviyesinin tUzerinde
eller basa dokunur

Boynunuzu biikkmeden her
iki elinizi ayni anda basiniza
kaldirabilir misiniz?

Kollar yanlardan ayri
olacak sekilde her iki
elini baginin tzerine
yerlestirebilir. Bas ve
gb6vde sabit kalir.

Ellerini basinin Gstliine
yerlestirebilir fakat
sadece basi
fleksiyona getirerek
veya yana egilerek
veya elleri yukari
surerek veya bir
tanesini bir

Her iki elini baginin
Ustline yeseremez

5 Supinden yan uzanma

Her iki yonde yan tarafiniza
yuvarlanabilir misiniz?

Supin pozisyondan
her iki 6ne

V yuvarlanmayi
sadece tek yonde
yapabilir

Her iki ydbnde yarim
yuvarlanma
yapamaz

Omuzlar yere
dik
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Ellerinizi kullanmamama
galisin

yuvarlanma
yapilabilir

Sag/Sol

Goévde ve
kalgalar viicut
ile ayni hizada

6 Sag tarafinin Gzerinde
prondan supin pozisyona

7 Sol tarafin Gizerinden
prona

Karninizdan sirtiniza her iki
yonde yuvarlanabilir misiniz?

Serbest kollar saga
dogru olacak sekilde
supin pozisyona

itip/Cekmek igin kollari
kullanarak supin
pozisyona

Supin pozisyona
dénemez

Serbest kollar sola
dogru olacak sekilde
supin pozisyona
doner

itip/Cekmek igin kollari
kullanarak supin
pozisyona

Supin pozisyona
dénemez

8 Sag tarafin tzerinde
supinden pron pozisyona
yuvarlanir

9 Sol taraf lizerinde
supinden prona yuvarlanir

Her iki yonde sirtinizdan 6n
tarafiniza yuvarlanabilir
misiniz?

Serbest kollar sag
tarafta olacak sekilde
prona déner

Kollar Gizerinde
cekip/iterek prona
déner

Prona dénemez

Serbest kollar solda
olacak sekilde prona
doéner.

Kollar Gizerinde
cekip/iterek prona
déner

Prona dénemez

10 Oturmadan uzanmaya

KontrollG bir sekilde oturma
pozistonundan oturma
pozisyonuna gecebilir
misiniz?

Yan yatma veya
kiyafetleri kullanma
yoluyla kontrolll bir
sekilde uzanabilir.

One dogru girpinarak
ve yanlara
yuvarlanarak
uzanabilir.

Yapamaz veya
diger.

11 On kol lizerinde destek | On kol lizerinde kendinizi 3’e sayincaya kadar Pozisyon verildiginde Yapamaz.
alir destekleyebilir ve 3’e kafa yukarinda bu pozisyonu 3’e
sayincaya kadar bu sekilde dirsekler Gzerinde sayincaya kadar
destek saglayabilir devam ettirir.
12 Kafasini pron Kollarinizi yanlarinizda Kollar yanlarda 3’e Kollar 6n pozisyonda Yapamaz
pozisyondan kaldirir tutarak basiniz yukarda 3’e kadar sayincaya 3’e kadar sayincaya
kadar sayincaya kadar kadar pron kadar kafasini kaldirir
kendinizi kaldirabilir misiniz? | pozisyonunda
kafasini yukari
kaldirabilir
13 Uzanan kollar tizerinde | Duz kollarla 3’e kadar 3’e kadar sayincaya Eger yerlestirilirse 3'e Yapamaz
destek alir sayincaya kadar kendinizi kadar kafa yukarinda | kadar sayincaya
yukari destekleyebilir uzanmis kollar kadar uzanmis kollar
misiniz? Uzerinde destek Uzerinde destel alabilir
alabilir
14 Uzanmadan oturmaya Karniniza yuvarlanmadan Yan uzanmayi Pron pozisyonuna Yapamaz

uzanir pozisyondan oturma

kullanarak yapabilir

veya zemine dogru
doner
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pozisyonuna gegebilir
misiniz?

15 Dort nokta diz ¢okme Basiniz yukarinda ve bunu Dért nokta diz Pozisyon verildiginde Yapamaz
3’e sayincaya kadar devam ¢Okmeyi elde eder bu pozisyonu 3’e
ettirerek elleriniz ve dizleriniz | 3’e kadar sayincaya sayincaya kadar
Uzerinde durabilir misiniz? kadar bas yukari devam ettirir
16 Emekleme One dogru emekleyebilir One dogru Dért noktanin hepsini Yapamaz
misiniz? emekleyebilir veya sadece bir kez
daha fazla kez 4 hareket ettirir
noktanin hepsini
hareket ettirir
17 Basi supin 3’e sayincaya kadar Supin pozisyonda Bas kaldirilir fakat yan | Yapamaz

pozisyonundan kaldirir

kollarinizi katlanmis tutarak
ayak parmaklariniza bakmak
icin basinizi kaldirabilir
misiniz?

bas orta hatta
kaldiriimalidir. Cene
g6gse dogru hareket
eder. 3’e sayincaya
kadar devam

fleksiyon araciligiyla
veya boyun fleksiyonu
olmadan 32e
sayincaya kadar
devam ettir.

18 Destekli ayakta durma

3’e sayincaya kadar bir
elinizi destek i¢in kullanabilir
misiniz?

3’e sayincaya kadar
bir eli kullanarak
ayakta kalabilir

3’e sayincaya kadar
minimal gévde destegi
ile (kalga degil) ayakta
kalabilir

El destegi ile ayakta
durabilir fakat 3’e
sayincaya kadar ek
olarak diiz/kalga
destegine
gereksinimi vardir
veya yapamaz

19 Desteksiz ayakta
kalabilir

3’e sayincaya kadar
herhangi bir seyi tutmaya
calismadan ayakta durabilir
misiniz?

3’e kadar sayim
suresinden sonra
daha uzun siire
bagimsiz olarak
ayakta durabilir

3’e sayincaya kadar
bagimsiz olarak
ayakta durabilir

Sadece bir an igin
ayakta durur (3’e
kadar sayma
suresinden daha
kisa) veya yapamaz

20 Adim atma Herhangi bir yardim Yardimsiz olarak 4 Yardimsiz olarak 2-4 Yapamaz
kullanmadan yurtyebilir adimdan fazla adim adim atabilir
misiniz? Bana gosterin atabilir
SKOR 2lerin sayisi 1’lerin sayisi O’larin sayisi Toplam= /40

Yorumlar
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sag bacagdin énculuginde
ayaga kalkma

bacaginizla baslayarak bu
pozisyondan ayaga kalkabilir
misiniz? Gosterime ihtiyac
duyabilir

yapabilir

olarak dinlendirebilir
(kol destegi ile veya
kol desteksiz)

Test Talimat 2 1 0 L Yorumlar
B S=Skor
C
21 Supin pozisyonunda Sag dizinizi gégsiinize Tam kalga Sag kalga ve diz Yapamaz
sag kalga pozisyonu getirebilir misiniz? fleksiyonu saglandi. | fleksiyonunu baslatir
(mevcut hareket
acikhgmnin %10’undan
fazla)
22 Supin pozisyonunda Sol dizinizi gégsunize Tam kalga Sol kalga ve diz Yapamaz
sol kalga fleksiyonu getirebilir misiniz? fleksiyonu saglandi fleksiyonunu baslator
(hareket acgikhiginin
%10’'undan fazla)
23 Yiksek diz gokmeden Kollarinizi kullanmadan Genis kollar igin 10’a sayincaya kadar Yapamaz
sag yarim diz ¢gokmeye ayaklariniz yerde diiz olacak | kjullanilir, 102a yarim diz ¢gokme
sekilde sol bacaginizi yukari | sayincaya kadar pozisyonunda kol
getirebilir ve 10’a sayincaya | yarim diz gémelme destegi ile durur
kadar bu sekilde kalabilir pozisyonunda kollar
misiniz? serbest halde durur.
24 Yiksek diz gokmeden Kollarinizi kullanmadan Gegis icin kollar 10’a sayincaya kadar Yapamaz
sol yarim diz gdkmeye ayaklariniz yerde diiz olacak | kullanilir, 10’a yarim diz ¢gokme
sekilde sag bacaginizi sayincaya kadar pozisyonunda kol
yukari getirebilir ve 10’a yarim diz ¢émelme destegi ile durur
sayincaya kadar bu sekilde pozisyonunda kollar
kalabilir misiniz? serbest halde durur.
25 Yiksek diz gokmeden Ellerinizi kullanmadan sol Kollar serbestken Her iki dizini degisimli Yapamaz
sol bacagin 6nculiginde bacaginizla baslayarak bu yapabilir olarak dinlendirebilir
ayaga kalkma pozisyondan ayaga kalkabilir (kol destegi ile veya
misiniz? Gosterime ihtiyac kol desteksiz)
duyabilir
26 Yiksek diz gokmeden Ellerinizi kullanmadan sag Kollar serbestken Her iki dizini degisimli Yapamaz
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27 Ayakta durmaktan Kontrollt bir sekilde yere Kollar serbest olarak | Yere oturur fakat Yapamaz
oturmaya oturabilir misiniz? Kollarinizi | ve ¢émelmeden kollari ve degnekleri

kullanmamaya galisin oturabilir kullanir
28 Coémelme Comelebilir misiniz? Cok Kollar serbest olarak | Cémelmeyi baglatir Baglatamaz

algak bir koltuga
oturacakmigsiniz gibi
gorunin

comelir (kollar ve diz
fleksiyonu en az 90
derece)

(&10’undan fazla)i kol
destegini kullanir

29 One dogru 12” ziplar

Her iki ayaginizla mimkiin
oldugunca uzaga bu gizgider
diger gizgiye ziplayabilir
misiniz?

En az 12” ziplar, her
iki ayak ayni anda

2-11” arasi ziplar, her
iki ayak ayni anda

Her iki ayak ayni
anda ziplamayi
baslatamaz

30 Merdivenleri korkulukla
cikar

Merdivenleri ¢ikabilir
misiniz? Bir korkuluk
kullanabilirsiniz

Ayagini degistirerek
korkulukla 4
basamak ¢ikar

2-4 basamak ¢ikar, 1
korkuluk, herhangi bir
patern

Bir korkulukla 2
basamak ¢ikamaz

31 Merdivenleri korkulukla
iner

Basamaklardan asagi
yurtyebilir misiniz? Bir
korkuluk kullanabilirsiniz

Ayagini degistirerek
korkulukla 4
basamak agagdi iner

2-4 basamak asagi
iner, 1 korkuluk,
herhangi bir pater

Bir korkulukla 2
basamak inemez

32 Merdivenleri
korkuluksuz ¢ikar

Merdivenlerden ¢ikabilir
misiniz? Bu sefer korkuluk
kullanmamaya ¢alisin

Kollar serbest
ayaklari degistirerek
4 basamak ¢ikar

Kollar serbest,
herhangi bir paternde
2-4 basamak ¢ikar

Kollar serbestken 2
basamak ¢ikamaz

33 Korkuluk olmadan
basamaklari iner

Basamaklardan asagi
yurtyebilir misiniz? Bu sefer
korkuluk kullanmamaya
calisin

Kollar serbest, ayagi
degistirerek 4
basamak iner

Kollar serbest
herhangi bir paternde
2-4 basamak iner

Kollar serbestken 2
basamak inemez

SKOR

2’lerin sayisi

1’lerin sayisi

O’larin sayisi

Toplam= /66




