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OZET

Yesbek Kaymaz A. Spinal Miiskiiler Atrofi Hastaliginda Goriilen Fenotipik
Cesitliligin insiilin Benzeri Biiyiime Faktorleri ve Baglayici Protein Diizeyleri ile
iliskisi.Hacettepe Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Doktora Tezi,
Ankara, 2017. Spinal muskdiler atrofi (SMA) motor néron kaybi ve kas atrofisi ile
karakterize, agir formunda bebeklik ve erken ¢cocukluk doneminde oliimlere neden
olan bir néromiuskiiler hastaliktir. Hastaliga survival of motor neuron 1 (SMN1)
genindeki mutasyonlarin neden oldugu bilinmesine ragmen fenotipik cesitlilik ve
hastalik patogenezinde rolii olan faktérler net olarak anlasilamamistir. insiilin
benzeri blylime faktorleri (IGF), kas ve motor noéron hicrelerinin sag kalimi,
homeostasisi ve tamiri icin kritik 6neme sahip pleiotropik bliyiime faktorleridir. Bu
faktorlerin fonksiyonlari géz onine alindiginda SMA’nin fenotipik cesitliligini
etkileyebilecekleri hipotezi kurulmus, tez c¢alismasi kapsaminda kan dolasiminda
bulunan ve lokal olarak hasta kasinda sentezlenen IGF ailesi Uyelerinin diizeyleri
arastirnlmistir. 15 SMA hastasi ve 18 kontrol bireyde, serumda bulunan temel IGF
ailesi Uyeleri olan IGF1, IGF baglayici protein (IGFBP) 3, IGFBP5 ve asit labil subunit
(ALS) proteinlerinin dizeyi imminoradyometrik ve enzim bagh imminosorbent
assay teknikleriyle analiz edilmistir. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde
hastalarda disik bulunan IGF1 ve yiksek bulunan IGFBP5 diizeylerinin anlamli
oldugu gosterilmistir. IGF1 standart sapma skorunun hastalarin %27’sinde IGF
tedavisi gerektiren -2 degerinden daha dustk oldugu dikkat cekmistir. Hasta
grubunda gorilen IGFBP3 ve ALS dizey dislkligl ise istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. IGF ailesi Uyelerinin SMA’da gorilen fenotipik cesitlilikle iliskisi
arastinldiginda tip | hastalarin serum IGF1, IGFBP3 ve ALS diizeylerinin daha hafif
seyirli tip Il hastalara oranla disik oldugu saptanmis, biyolojik anlami olabilecegi
dislintlen bu disUs istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. 9 SMA, 4 saglikli ve 6
SMA disinda néromuskiler hastaligi olan bireyin kas biyopsi 6rneginde ise IGF1,
IGF2, IGFBP5 ve IGF1 reseptort proteinleri imminfloresan boyama teknigi ile
arastinlmistir. Hastalar arasinda ve ayni hastaya ait kesitin farkh alanlarinda
degiskenlik gostermekle birlikte atrofik liflerin hipertrofiklere oranla daha yogun
boyandig tespit edilmistir. SMA disinda néromdskiler hastaligi olan diger bireylere
ait kesitlerde de benzer bulgularin gézlenmesi, IGF sistemi Uyelerinin sentezinin
hastallk patogenezi ve atrofik lif tipinden bagimsiz olarak arttig, IGF
reglilasyonundaki bozuklugun hastaliga 6zgiil olmadigl ve kas atrofisi durumunda
gorildigi seklinde degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Spinal muskuler atrofi, IGF, IGFBP, IGF1R, asit labil subinit

Bu tez calismasi Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje no: 014 DO1 101 001-46).
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ABSTRACT

Yesbek Kaymaz, A. Spinal Muscular Atrophy Phenotype Variations and Insulin Like
Growth Factors/Binding Proteins. Hacettepe University Institute of Health Sciences
Medical Biology Programme, Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2017. Spinal
muscular atrophy is a neuromuscular disease, which characterized by motor neuron
degeneration and skeletal muscle atrophy, causing infant or early childhood death.
Although it has been known that mutations in survival of motor neuron 1 (SMN1)
gene cause the disease, the factors that have role in disease pathogenesis and
phenotype variation are still not understood evidently. Insulin like growth factors
(IGFs) are pleiotropic factors that have critical role in survival, homeostasis and
maintenance of skeletal muscle and motor neuron cells. Considering their functions,
it was hypothesized that IGFs might be involved in phenotype variation in SMA;
therefore, liver-derived IGF system elements in circulation and their local synthesis
in skeletal muscle biopsies of SMA patients were investigated in this study. The
levels of main IGF system elements in serum, including IGF1, IGF binding protein
(IGFBP) 3, IGFBP5 and acid labile subunit (ALS) proteins, were investigated by
immunoradiometric and enzyme linked immunosorbent assay in 15 SMA patients
and 18 healthy controls. The statistical evaluation of the results showed that
decrease of IGF1 and increases of IGFBP5 levels in patients were significant. It was
remarkable that 27 % of SMA patients had IGF1 standard deviation score under -2,
as an indicator of IGF1 therapy. Decrease of IGFBP3 and ALS levels in SMA patients
were not found statistically significant. The analysis of the effects of IGF system
elements on phenotype variation in SMA showed that type | patients had lower
serum IGF1, IGFBP3 and ALS levels when compared to type Il patients, who had
milder phenotype. Although the difference was not statistically significant, it might
considered to have biological implications. The expression of main IGF system
elements including IGF1, IGF2, IGFBP5 and IGF1 receptor in archieved skeletal
muscle biopsies of 9 SMA patients, 4 healthy controls and 6 patients having non-
SMA neuromuscular diseases were also investigated by immunofluorescent staining.
More intense immunostaining was detected in atrophic fibers comparing to
hypertrophic ones in the skeletal muscle of SMA patients with a variation among
patients and the different sections of the same biopsy sample. Obtaining the same
results in other neuromuscular diseases indicated that increases in IGF system
elements were independent of disease pathogenesis or the atrophic fiber type and
IGF system dysregulation was not disease spesific and considered as a condition
occuring in skeletal muscle atrophy.

Key words: Spinal muscular atrophy, IGFs, IGFBPs, IGF1R, acid labile subunit.

This thesis project was supported by the Hacettepe University Scientific Research
Projects Coordination Unit (Project ID: 014 DO1 101 001-466).
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1. GIRIS

Omurilikte alfa motor néron kaybi ve ilerleyici kas atrofisi nedeniyle ortaya
citkan ve cocuk o6limlerinin 6nde gelen nedenlerinden biri olan Spinal muskuler
atrofi (SMA), otozomal resesif kalitim gosteren bir néromuskiler hastaliktir.
Hastaliga 5. kromozomda yer alan survival of motor neuron 1 (SMN1) genindeki
homozigot delesyon ya da diger mutasyonlarin neden oldugu survival motor néron
(SMN) proteini eksikligi sebep olmaktadir (1). SMN proteini sentezinin hi¢ olmamasi
yasamla bagdasmazken, SMA hastalarinda SMN1’in homolog kopyasi olan SMN2
geni tarafindan protein sentezi devam etmektedir (1, 2). Ancak SMN2 geninin 7.
ekzonunda bulunan tek nikleotitlik fark nedeniyle SMN transkriptlerinin biyuk
cogunlugu ekzon 7 icermemekte ve yalnizca %10 oraninda stabil ve fonksiyonel
SMN proteini sentezlenebilmektedir (3). Bu durum hastaligin ortaya g¢ikmasini
onlemek icin yeterli olmazken SMN2 gen kopya sayisiyla dogru orantili olarak SMN

proteini sentezinin artisi hastalik ciddiyetinin hafiflemesini saglamaktadir (4-6).

SMA hastaliginin nedeni uzun yillardir bilinmesine ragmen hastaligin
molekiler patolojisi tam olarak aydinlatilamamistir. Hastalarin %95’inde ayni tip
mutasyon bulunmasina ragmen fenotipik cesitliligin ylksek olmasi ve SMN2 kopya
sayisinin bu durumu aciklamak icin yetersiz kalmasi hastalik patogenezinde baska
faktorlerin roll olabilecegini disindlirmektedir (7-9). In vivo ve in vitro ¢alismalar
SMA’da gorilen ilerleyici kas zayifliginin motor néron dejenerasyonundan bagimsiz
olarak ortaya cikabilecegini gostermektedir (10-13). Bu nedenle SMA patogenezinin
daha iyi anlasilabilmesi icin kas dokuyu hedefleyen calismalar 6nem kazanmis ve
tedavide motor néron hedefli molekillerin yani sira kas hedefli molekiller

arastirilmaya baslanmistir (14, 15).

Farkh klinige sahip SMA hastalarina ait plazma 6rneklerinde yapilmis olan
biyobelirte¢ calismalari ve Anabilim Dal’'mizda tip | ve tip Il SMA hastalarina ait
fibroblast hiicrelerinde yapilmis olan transkriptom calismalari (yayinlanmamis data)

incelendiginde ortak bulgu olarak insilin benzeri blyime faktorli baglayic



proteinlerin (IGFBP) ifadesinde tiplere gore farklilik oldugu dikkat ¢ekmistir (16). Alti
farkli proteinden olusan IGFBP’ler (IGFBP1-6) insilin benzeri bliyime faktoérlerine
(IGF1 ve IGF2) yiksek afiniteyle baglanarak ikili kompleks yapilar olusturmakta ve
IGF’leri tasinmalarinin yani sira, yari dmirleri ve biyolojik aktivitelerinin kontroliinde
rol almaktadir (17, 18). Karacigerden sentezlenerek dolagima katilan IGFlerin
IGFBP3 ya da IGFBP5 ile olusturduklari komplekse, asit labil subiinit (ALS)
proteininin katilmasi hem IGF hem de IGFBP’lerin stabilitesini daha uzun sire

korumalarini saglamaktadir (19).

IGF’ler kas ve motor ndron hiicrelerinin sag kalimi, homeostasisi ve tamiri
icin kritik 6neme sahip olan pleiotropik blylime faktorleridir (20-25). Karacigerde
sentezlenip kan dolasimina katilarak endokrin yolla fonksiyon gérmelerinin yani sira
lokal olarak kas dokusu ve motor néronlar gibi periferal dokularda da sentezlenerek
otokrin/parakrin etki gosterebilmektedirler (18, 26, 27). IGF’ler IGF1 reseptoriine
(IGF1R) baglanip, fosfatidil inozitol 3 kinaz/protein kinaz B (PI3K/Akt) ve
ekstraselller regiile edici kinaz (ERK) 1/2 gibi sinyal yolaklarini uyararak hiicre
proliferasyonu, gog, farklilasma ve olgunlagsma gibi farkl siireglerde rol almaktadir
(28, 29). IGF eksikligi ya da IGF1R sinyal yolaginin regilasyonundaki bozukluklarin
bliyime geriligi ve organ sistemlerinde gelisimsel bozukluklara yol actig
gosterilmistir (30). Glgla norotrofik ve miyotrofik etkileri nedeniyle uzun yillardir
norodejeneratif hastaliklar icin dikkat ¢cekmis ve amiyotropik lateral skleroz ve
Duchenne kas distrofisi (DMD) gibi néromuskuler hastaliklarda IGF1 sinyal yolaginin
reglilasyonunun bozuldugu bildirilmistir (31-38). SMA’da ise fare modellerinde
yapilmis olan kisith sayidaki ¢alisma serum IGF1 dizeyinin disiuk oldugunu
gostermistir (39, 40). Ayrica IGF1 eksikligi olan fare modellerinin SMA’lI fare
modellerine benzer sekilde disiik dogum agirligina sahip olduklari, ciddi kas zayifligi

gosterdikleri ve dogumdan kisa slire sonra éldikleri bilinmektedir (39).

Bu veriler 1siginda SMA hastalarinda goriilen fenotipik cesitliligin IGF
etkisinden kaynaklanabilecegi disUnilmustir. Tez ¢alismasi kapsaminda

karacigerden sentezlenerek dolasima katilan ve lokal olarak SMA hasta kasinda



sentezlenen IGF ailesi Gyeleri arastirilarak hastalik fenotipindeki gesitlilikle
iliskilendirilmesi amaclanmistir. Serum o6rnekleriyle yapilan calismalarda, 15 SMA
hastasi ve 18 kontrol bireyde serumda bulunan temel IGF ailesi lyeleri olan IGF1,
IGFBP3, IGFBP5 ve ALS proteinlerinin dizeyi immiinoradyometrik assay (IGF1 ve
IGFBP3 IRMA) ve enzim bagh imminosorbent assay (IGFBP5 ve ALS ELISA)
teknikleriyle analiz edilmistir. Kas biyopsi 6érneklerinde ise kasta sentezlenen temel
IGF ailesi Uyeleri olan IGF1, IGF2, IGFBP5 ve IGF1R proteinleri immiinfloresan (IF)
boyama teknigi ile arastiriimistir. Bu amagla 9 SMA hastasi, 4 saglikh birey ve SMA
disinda farkh noéromuskiler hastaligi olan 6 bireye ait arsivlenmis kas biyopsi

ornekleri ile ¢alisiimistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Spinal Miuskiiler Atrofi Hastalig

ilk kez Werdnig ve Hoffmann tarafindan 1890’l yillarin basinda tanimlanmis
olan SMA otozomal resesif kalitim gosteren néromuskiler bir hastaliktir. Cocuk
Olimlerinin 6nde gelen sebeplerinden biri olan SMA hastaligina neden olan SMN1
geni Lefebvre ve ark. (1) tarafindan 1995 vyilinda 5. kromozom {izerinde
tanimlanmistir. SMIN1 genindeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan SMN proteini
eksikligi, omurilik ve beyin sapinda a-motor néron kaybi ile proksimal kaslarda
ilerleyici zayifliga neden olmaktadir (41). insidansi 1/6000-10000 olan SMA
hastaliginin tasiyici frekansi etnik gruplar arasinda degiskenlik gostermekle birlikte
Avrupa’da 1:35 olarak belirlenmistir (42, 43). Ulkemizde akraba evliligi oraninin

ylksek (% 21) olmasi, SMA hastaligina sik rastlanmasina neden olmaktadir (44).

SMA hastalik ciddiyeti, baglama yasi ve basarilabilen motor fonksiyonlara
gore Uluslararasi SMA Konsorsiyumu tarafindan 4 farkh klinik tipe ayrilmaktadir
(Tablo 2.1). Ayrica, prenatal gelisim sirasinda ortaya cikan ve ciddiyeti agir olan

hastalar siniflandirmada tip 0 olarak yer almaktadir (45, 46).

Tablo 2.1. SMA hastalarinin klinik siniflandirilmasi (46).

. . Bekl

SMA | Hastaligin Basarilabilen motor Beklenen yasam ekienen

.. . . SMN2 kopya
Tipi | baslama yasi fonksiyon uzunlugu

sayisi
0 Prenatal Uterusta azalmis fetal Dogur?l? birlikte 1
hareket olim

I <6ay Desteksiz oturamama <2vyas 2

Il 6-18 ay Desteksiz oturabilme 10-40 yas 3

I > 18 ay Bagimsiz ylrlyebilme Normal 34

v > 5 vyas Normal yiriyebilme Normal >4




Tip | ya da Werdnig-Hoffman hastaligi (MIM#253300), SMA hastalarinin %
50-60"in1 olusturan agir SMA tiplerinden biridir (47, 48). Hastalar dogumdan sonra
ilk 6 ay icerisinde motor noéronlarin %90’indan fazlasini kaybetmekte ve yalnizca
%32’'si 2 yasina kadar yasayabilmektedir (49). Tip Il SMA (MIM#253500) hastalari
ortopedik ve solunumla ilgili destek gerektiren orta derecede agir, tip Il
(MIM#253400) hastalar ise daha hafif bir fenotip gostermektedir. Tip Il ve tip Il
SMA’da hastalik yavas ilerlemekte ve hastalar néromuskiiler fonksiyonlarinin her yil
%1’'ini kaybetmektedir (50). Tip IV SMA (MIM#271150) ise eriskin donemde
proksimal bacak kaslarinda zayiflik gériilen, daha hafif ve nadir rastlanan SMA tipini

olusturmaktadir (51).

Ginlimizde SMA tedavisinde etkin ve yaygin olarak kullanilan bir ilag
bulunmadigl igin hastalar ortopedik, beslenme ve solunum midahaleleri gibi
hastalik etiyolojisinden bagimsiz, palyatif (hafifletici) ve destekleyici multidisipliner
yaklasimlarla tedavi edilmeye ¢alisiimaktadir (52). SMA hastalari igin standart bakim
protokolleri gelistiriimesi hastalarin yasam siirelerinin uzamasina yardimci
olmaktadir (53). Uzun sire takip edilen hastalarda karaciger ve pankreas gibi farkh
organ sistemlerinde de patolojilerin ortaya c¢ikabildigi gosterilmis ve SMA
multisistem hastaligl olarak degerlendirilmeye baslanmistir (54). Bu nedenle SMA
tedavi stratejileri arasinda hatali genin diizeltilmesi ve SMN proteinin arttirilmasina
yonelik calismalarin yani sira, motor néron dejenerasyonunu 6nlemeye ve kas
glcuniun arttirilmasina yonelik tedavilerin sistemik olarak uygulanmasiyla periferal
dokulardaki patolojilerin de diizeltiimesi hedeflenmektedir (39, 55, 56). 2016 vyili
sonunda klinik arastirma ¢alismalari tamamlanan ve SMA tedavisinde etkili bulunan
ilk molekil olan Spinraza (Nusinersen), SMA hastalari icin yakin gelecekte umut

vaadetmektedir (FDA referans numarasi: 4033305).



2.1.1. SMA Genetigi

SMA hastalarinin % 95’inde fenotipik 6zelliklerden bagimsiz olarak SMN1
geninde homozigot ekzon 7 ve 8 delesyonu, % 5’inde ise ¢esitli intragenik
mutasyonlar gorilmektedir (1, 57). SMA lokusu 5. kromozomun uzun kolu Gzerinde
(5911.2-13.3) 500 kb’lk inverted segmental duplikasyon boélgesinde yer almaktadir.
Yalnizca primatlarda meydana gelen duplikasyon sonucunda insanlarda SMN1
geninin SMN2 adi verilen homolog kopyasi ortaya cikmistir (58). Aralarinda 5
nikleotitlik fark bulunan her iki gen de SMN proteini kodlamaktadir. SMN1 ile SMIN2
arasindaki en onemli yapisal farklihik 7. ekzonun 6. pozisyonunda yer alan C840T
transisyonudur (Sekil 2.1) (3). Transisyon sonucunda bu bolgede yer alan ekzonik
splays enhansir (ESE) dizisi ortadan kalkmakta ve sonucta SMN2 geni tarafindan
kodlanan transkriptlerin buylk ¢ogunlugu ekzon 7 igcermeyen ve stabil olmayan
SMN proteini sentezine neden olmaktadir (59). Genin alternatif islenmesi
sonucunda, ekzon 7 iceren SMN2 transkriptleri tarafindan disik oranda (% 10) da
olsa fonksiyonel SMN proteini sentezlenebilmektedir. Bu durum hastaligi dnlemek
icin yeterli olmamakla birlikte artan SMNZ2 kopya sayisi hastalik fenotipinin daha

hafif olmasini saglamaktadir (4-6).



5. Kromozom
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Sekil 2.1. SMN1 ve SMN2 genlerinin yapi ve ifadesinin sematik goésterimi (60).

Hastaligin tipinden bagimsiz olarak SMA lokusunda meydana gelen yeniden
diizenlemeler bireyler arasinda SMN1 ve SMN2 kopya sayisinin farklilik
gostermesine neden olmaktadir (61). SMN2 kopya sayisi hastaligin prognozuyla ilgili
onemli bir biyobelirteg olarak kullaniimakta ve klinik ilag arastirmalarinda hastalarin
siniflandiriimasi amaciyla degerlendiriimekte; ancak SMA’da gorilen fenotipik
cesitliligi aciklamak icin tek basina yeterli olamamaktadir (46). Ayni mutasyon ve
ayni sayida SMN2 kopya sayisina sahip olmalarina ragmen hastalik ciddiyeti
birbirinden farkli olan SMA hastasi kardesler oldugu bilinmektedir (7, 62, 63). Bu
durum SMN2 disinda hastaligin ciddiyetini etkileyen baska faktorler olabilecegini
disliindirmektedir. Bu faktorlerden en iyi tanimlanmis olani aktin filamentlerinin
diizenlenmesinde rolil olan plastin 3 proteinidir. Plastin 3 kodlayan gen ifadesinin
noronlar Uzerinde koruyucu etki gostererek SMA fenotipini hafifletici etkisi
oldugunu bildiren calismalar yayinlanmistir (9, 64, 65). 2017 yilinda noéronal
kalsiyum sensori olan noérokalsin delta SMA patogenezini etkileyen yeni bir
diizenleyici olarak tanimlanmistir (66). Hastalik fenotipi tzerinde etkili olan diger
faktorlerin arastirilmasi yeni tedavi hedefleri belirlenmesi agisindan 6nem

tasimaktadir (46, 65).



2.1.2.SMN Proteininin Fonksiyonlari

38-kDa agirligindaki SMN proteini, evrimsel olarak Okaryotlar arasinda
korunmus, gelisim asamasi ve doku tipine 6zgu ifade edilen ve organizma igin hayati
oneme sahip bir proteindir (67). SMN proteini eksikliginin farelerde yasamla

bagdasmadigi gosterilmistir (2).

SMN proteini gemin (gemin 2-8) ve unrip proteinleriyle birlikte blyuk,
multiprotein yapidaki SMN kompleksini olusturarak g¢ekirdekteki gem bdlgelerinde
ve sitoplazmada bulunmaktadir (68-70). SMN proteininin  housekeeping
fonksiyonlari klglk niikleer ribonikleer proteinlerin (snRNP) biyogenezi, mRNA
islenmesi ve noron hicreleri gibi polarize hiicrelerde RNA tasinmasi olarak
bilinmektedir (71-74). SMN kompleksi, Sm proteinleri ve kiicik nikleer RNA
molekillerinin (snRNA) biraraya gelerek olusturduklari splicesome kompleksi RNA
splaysinda 6nemli rol oynamaktadir (75). Ancak SMN’in bu proteinler disinda ¢ok
sayida proteinle iliski kuruyor olmasi, bilinenden daha farkli fonksiyonlarinin da
olabilecegini disiindiirmektedir (76). SMN proteini motor Uniteyi olusturan iskelet
kasi, motor néron ve ndéromuskiler kavsakta farkh fonksiyonlar gormektedir (Sekil
2.2). Motor noéronlarda norit uzamasi, néronal farklilasma, aksonal yonelme ve aktin
dinamiklerinin dlizenlenmesinde rol alirken, eksikligi noromiskiiler kavsakta
anormal ug plak morfolojisi, ug plak denervasyonu ve nérofilament birikimine neden
olarak noromuskiler kavsakta fonksiyon bozukluguna yol agmaktadir (76-78). SMN
proteininin yukarida bahsedilen yapilarda bulunmasinin yani sira kas hicrelerindeki
Z disklerde de yer almasi snRNP biyogenezi disinda baska fonksiyonlar goriiyor

olabilecegini diisiindlirmektedir (79).
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Sekil 2.2. SMN proteini eksikliginin motor tUnitedeki etkileri (80).

SMN proteininin dokuya 06zgl ifade profili cok iyi anlasilmamakla birlikte
beyin, bébrek, karaciger ve omurilikte ylksek seviyede, iskelet ve kalp kasinda orta,
fibroblast ve lenfositlerde ise diisiik seviyede ifade edildigi bilinmektedir (69). SMIN
proteininin housekeeping ya da hicre spesifik fonksiyonlarini kaybetmesinin

SMA’ya neden olabilecegi hala aydinlatilamamis olan tartismal bir konudur (76).

2.1.3. SMA Hastaliginda Kas Patolojisi

Noromuskiler hastaliklarin tanisinda kas patolojisi 6nemli bir kriterdir.
Saglikh bireylere ait kas biyopsi 6rnekleri histolojik olarak degerlendiginde birbirine
benzer boyutlarda normotrofik kas liflerinden olustuklari, SMA hastalarina ait kas
biyopsilerinin ise grup seklinde atrofik ve hipertrofik kas liflerinden olustugu
gorilmektedir (Sekil 2.3). SMA hastaliginin patogenezi uzun zamandir arastiriimakta
ancak SMN eksikligi tim dokularda meydana gelmesine ragmen neden motor néron
dejenerasyonu ve kas atrofisi ile sonuglandigi halen agiklanamamaktadir. SMA’da
gorilen kas zayifhiginin motor néron dejenerasyonunun sekonder bir sonucu oldugu
dislinilmis ve arastirmalar motor ndéron patolojisinin anlasilmasi Uzerine

yogunlasmistir (81-83).
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Sekil 2.3. Saglikli birey ve SMA hastasina ait kas biyopsilerinde atrofik, hipertrofik ve
normotrofik liflerin hematoksilen-eozin boyamasiyla gosterimi. A. Saglikh
birey B. SMA hastasi. Mor: Hematoksilen, cekirdek boyanmasi, Pembe:
Eozin, sitoplazma boyanmasi.

Bu arastirmalar sonucunda, SMN proteini eksikligi nedeniyle snRNP
biyogenezindeki aksamalarin mo tor noronlar i¢in 6nemli olabilecek bir grup genin
islenmesinde hataya neden oldugu ya da SMN proteininin akzon spesifik
fonksiyonlarini yerine getirememesi sonucunda motor néronlarda dejenerasyona
neden olabilecegi hipotezleri 6ne sirilmistir (83). Ancak son vyillarda kas
zayifliginin motor néron dejenerasyonundan bagimsiz olarak ortaya ¢ikabildigini ve
kas hasarinin hastalik patolojisine etki edebilecegini gosteren ¢alismalardaki artis,
SMA hastaliginda motor néron dejenerasyonunun yani sira iskelet kas patolojisinin
anlasiimasinin da 6énemli oldugunu gostermistir (10, 12, 14, 78, 84-86). SMA fare
modellerinde SMN proteininin iskelet kasinda Z disklerde bulundugu ve eksikliginde
Z diskler arasi mesafenin bozuldugu bildirilmistir (79). Ayrica, hicre kultlri
modellerinde SMN proteininin miyogenez sirasinda farkli proteinlerle iliski kurmasi
ve eksikliginde kas buyumesi/farklilasmasinda hatalar olusmasi SMN’in yapisal bir
kas proteini olabilecegi gibi, kas gelisimi ve farklilasmasinda Onemli rol

oynayabilecegini de gostermektedir (12, 13, 79, 86-88).
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Ayrica, denerve edilmis kas dokusunda yapilan proteomik analiz sonuglariyla,
denervasyonu olan SMA’ll fare kas dokusundan elde edilen proteomik verilerin
birbirinden farkli oldugu gosterilmistir (87). Bu durum SMA’da motor néron
dejenerasyonundan bagimsiz bir kas patolojisinin ortaya ciktigini géstermektedir.
SMA’ll kas hicreleri saglkli motor néron hiicreleriyle birlikte kiltire edildiklerinde
de motor néronlarin bir siire sonra dejenerasyona ugramasi SMA’da kas dokusunun
patolojiye etkisi olabilecegini gostermektedir (10). Bu ¢calismalar SMA patolojisinin
daha iyi anlasilabilmesi icin motor néron dejenerasyonunun yani sira karsilikli
etkilesimde oldugu kas dokusunun anlasilmasinin ve tedavi igin birlikte

hedeflenmesinin 6nemini vurgulamaktadir.

2.2. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Ailesi

insiilin benzeri biiyiime faktérii (IGF) ailesi normal biiyiime ve gelisme icin
temel olan IGF1 ve IGF2 biyume faktorleri ile bu faktorlere yiiksek afiniteyle
baglanan 6 farkh IGF baglayici protein (IGFBP1-6) ve 2 reseptor proteinden (IGF1 ve
IGF2 reseptori) olusmaktadir (Sekil 2.4). Hiicre tipi ve canlinin gelisim asamasina
gore etkileri degiskenlik gostermekle birlikte IGF'ler hicre proliferasyonu, sag
kahmi, gbcli ve metabolizmasi gibi farkh fonksiyonlari uyarmaktadir (89).
Karacigerden sentezlenip kan dolasimi yoluyla hedef dokulara ulasarak endokrin
yolla etki gbstermelerinin yani sira, iskelet kasi ve motor néronlar gibi non-hepatik
periferal dokularda lokal ifade olarak otokrin/parakrin etki géstermektedir (26, 27).
IGF’'lerin bu fonksiyonlari IGF baglayici proteinler tarafindan dizenlenmekte,

aktiviteleri ise IGF reseptorleri tarafindan saglanmaktadir (18).
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Sekil 2.4. IGF ailesi tyeleri.

2.2.1. insiilin Benzeri Biiyiime Faktorleri (IGF1 ve IGF2)

insiilin ailesi Gyeleri olan IGF1 ve IGF2 yaklasik 7.6 kDa agiriginda kiigiik
polipeptit hormonlardir. Normal bliylime ve gelisme icin kritik rol oynayan IGF'ler
fetal donemde uterustaki besin durumuna ve endokrin kosullara gére dokuya 6zgul
olarak, postnatal donemde ise bliyiime hormonu (GH) stimilasyonuna cevap olarak
sentezlenmektedir (90). insiilin ve diger peptit hormonlarin aksine depolanmaksizin
tiim doku/hicre tiplerinde strekli olarak ifade edilmektedirler. IGF1 ya da IGF2
knockout farelerde dogum agirhiginin sirasiyla % 40 ve % 60 oraninda azaldigi ve
dogumdan sonra kisa siire iginde farelerin 6ldigi gosterilmistir (91, 92). Uzun yillar
karaciger tarafindan sentezlenen IGF1l’in postnatal blylime i¢cin mutlaka gerekli
oldugu distunilmekteydi. Ancak, karacigerdeki IGF1 ifadesinin baskilandigi durumda
dolagimda bulunan IGF1 dizeyinde % 80 azalma olmasina ragmen farelerde
bliyime geriligi goriilmemesi memelilerde postnatal biliyimenin lokal olarak
sentezlenen IGF’lerin otokrin/parakrin kontroll ile gergeklestigini gostermistir (26,

93).

IGF1 ve IGF2 birbiriyle % 62, insilinle ise % 47 oraninda dizi homolojisine
sahiptir. IGF’lerin yapisal olarak 4 farkli domaini bulunup; A, B ve C pro-insilinle
benzerlik gdsterirken D domaini insiilinde yer almamaktadir (94). insiilin ve IGF’ler

yapisal benzerlikleri nedeniyle ortak bazi sinyal yolaklarini uyarabildikleri gibi,
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instlinin hiicre metabolizmasi, IGF'lerin ise hiicre bollinmesi ve farklilasmasi gibi

farkli fonksiyonlar gosterebildikleri kabul edilmektedir (95-99).

12g22-24.1 kromozom bdlgesinde yer alan IGF1 geni alti ekzondan
olusmakta ve memelilerde gen ifadesi 2 ayri promotor tarafindan kontrol
edilmektedir. Birinci promotor kullanilarak sentezlenen tip |, ikinci promotor
kullanilarak sentezlenen ise tip Il IGF1 olarak adlandirilmaktadir (100). Tip | IGF1
periferal dokular tarafindan; tip Il ise karaciger tarafindan bliyime hormonu
kontrolu altinda sentezlenmektedir. IGF1 geninin alternatif islenmesi sonucu farkli
mRNA ve Onclil proteinler meydana gelmektedir (101). Olgun IGF1 proteini 70
amino asitlik korunmus dizi ve karboksil ucunda mRNA islenmesine bagh olarak
degisen E peptit dizisi bulundurmaktadir (102). IGF2’'nin biyolojik fonksiyonlari
IGF1’e gore daha az galisiilmakla birlikte imprinted 6zellikte bir gen oldugu, 4 farkli
promotor tarafindan kontrol edildigi, fetal donemde IGF1’e gore daha yiiksek
oranda ve dokuya o6zgul olarak ifade edildigi, cocukluk dénemi hastaliklari ve
kanserle iliskilendirildigi bilinmektedir (103-106). Kemirgenlerde IGF2 fetal blyime
faktort olup dogumdan sonra ifadesi gorilmezken, insanlarda bulunan karaciger
spesifik P1 promotorunun kullaniimasi nedeniyle hepatik IGF2 sentezi dogumdan

sonra da devam etmektedir (106).

IGF sentezi puberteye kadar artis gosterirken, puberte sonrasi IGF1 diizeyi
yas ve cinsiyete gore anlaml fark gostermeye baslamakta, IGF2 ise énemli bir fark
gostermemektedir (107, 108). Karacigerden salgilanan IGF'ler endokrin havuzu
olustururken, tim doku ve hicre tipleri tarafindan sentezlenen IGFler
otokrin/parakrin rol oynamaktadir (102). Kas ve motor néron hicrelerinde IGF lerin
lokal sentezleri glgli nérotrofik ve miyotrofik etki géstermektedir. IGF1’in kasta
satellit hiicre proliferasyonunu arttirdigl, miyoblast farklilasmasi ve miyotip
olusumunu etkileyerek kas gelisimi Uzerinde ©6nemli rol oynadigl ve kas
hasari/denervasyonu sonrasinda rejenerasyonu uyardigi bildirilmistir (20, 21, 24,
109, 110). IGF2 dizeyinin ise miyogenez sirasinda arttig1 ve kas farklilasmasinda rol

aldigi gosterilmistir (111-113). Ayrica IGF’lerin merkezi ve periferal sinir sisteminde
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gelisim ve olgunlasmada fonksiyon goérdigli ve motor néron sag kalimi, norit
uzamasl, dallanmasi, sinaps olusumu, rejenerasyonu gibi 6nemli fonksiyonlari

oldugu bilinmektedir (22, 23, 25, 114-116).

2.2.2. insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Reseptorleri

IGF1 ve IGF2 etkilerini tirozin kinaz aktivitesine sahip olan IGF1 reseptori
(IGF1R) araciligiyla gerceklestirmektedir. insiilin reseptérii ile yapisal benzerlik
gosteren IGF1R, birbirine disulfit baglari ile bagl 2 alfa ve 2 beta zincirinden olusan

tetramer yapidadir (Sekil 2.5) (117).

insiilin IGF1 IGF2
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Sekil 2.5. IGF1, IGF2 ve instlin reseptorlerinin yapisi.

Sistein bakimindan zengin olan alfa zincirleri ekstraselller ligand baglanma
bolgesini, beta zincirleri ise intraseliiler kinaz domainini tasimaktadir (118). Tersiyer
yapilarinin benzerligi nedeniyle IGF1R’(i IGF1, IGF2 ve insilin ligandlarinin UGgline de
baglanabilmektedir. Ancak, IGF2’den 10 kat, insdlinden ise 100 kat daha yliksek
afiniteyle IGF1’e baglanmaktadir (95, 119). Ligand baglandiginda konformasyon

degistiren IGF1R, intraseliiler beta alt birimi Gizerindeki tirozin otofosforilasyonunu
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tetikleyerek insulin reseptor substrati (IRS) 1/2 ile SHC (Src 2 domain-containing)
adaptor proteinlerini fosforilasyonla aktive ederek hicre proliferasyonu,

farklhilagsmasi, gocl ve sag kalimiyla ilgili sinyal yolaklarini uyarmaktadir (99, 120).

IGF2 reseptorl yapisal olarak insilin ve IGF1 reseptorlerinden farklilik
gostermektedir. Ekstraselliler domaini sistein tekrarlari iceren 280 kDa agirliginda
monomerik bir transmembran proteinidir. IGF2’ye IGF1’den 100 kat daha fazla
afinite gostermektedir (24). IGF2R intraseliiler tirozin baglanma bdlgesi icermedigi
icin IGF2 baglandiktan sonra hiicre igi sinyal yolaklarini uyaramamakta ve IGF2’nin

hicre ylzeyinden alinarak lizozomal yikima yonlendirilmesini saglamaktadir (121).

2.2.3. IGF Baglayici Proteinler

IGFBP’ler IGF ailesinin onemli uyelerini olusturmaktadir. IGF1 ve IGF2
proteinlerine yiksek afiniteyle baglanan 6 farkli IGFBP (IGFBP1-6) tipi
tanimlanmistir.  IGF’lerin  yari omriniin uzamasini saglayip, hedef dokulara
tasinmasini ve kontrolll sekilde serbest kalarak fonksiyon gérmelerini saglamaktadir

(17).

IGFBP’ler, yliksek afiniteyle baglandiklari IGF'lerin reseptoérle etkilesimlerini
engellemektedir. Ozgiil proteazlar tarafindan kesildiklerinde IGF’lere olan ilgileri
azalmakta ve serbest kalan IGF’ler reseptorle etkilesime girip biyolojik aktivitelerini
gosterebilmektedir  (18). IGFBP’ler reseptorle baglanacak serbest IGF
konsantrasyonu belirlemeleri nedeniyle IGF’lerin biyolojik aktivitesinin kontrolliinde

onemli rol almaktadir (17).

Serumda bulunan IGF’ler biyliime hormonu uyarisiyla sentezlenen IGFBP3 ya
da IGBFP5 proteinlerinden biri ile baglanip ikili kompleks seklinde tasinmaktadir
(Sekil 2.6)(122). Olusan ikili kompleks, serbest haldeyken dakikalarla sinirl olan IGF
yari 6mrini uzatip (20-30 dakika), kontrollli olarak salinarak fonksiyon gérmesini
saglarken bu yapiya, IGFBP’lerin karboksil ucundan baglanan ALS proteininin

eklenmesi ile olugan 150 kDa buyuklGgindeki Ggli yapi, kompleksin stabilitesinin
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daha uzun sireli (16-20 saat) korunmasini saglamaktadir (123, 124). Bu nedenle
Gcli yapinin  olusmasini engelleyecek ALS kodlayan gen mutasyonlar ikili
kompleksin stabilitesinin bozularak hem IGF hem de tasiyici proteinlerin serum
konsantrasyonlarinin azalmasina neden olmaktadir (19, 125). ALS ifadesinin
olmadigi in vivo modeller IGF1 diizeyinin % 65 oraninda azaldigini gdstermistir (126).
IGF1’in % 80’i serumda ugli kompleks yapi seklinde bulunmaktadir. Hedef dokulara
tasinirken bu kompleks dagilmakta ve ALS proteini molekil agirhginin yiksek olmasi
nedeniyle vaskiler alanda kalirken, ikili kompleks damar endotelinden hedef

dokulara gegcmektedir (127).

IGF1 Kapiller
IGF2 Karacnger endotelyum
IGFBP3
IGFBPS

g\‘/@i—' - .

kompleks

0) Serbest IGF1 /

-STEEE S =

16-24 saat

1-2 dakika

20-30 dakika

Sekil 2.6. Dolasimda bulunan IGF’lerin tasinmasi (124).

IGF baglayici protein ailesini kodlayan genlerin evrimsel slregte
duplikasyonlar sonucu ortaya ¢ikarak farklilastig distintlmektedir (128). 24-45 kDa
agirliginda olan IGFBP’ler benzer protein yapisina sahip olup, amino ve karboksil
bolgelerinde korunmus sistein dizileri icermektedir. Amino ucu IGF’lerle baglanmayi,
karboksil ucu ise diger proteinlerle iliski kurmayi saglamaktadir. Aralarinda yer alan
L (linker) bolgesi ise evrimsel olarak daha az korunmustur ve IGFBP’lerin aktivitesi
icin 6nemli post translasyonel modifikasyon boélgelerini icermektedir (129).

IGFBP’lerin aktivitelerini fosforilasyonlari ve ekstraseliiler matriksle (ECM) iliskileri
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etkileyebilmektedir (130, 131). IGFBP4 ve IGFBP6 IGF aktivitesini inhibe edici etki
gosterirken IGFBP1, 2, 3 ve 5 inhibe ya da uyarici olabilmektedir (18).

IGFBP’ler dokuya 6zgil fonksiyon gostermektedir. IGFBP’lerden birinin
ifadesinin baskilanmasi tek basina fenotipik bir etki yaratmayip, diger IGFBP’lerin
ifadesindeki artisla kompanse edilmektedir (132). IGFBP3 serumda, IGFBP5 ise
kasta bulunan temel baglayici proteinler olmalari nedeniyle 6nem tasimaktadir
(133, 134). IGFBP5’in kasta yiksek ifade edildigi ve farklilasma sirasinda IGF2’'nin
etki gosterebilmesi icin 6nemli bir faktor oldugu bildirilmistir (134). Bu etkileri
ECM’ye baglanip hiicre yizeyi yakininda IGF havuzu olusturmasini saglayarak
gerceklestirdigi distnilmektedir (135). Fonksiyonlari tartisimaya devam eden
IGFBP3 ve IGFBP5’in niikleer lokalizasyon sinyali tasidigi, bu nedenle niikleer
fonksiyonlari olabilecegi ve IGF etkisini kontrol etmenin yani sira IGF’lerden

bagimsiz olarak biiylime faktori gibi rol oynayabilecekleri 6ne siirilmektedir (136).

2.2.4. IGF Sinyal Yolagi

IGF’ler iskelet kas dokusu ve motor ndron hicreleri Gzerindeki anabolik
fonksiyonlarini IGF1R sinyal yolagini uyararak gostermektedir. IGF1 ya da IGF2
baglanmasi sonucu aktive olan IGF1R’lU konformasyon degistirerek intraselller beta
subunite Gzerindeki tirozin otofosforilasyonunu tetiklemekte ve IRS 1/2 ve SHC
adaptor proteinlerini fosforile etmektedir (99, 120). Bunun sonucunda hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi, gocl ve sag kalimiyla ilgili PI3K/Akt ve ERK 1/2 sinyal
yolaklari uyarilmaktadir. PI3K/Akt yolagl metabolik olaylari kontrol edip sag kalimi
saglarken, ERK 1/2 yolagi ise hiicre biylimesi ve mitojenik aktiviteleri uyarmaktadir

(28, 29, 137).

IGF1 reseptor aktivasyonu baskilandiginda farelerde kas kitlesinin % 10-30
oraninda azaldigi ve hasar sonrasi rejenerasyonda gecikme oldugu gosterilmistir
(138). Kas hiicrelerine blylime ya da hasar sinyali geldiginde kas kok hiicreleri olan
satellit hicreler prolifere olarak miyoblast hiicrelerini, miyoblastlar farklilagsarak

miyositleri ve miyositler go¢ edip birbirleriyle flizyona girerek olgun miyotipleri
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olusturmaktadir. IGF’'lerin bu slregte satellit hicrelerinin uyarilmasi ve kas
farklilasmasinda rol aldigi bilinmektedir (109). Olgun kas dokusunda ise IGF'ler
IGF1R’linl aktive ederek protein senteziyle ilgili sinyal yolaklarini indiikleyip, protein
yikimi ve apoptozla ilgili yolaklari baskilayarak kas kitlesinin farkli mekanizmalarla
kontrol edilmesini saglamaktadir (Sekil 2.7)(24, 139, 140). IGF1R sinyal yolaginin en
onemli efektort Akt proteinidir (29). Akt’'nin fosforilasyonla aktivasyonu, otofaji ve
apoptotik yolaklari baskilamanin yani sira, protein yikimina neden olan atrogenlerin
ifadesini kontrol eden forkhead ailesi transkripsiyon faktorlerinin (FoxO)
inaktivasyonunu saglamaktadir (141). Ayrica, mammalian target of rapamycin
(mTOR) yolagi tzerinden ribozamal protein S6 kinaz 1B (RPS6K1B)’yi aktive ederek
hiicre proliferasyonu ve protein sentezinin arttirilip hipertrofinin uyarilmasini
saglamaktadir. Glikojen sentez kinaz 3 beta (GSK3p) proteinin Akt fosforilasyonu ile
baskilanmasi hipertrofinin uyarilmasini saglayan ikinci bir mekanizma olarak

bilinmektedir (29, 139-145).

IGF1R
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Sekil 2.7. iskelet kas kitlesini kontrol eden IGF sinyal yolagi.
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Kas gelisimi ve farklilasmasinda oldugu gibi merkezi ve periferal sinir sistemi
gelisiminde de IGF’lerin ve IGF sinyal yolaginin énemli roli oldugu bilinmektedir.
IGF’ler destek hiicrelerinin ve farkli néron tiplerinin gelisimi ve sag kaliminda, norit
uzamasl, dallanmasi, sinaps olusumu ve rejenerasyonunda rol almaktadir (22, 23,
25, 116). Hicre buyumesi, mitojenik aktiviteler ve néronal farklilasma Erk1/2
yolaginin aktivasyonuyla gergeklesirken, apoptotik yolaklar baskilanarak néron sag
kaliminin uyarimi ve hiicre goci gibi stirecler PI3K/akt yolagi ile gerceklesmektedir

(28, 116, 146).

2.2.5. IGF Ailesinin SMA ve Nérodejeneratif Hastaliklarla iliskisi

Cesitli nérodejeneratif hastaliklarda, hastalik etiyolojisinden bagimsiz olarak
IGF1 ve IGFBP diizeylerinin normalden farklihk gosterdigi bilinmektedir. Hastaliga
0zgli olarak IGF1 dlzeyi azalmakta ya da hucrelerin IGF1’e karsi duyarhhgini
kaybetmesi nedeniyle artmaktadir (147). Her iki durumda da IGF mekanizmasinda
olusan hata kas ve motor néron Uzerindeki gligli trofik destegin azalmasina neden
olarak hastalik patolojisini etkileyebilmektedir. Bu nedenle noérodejeneratif
hastaliklarda IGF1 uygulamasi énemli bir tedavi yaklasimi olarak dikkat ¢ekmis ve
amyotrofik lateral skleroz, spinal bulbar miskiler atrofi (SBMA), diyafragma
paralizili distal infantil spinal muskuler atrofi (SMARD1), DMD ve Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklarda IGF1 uygulamasina yonelik preklinik arastirmalar
ylrittlmastir (148-158). Amyotrofik lateral skleroz ve DMD gibi hastaliklarda IGF1
uygulandiginda motor ndéron dejenerasyonu, kas atrofisi ve yasam silresinde
iyilesme saglamasi, bu hastaliklarda klinik ¢alismalarin 6ntini acmistir (38, 159).
SBMA hastalarinda gectigimiz yillarda patent almis olan bir IGF1 varyantinin
uygulamasiyla ilgili klinik arastirmalar basarili sekilde devam etmektedir (Kenneth
Fischbeck, kisisel gériisme). 2016 yilinda Allodi ve ark. (160) amyotrofik lateral

skleroz hastalarinda IGF2’yi néron dejenerasyonuna direng saglayan bir faktor

IKenneth Fischbeck, National Institute of Neurological Disorders and Stroke, Bethesda, MD, USA.
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olarak tanimlamis, IGF2 uygulamasinin ALS’de oldugu gibi SMA hasta
fibroblastindan gelistirilen motor noron hiicrelerinde de néron dejenerasyonunu

onledigini gostermiglerdir.

SMA hastalari ve hayvan modellerinde yapilan ¢alismalar SMA’da IGF sistemi
regllasyonun bozulduguna isaret etmektedir. Farkh klinik tiplerde SMA hastalarinda
yapilmis olan biyobelirte¢ analizleri ve transkriptom verileri (yayinlanmamis data)
bir grup IGFBP’nin hastalik ciddiyle iliskili olarak degistigini gdstermistir (16). Benzer
sekilde, SMA hastalarinin kas biyopsi 6rneklerinde yapilan transkriptom analizleri,
IGF sinyal yolaginda yer alan molekullerin ifadesinin tip | hastalarda tip II'lere gére
daha dusuk oldugunu, IGF1R ifadesinin ise hastalik ciddiyetiyle korelasyon
gostererek arttigini gostermistir (161). Bu artisin IGF1 duastkliguni kompanse
etmek amaciyla degil, patolojik bir durum nedeniyle oldugu ve sonugta kas/motor
noron hicrelerinde anabolik etkileri olan Akt yolaginin ifadesinin azaldig
gosterilmistir (110, 162-164). Ayrica SMA fare modellerinde karacigerden
sentezlenen serum Igf1 ifadesinin diisiik oldugunun saptanmasi ve SMA tedavisinde
kullanilan alel spesifik oligonikleotitlerin SMN proteininin yani sira Igf1 sentezinde
de artis saglamasi SMN ve IGF diizeyi arasinda acgiklanamamis bir iliski oldugunu

duslindirmektedir (39, 40).

Agir SMA fare modellerinde IGF1 uygulandiginda kas atrofisinde azalma,
hipertrofinin uyarilmasi, sag kalim sidresinde artis, viicut agirhgi ve motor
koordinasyon artisi gibi basarili sonuclar saglanmistir (40, 54, 110, 165). Literatirde
bildirilen tim bu calismalar birlikte degerlendirildiginde SMA hastalarinda IGF
sinyalizasyonunun bozulmus olabilecegine, preklinik g¢alismalardan elde edilen
sonuclar ise IGF1 eksikligi olan hastalarda IGF1 verilmesinin potansiyel bir
destekleyici tedavi yaklasimi olarak degerlendirilebilecegine isaret etmektedir. Bu
nedenle daha 6nce SMA hastalarinda detayl olarak calisiimamis olan IGF ailesi
Uyelerinin arastirilmasi ve hastalik patolojisiyle iliskisinin kurulmasi 6nem

tasimaktadir.
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Bu tez galismasinda SMA’ll hasta serumlarinda ve arsivlenmis olan SMA
hastalarina ait kas biyopsisi 6rneklerinde IGF ve IGFBP seviyelerinin arastirilarak,
SMA hastalarindaki fenotipik cesitlilikle iliskilendirilmesi amaglanmigtir. Serum
arastirmalarinda; 15 SMA hastasi ve 18 kontrol bireye ait serum orneginde IGF1 ve
IGFBP3 protein miktarlari IRMA, IGFBP5 ve ALS protein miktarlari ise ELISA teknigi
ile belirlenmistir. Kas biyopsi 6érneklerinde yapilan analizlerde ise 9 SMA hastasi, 4
saglikli birey ve SMA disinda kas atrofisi gorilen 6 hastaya ait arsivlenmis kas biyopsi
orneginde IGF1, IGF2, IGFBP5 ve IGF1R protein diizeyleri imminfloresan boyama
teknigi ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar kontrol bireyler ve farkh klinige

sahip SMA hastalari arasinda karsilastirilarak yorumlanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismada incelenen Bireyler

Bu tez galismasinda karacigerden sentezlenerek seruma verilen ve lokal
olarak kasta sentezlenen IGF sistemi elemanlarinin diizeyleri arastirilmistir. Serum
calismalarina 2012-1015 yillari arasinda Hacettepe Universitesi ihsan Dogramaci
Cocuk Hastanesi’ne basvurmus olan 15 SMA hastasi ve 18 saglkli ¢ocuk dahil
edilmistir. IGF1 diizeyini etkiledigi bilinen biylime hormonu tedavisi almiyor olmak,
diyabet, karaciger, tiroid ya da kanser hastasi olmamak ¢alismaya dahil edilme
kriterleri olarak degerlendirilmistir. Hasta grubu 9 tip | ve 6 tip || SMA hastasindan
olusmaktadir. Hastalarda SMN1 exon 7/8 delesyonu bulundugu HU Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali Rutin Laboratuvari’'nda dogrulanmistir. Calisma grubunda yer alan
bireylerin hepsi pre-pubertal dénemde olup hastalarin ortalama yasi 36.3 (1-89 ay),
kontrol grubunun ise 32.3 aydir (5-77 ay). Periferal kan 6rnekleri alindigi sirada 4
numarali hasta disindaki tim tip | hastalar mekanik ventilasyon destegi almaktaydi.

Calisma grubuna ait klinik ve antropometrik veriler tablo 3.1’de belirtilmistir.
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Tablo 3.1. Serum analizleri yapilan SMA hastalari ve kontrol grubuna ait klinik ve
antropometrik bilgiler.

No SMA Tipi ventill;ns?/':;n(i:lljesteéi Cinsiyet | Yas(ay) | Boy(cm) | Kilo (kg)
HASTA
1 I + Kiz 11 70 10
2 I + Erkek 72 105 23,8
3 I + Kiz 10 72 6,67
4 I - Erkek 1 58 3,5
5 I + Kiz 3 57 3,5
6 I + Kiz 12 74 8
7 I + Erkek 7 60 5,9
8 I + Kiz 63 5
9 I + Erkek 5 67 6,6
10 Il - Erkek 60 100 16
11 ] - Kiz 66 106 15
12 Il - Erkek 65 104 13.6
13 Il - Erkek 89 92 12
14 Il - Erkek 57 91 16
15 Il = Erkek 81 103 30
KONTROL
1 Erkek 60 110 23
2 Kiz 68 120 23
3 Kiz 63 118 26
4 Kiz 3 59 5,6
5 Erkek 66 113 21
6 Kiz 67 117 23
7 Erkek 57 110 20
8 Kiz 12 73 8,2
9 Erkek 7 72,5 8,4
10 Erkek 18 85 12,5
11 Erkek 21 84 11,8
12 Erkek 69 9,3
13 Erkek 6 67 9,4
14 Kiz 12 69 8,7
15 Erkek 17 86 12,5
16 Kiz 13 76 9,4
17 Erkek 77 116 19
18 Kiz 9 77 8,9
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Kastaki lokal sentezin arastirilmasinda ise HU, Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
Anabilim Dali, Pediatrik ve Perinatal Patoloji Unitesi tarafindan tani zamaninda
alinmis ve arsivlenmis olan kas biyopsi 6rnekleri kullaniimistir. Analizlerde 9 SMA
hastasi, kas biyopsisinde patolojik bulgu saptanmayan 4 saglikli birey ve
histopatolojik bulgulari farkh néromiskuler hastaliklarla iligkili olan 6 bireye (hasta-
kontrol) ait kas biyopsi érnekleri degerlendirilmistir (Tablo 3. 2). Saglikl bireylerde
yavas (tip 1) ve hizh kasilan (tip 2) kas lifleri homojen dagilim gosterirken, SMA
hastalarinda atrofik liflerin cogunlukla tip 2 liflerden olustugu bilinmektedir. Hasta-
kontrol grubu hem tip 1 hem de tip 2 lif atrofisi gorilen hastaliklar secilerek

olusturulmustur.

Tablo 3.2. IF analiz yapilan kas biyopsi érneklerine ait bilgiler.

Ornek No Tani Atrofik Lif Tipi

SMA Hastalan
1 Tip 11l SMA Tip 2
2 Tip 11l SMA Tip 2
3 Tip 11l SMA Tip 2
4 Tip 11l SMA Tip 2
5 Tip 11l SMA Tip 2
6 Tip | SMA Tip 2
7 Tip 11/11l SMA Tip 2
8 Tip 11/l SMA Tip 2
9 Tip 11/11l SMA Tip 2

Hasta-Kontrol Grubu
10 Konjenital lif tipi oransizlig (CFTD) Tip 1
11 Konjenital lif tipi oransizligi (CFTD) Tip 1
12 Konjenital lif tipi oransizligi (CFTD) Tip 1
13 Limb-girdle kas distrofisi (LGMD) Tip 2
14 Duchenne kas distrofisi (DMD) Tip 2
15 Kas distrofisi/tip 2 lif atrofisi Tip 2

Serum ve kasta yapilan analizler igin farkh hastalar analiz edilmis, ayni
hastaya ait kas ve serum 6rneklerinde ¢alisma yapilmasi mimkin olmamistir. SMA
hastalarinda tani amagli kas biyopsi 6rnegi rutin olarak alinmadigi igin serum 6rnegi
alinan hastalarin kas biyopsileri bulunmamaktadir. Kasta yapilan calismalarda ise

yasa bagh olarak serum IGF dizeylerinin degisiklik gdstermesi nedeniyle biyopsi
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zamaninda alinmis olan serum &rneklerinin kullaniimasi gerekmis; ancak hastalarin

serum oOrnekleri rutin olarak alinmadigi icin mimkin olmamustir.

Bu calismalar HU Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun
20.11.2013 tarih ve GO13/518-05 karar numarali izniyle ailelerden bilgilendirilmis

onam formu alinarak gergeklestirilmistir (Bkz. EK 1).



3.2.
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Geregler
3.2.1. Serum Analizleri

IGF1 IRMA kiti (A15729, Beckman Coulter)

IGFBP3 IRMA kiti (IGFBP3 Active® IRMA, DSL6600, Beckman Coulter)
IGFBP5 ELISA kiti, (CSB-E13263h, Cusabio)

ALS ELISA kiti (E35, Mediagnost)

ELISA mikroplaka okuyucu (Sunrise, Tecan) ve analiz programi (Magellan)
ELISA mikroplaka yikayici (ELx50, Biotek)

Gama okuyucu (Berthold, LB2111)

Calkalayici (FALC, F350SL)

Vorteks (BioSan V-1 plus)

3.2.2. immiinfloresan Boyama Analizleri

Paraformaldehit (Sigma):2% 4, pH: 7.2
1X Tuzlu fosfat tamponu (PBS):
— 10 adet PBS tablet (Invitrogen) 800 ml dH,0 iginde ¢ozllir.
— Son hacim 1lt'ye tamamlanir, pH: 7.3’e ayarlanir.
Triton X-100; 0.2% /PBS (h/h):
— 50 ml 1X PBS tamponu icine 100 pl Triton X 100 (Sigma) eklenir.
— Manyetik karistiricida, képlirmeden ¢ozlinene kadar karistirilir.
Tween 20; 0.1% /PBS (h/h):
— 100 ml 1X PBS tamponu igine 100 pl Triton X 100 (Sigma) eklenir.
— Manyetik karistiricida, kdplrmeden ¢ozlinene kadar karistirihir.
Sigir Serum Albumin (BSA);20,1 gr/ml :
5 gr BSA (Sigma) Gzerine 30 ml 1X PBS tamponu eklenir.

Manyetik karistiricida ¢ézlinene kadar karistirihr.

Son hacim 50 ml’ye tamamlanir.

500 pl’lik alikotlar hazirlanip, -20 °C’de saklanir.
Keci serumu (Sigma)

4’, 6-diaminodino-2-fenilindol (DAPI), 5 mg/ml stok

Preparat kapatma sollisyonu (ProLong Gold Antifade Reagent, Invitrogen)

Doku kesitlerinin etrafina hidrofobik bariyer c¢izmek icin kalem (PAP
pen,Sigma, Z672548- 1EA)



Primer antikorlar:
— Poliklonal kegi anti-insan IGF1 (R&D Systems, AF-291-NA)
— Poliklonal kegi anti-insan IGF2 (R&D Systems, AF-292-NA)
— Monoklonal fare-anti insan IGFBP5 (R&D Systems, MAB875)
— Monoklonal tavsan anti-insan IGF1R (Abcam, ab131476)
Sekonder antikorlar:
— Tavsan-anti-kegi IgG Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Invitrogen)
— Kegi-anti-fare 1gG Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Invitrogen)
— Kegi-anti-tavsan IgG Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Invitrogen)

— Keci-anti-tavsan IgG Alexa Fluor 568 (Molecular Probes, Invitrogen)
Lam (Poly Prep Slides, Sigma, P0425- 72EA)

Lamel (40x50 cm)

Floresan mikroskop (AxioPlan 2, Zeiss ve Nikon Eclipse E400)
Calkalayici (FALC, F350SL)

Manyetik karistirici (Quick Mag, interMed)

pH metre (Hanna, HI 2211)

Elektronik tarti (AND, GX-2000)

27
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3.3. Yontemler

3.3.1. Antropometrik Verilerin Degerlendirilmesi

Serum analizleri yapilan ¢alisma grubunu olusturan bireylerin antropometrik
verileri Amerikan Hastaliktan Koruma ve Onleme Merkezi (CDC 2000) biyiime
egrileri kullanilarak malnutrisyon ve boy kisaligi bakimindan degerlendirilmistir

(166). Malnutrisyon diizeyinin belirlenmesi igin ideal agirhk ylzdesi;

[(cocugun agirhigi/ayni yastaki saglikli gocugun agirhgi) x 100]

formullyle hesaplanmistir. Gomez siniflandirmasina goére ideal agirlik yizdesinin %
60’In altinda olmasi agir, % 60-74 orta ve % 75-89 hafif malnitrisyon olarak
degerlendirilmistir (167). Boy kisaligl ise yasa gore boyu ortalamanin 3 persentil
altinda olan bireyler icin pozitif olarak degerlendirilmistir. Ayrica, boy standart

sapma skorlari (SSS);

[(8lglilen boy uzunlugu - 50 persentildeki deger) / standart sapma)

formildyle hesaplanmis ve boylarin normalden ne kadar saptigi belirlenmistir.

3.3.2. Serumda Bulunan IGF1, IGFBP3, IGFBP5 ve ALS Protein Diizeylerinin

Analizi

Calismada yer alan tim katilimcilardan 5 ml periferal kan alinarak serum
izolasyonu yapilmis, IGF1 ve IGFBP3 dizeyleri antikor kapli (coated tube) IRMA,
IGFBP5 ve ALS duzeyleri ise ELISA teknigi ile analiz edilmistir. Analizler igin serum ve
solUsyonlar oda sicakhigina getirilmistir. 4 tip 1l SMA hastasinin ¢calismaya gec dahil

olmasi nedeniyle bu hastalarda IGFBP5 analizleri yapilamamistir.
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Periferik Kandan Serum izolasyonu

1. Serum toplama tiiptine (Becton Dickinson) 5 ml kan alinmistir.

2. Kan oda sicakhginda 45 dk bekletilmistir.

3.1300 G ve + 4°C sicaklikta tupler 10 dk santrifiij edilmistir.

4. Santriflij sonunda seffaf sari renkli olarak tist fazda toplanan serum, miktarina
gore 4 ayri tipe 100-150 pl hacimde bolinmistir. Tapler arastirilacak her
parametre igin hasta bilgisi ve tarih belirtilerek etiketlenmis, kalan serum yeni bir
tlpe aktarilarak yedek olarak saklanmistir.

Serum oOrnekleri analiz tarihine kadar -80°C dondurucuda saklanmis ve

tekrarlayan dondurup ¢ézdirme islemlerinden kacinilmistir.

IGF1 Diizeyinin Analizi

1. Liyofilize kalibratorler ve kontrol serumu kitte belirtilen oranda dH,0 eklenerek
sulandiriimistir. 30 dk bekledikten sonra nazikge pipetleme yapilarak asagida

verilen kontrol ve kalibrator konsantrasyonlari elde edilmistir.

Kontrol serum: 308-508 ng/ml
Kalibrator 0: 0 ng/ml
Kalibrator 1: 25 ng/ml
Kalibrator 2: 81 ng/mll
Kalibrator 3: 280 ng/ml
Kalibrator 4: 543 ng/ml
Kalibrator 5: 1219 ng/ml

2. Yikama sollisyonu 1:20 sulandiriimigtir.

3. Serbest IGF1 elde etmek amaciyla 25 pl kontrol ve analiz edilecek olan serum
orneklerinin Gzerine 500 ul ayirma sollisyonu eklenmistir.

4. Vorteksle karistirilarak 1 saat galkalayicida inklbe edilmistir.

5. Kalibrator, kontrol ve analiz edilecek serum orneklerinden 50 upl alinarak
monoklonal fare antikoru ile kapl tiiplere koyulmustur.

6. 300 ul iyot 125 isaretli monoklonal anti-fare antikoru eklenmistir.
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7.350 rpm calkalayicida 1 saat inkiibe edilmistir.
8. 2 ml yikama soliisyonu ile 2 kez yikanmistir.

9. Gama okuyucuda analiz yapilarak konsantrasyon belirlenmistir.
IGFBP3 Diizeyinin Analizi

1. Liyofilize kalibratorler ve kontrol serumu kitte belirtilen oranda dH;O ile
sulandiriimis, 10 dk bekledikten sonra nazikce pipetlenerek asagidaki kontrol ve

kalibrator konsantrasyonlari elde edilmistir:

Kontrol serum: 3.57-5.95 ng/ml
Kalibrator 0: 0 ng/ml

Kalibrator 1: 2.10 ng/ml
Kalibrator 2: 5.40 ng/ml
Kalibrator 3: 21.70 ng/ml
Kalibrator 4: 54 ng/ml
Kalibrator 5: 110 ng/ml

2. Analiz edilecek serum orneklerinden 10 ul alinarak, 1:50 oraninda sulandirilmistir.
Kontrol ve kalibratorler sulandiriimamustir.

3. 50 ul serum o6rnegi, kalibrator ve kontrol serumu kegi-poliklonal antikoru ile kapli
tuplere koyulmustur.

4. 200 ul iyot 125 isaretli poliklonal antikor eklenmistir.

5. 180 rpm calkalayicida 18-24 saat inkiibe edilmistir.

6. 3 ml yikama soliisyonu ile 3 kez yikanmistir.

7. Gama okuyucuda analiz yapilarak konsantrasyon belirlenmistir.
IGFBP5 Diizeyinin Analizi

1. Yikama tamponu dH;0 ile 1:25 oraninda sulandirilmistir.

2. Standart tUpune 100 pl 6rnek sulandirma solUsyonu eklenerek 10 ng/ml
konsantrasyonda ana stok elde edilmistir.

3. 15 dk oda sicakhginda bekletildikten sonra tlp nazikce alt Ust edilerek

karistiriimistir.
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4. 1:2 seri dilisyon yapilarak asagida belirtilen konsantrasyonlarda standartlar elde
edilmistir:

Standart 0: 0 ng/mll
Standart 1: 0.156 ng/ml
Standart 2: 0.312 ng/ml
Standart 3: 0.625 ng/ml
Standart 4: 1.25 ng/ml
Standart 5: 2.5 ng/ml
Standart 6: 5 ng/ml

5.Serum  ornekleri sulandirma solisyonu kullanilarak  1:200 oraninda
sulandiriimistir:

-5 pl serum ve 45 pl sulandirma soltisyonu karistirilarak 1:10 dilisyon yapilmistir.
- 15 pl bu serum o6rneginden ve 285 ul sulandirma soliisyonu karistirilarak 1:20
dilisyon yapilmistir.

6. Sulandiriimis serum oOrnekleri ve standartlar (100 pl) deney planina goére 96
kuyucuklu mikroplakada ilgili kuyucuklara eklenmistir.

7.37 °C’de 2 saat inklbe edilmistir.

8. inkiibasyon siiresi doldugunda mikroplaka ters cevrilerek kuyucuklardaki sivi
bosaltilmistir. Whatman kagidina birka¢ kez sertce vurularak sivi kalmadigindan
emin olunmustur.

9. Biotin antikoru biotin sulandirma sollisyonu ile 1:100 oraninda sulandiriimis, 100
ul eklenmistir.

10. 37 °C'de 1 saat inklbe edilmisgtir.

11. inkiibasyonun son 15 dakikasinda HRP-avidin, HRP-avidin sulandirma soliisyonu

kullanilarak 1:100 oraninda sulandiriimistir.

12. inkiibasyon siiresi doldugunda 200 ul yikama tamponuyla 3 kez yikama

yapilmistir.

13. Yikama sonrasi kalan sivinin uzaklastirilabilmesi icin mikroplaka ters cevrilerek
whatman kagidina bir ka¢ kez vurulmustur.

14. 100 pl HRP-avidin eklenmistir.
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15. 37 °C'de 1 saat inklbe edilmistir.

16. 200 pl yikama tamponuyla 5 kez yikama yapilmistir.

17. 90 pl tetrametil benzidin eklenmistir.

18. 37 °C’'de karanhk ortamda 15-30 dk inkiibe edilmistir.

19. 50 pl durdurma soltisyonu eklenmistir.

20. 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda absorbans okunarak konsantrasyon

belirlenmistir.
ALS Diizeyinin Analizi

1. Yikama tamponu dH,0 ile 1:20 oraninda sulandirilarak hazirlanmistir.

2. Standart tlplerinin (Standart A-F) her birine 1000 pl sulandirma tamponu
eklenerek standartlar hazirlanmistir. 15 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra
hafifce vorteksle karistirilarak asagida belirtilen konsantrasyonlarda standartlar

elde edilmistir:
Standart A: 0 ng/ml

Standart B: 1.5 ng/ml
Standart C: 6.25 ng/ml
Standart D: 12.5 ng/ml
Standart E: 25 ng/ml
Standart F: 40 ng/ml

3. Serum ornekleri serum sulandirma tamponu ile 1:150 oraninda sulandirilmistir.

Hafifce karistiriimistir.

4. Liyofilize haldeki kontrol 1 ve kontrol 2 etiketli serumlar 250 ul serum sulandirma
tamponu ile sulandirilarak hazirlanmistir. 15 dk oda sicakhginda bekletildikten
sonra koplirtmeden vorteksle karistirilmistir. Serum sulandirma tamponu ile 1:
150 oraninda sulandiriimistir.

5. ALS antikoru antikor sulandirma tamponu ile 1:50 oraninda sulandiriimistir.

6. 50 ul antikor deney planina gore 96 kuyucuklu mikroplakanin ilgili kuyucuklarina

koyulmustur.
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7. Mikroplakanin A sirasina sirasiyla 50 pl standartlar, kontrol 1 ve kontrol 2

serumlari eklenmistir.

8. Analiz edilecek olan serum o&rneklerinden 50 ul alinarak ilgili kuyucuklara

koyulmustur.

9. Mikroplakanin Uzeri kapatilarak oda sicakliginda 350 rpm c¢alkalayicida 2 saat

inkiibe edilmistir.

10. 350 pl yikama tamponuyla 5 kez yikama yapilmistir.

11. inkiibasyon siiresi doldugunda mikroplaka ters cevrilerek yikama tamponu
dokilmistir. Whatman kagidina birkac kez sertce vurularak sivi kalmadigindan
emin olunmustur.

12. 100 pl enzim konjugati eklenmistir.

13. Oda sicakhiginda 350 rpm galkalayicida 30 dk inklbe edilmistir.

14. 350 pl yikama tamponuyla 5 kez yikama yapilmistir.

15. 100 pl substrat solliisyonu eklenmistir.

16. Oda sicakhginda, karanlik ortamda 30 dk inkiibe edilmistir.

17. 100 pl durdurma solisyonu eklenmistir.

18. 30 dk icinde 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda absorbans okunarak

konsantrasyon belirlenmistir.

Testler arasi (inter-assay) varyasyonu onlemek amaciyla ornekler ayni
calismada analiz edilmistir. Testlerin glivenilir olmasi icin kontrol serum, standart ve
kalibrator degerlerin beklenen aralikta sonug vermesi ve kabul edilebilir bir standart
egri cizmesi gerekmektedir. Analizler sonucu elde edilen coefficient variation (167)

degerinin kitlerin kabul edilen sinirlari igerisinde olmasi beklenmektedir.

IGF1 ve IGFBP3 dizeylerinin yas ve cinsiyete gore degisik dagihm gosterdigi,
bilinmektedir. Bu nedenle nomogramlar kullanilarak IGF1 ve IGFBP3 sonugclari yas ve
cinsiyete gore normalize edilmis, standart sapma degerleri hesaplanmis ve

istatistiksel analizler bu degerler lizerinden yapilmistir. Standart sapma degerlerinin
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-2’nin  altinda olmasi  konsantrasyonun ciddi derecede disik oldugunu
gostermektedir. IGFBP5 ve ALS diizeyleri bireyler arasinda normal dagilim gosterdigi

icin bu hesaplamalara gerek duyulmamistir.

3.3.3. istatistiksel Degerlendirme

Serumda yapilan analiz sonuglari Statistical Package for Social Sciences
(SPSS, v10) programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Spearman,
Ki-kare ve Mann-Whitney U testleri kullanilarak veriler analiz edilmis ve P<0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.3.4. SMA Hastalarinin iskelet Kas Hiicrelerinde Lokal Olarak Sentezlenen
IGF1, IGF2, IGFBP5 ve IGF1R Protein Diizeylerinin Arastirilmasi

Lokal olarak sentezlenen IGF1, IGF2, IGF1R ve IGFBP5 proteinleri sivi
nitrojende dondurulmus ve -80°C’de saklanan arsivlenmis vastus lateralis kas
biyopsilerinden alinan 7 um kalinligindaki kesitlerde IF boyama teknigi ile analiz
edilmistir. Boyamalar kesitler alindiktan sonra ayni giin icinde bekletilmeden
gercgeklestirilmis ve kullanilan antikora bagh olarak degisen bloklama, primer ve

sekonder antikor uygulamalari asagida belirtilmistir.

1. Fiksasyon basamagi:

e (Oda sicakhginda 30 dk bekletilen kesitlerin etrafi hidrofobik bariyer
olusturmak icin kalemle (Pap pen) cizilmistir. Oda sicakligina getirilmis olan % 4
paraformaldehit (pH: 7.2) dokunun Gzerini kaplayacak sekilde uygulanmistir.

e 15 dk oda sicakhginda inkiibe edilmistir.

e 2kez 10 dk 1X PBS tamponu (pH: 7.3) ile yikama yapilmistir.

2. Permeabilizasyon basamagi:
e Dokunun Gzerini kaplayacak sekilde % 0.2 Triton X 100 iceren 1X PBS

tamponu eklenmistir.
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e 5dk oda sicakhginda inkiibe edilmistir.

e 3 kez 5 dk 1X PBS tamponu ile yikama yapilmistir.

3. Bloklama basamagi:

e IGF1, IGF2 ve IGFBP5 analizleri igin; % 0.1 Tween 20 iceren 1X PBS
tamponu ve % 10 hacim oraninda BSA (0.1 gr/ml) karistirilarak hazirlanan bloklama
solliisyonu dokunun Uzerine uygulanmistir.

e IGF1R analizi i¢in; % 0.1 Tween 20 igceren 1X PBS tamponu, % 10 hacim
oraninda BSA (0.1 gr/ml) ve % 10 hacim oraninda kegi serumu karistirilarak
hazirlanan bloklama sollisyonu dokunun Gzerine uygulanmistir.

e 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

e Lam bir pegetenin Uzerine dik tutulup nazik¢e bir kag¢ kez vurularak

bloklama sollisyonu uzaklastiriimistir.

4. Primer antikor uygulamasi:

e IGF1 analizleri igin; % 0.1 Tween 20 iceren 1X PBS tamponu igerisine %
10 hacim oraninda BSA (0.1 gr/ml) ve 7 pg/ml konsantrasyonda primer antikor
(kegi) eklenmistir.

e IGF2 analizleri igin; % 0.1 Tween 20 iceren 1X PBS tamponu igerisine %
10 hacim oraninda BSA (0.1 gr/ml) ve 5 pug/ml konsantrasyonda primer antikor
(kegi) eklenmistir.

e IGFBP5 analizleri igin; % 0.1 Tween 20 iceren 1X PBS tamponu icerisine
% 10 hacim oraninda kegi serumu ve 16 ug/ml konsantrasyonda primer antikor
(fare) ekle eklenmistir.

e IGF1R analizleri icin; % 0.1 Tween 20 iceren 1X PBS tamponu icerisine %
10 hacim oraninda kegi serumu ve 1/50 dilisyon oraninda primer antikor (tavsan)
eklenmistir.

e Negatif kontrol olarak degerlendirilecek olan dokunun Uzerine primer
antikor yerine 1X PBS tamponu eklenmistir.

e +4°C’de gece boyu inkibe edilmistir (16.5 saat).
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e 3 kez 10 dk 1X PBS tamponu ile, distik hizda calkalayici kullanilarak

yikama yapilmistir.

5. Sekonder antikor uygulamasi:

e IGF1 ve IGF2 analizi i¢in; % 0.1 Tween 20 iceren 1X PBS tamponu
icerisine % 10 hacim oraninda BSA (0.1 gr/ml) ve 1/1000 diltisyon oraninda tavsan-
anti-keci AF488 sekonder antikoru eklenmistir.

e IGFBP5 analizi i¢in; % 0.1 Tween 20 iceren 1X PBS tamponu igerisine %
10 hacim oraninda BSA (0.1gr/ml) ve 1/1000 diltisyon oraninda kegi-anti-fare AF488
sekonder antikoru eklenmistir.

e IGF1R analizi igin; % 0.1 Tween 20 igeren 1X PBS tamponu igerisine % 10
hacim oraninda goat serumu ve 1/1000 diliisyon oraninda kegi-anti-tavsan AF488
sekonder antikoru eklenmistir.

e 30 dk oda sicakhginda inkiibe edilmistir.

e 3 kez5 dk 1X PBS tamponu ile yikama yapilmistir.

6. DAPI uygulamasi:

e 5 mg/ml konsantrasyonundaki DAPI ara stogundan 1 pl alinmis ve 2000
ul dH,0 icerisinde dilisyon yapilmistir (1/2000).

e 1 dk oda sicakhginda inkiibe edilmistir.

e 1kez5 dk dH;0 ile yikama yapiimistir.

7. Kesitlerin Gzerinin kapatilmasi:

e Kesitler tamamen kuruduktan sonra Uzerine oda sicakligina gelmis olan
kapatma sollsyonu eklenmistir.

e Lamel 45° aciyla tutularak, hava kabarcigl olusturmadan lamin lzerine
kapatiimistir.

e Hava almamasi icin lamelin etrafi seffaf oje ile kapatiimistir.

e 1 saat oda sicakhiginda bekletildikten sonra kesitler 1sik almayacak

sekilde +4°C’de saklanmistir.
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IGF1 ve IGF1R Antikorlaniyla Es IF Boyama Protokolii

1. Fiksasyon basamagi:

e Oda sicakhginda 30 dk bekletilen kesitlerin etrafi hidrofobik bariyer
olusturmak icin kalemle (Pap pen) gizilmistir. Oda sicakligina getirilmis olan % 4
paraformaldehit (pH: 7.2) dokunun Uzerini kaplayacak sekilde uygulanmistir.

e 15 dk oda sicakhginda inkiibe edilmistir.

e 2 kez 10 dk 1X PBS tamponu (pH: 7.3) ile yikama yapilmistir.

2. Permeabilizasyon basamagi:

e Dokunun uzerini kaplayacak sekilde % 0.2 Triton X 100 igceren 1X PBS
tamponu solisyonu eklenmistir.

e 5 dk oda sicakhginda inkiibe edilmistir.

e 3 kez5 dk 1X PBS tamponu ile yikama yapilmistir.

3. Bloklama basamagi:

e % 0.1 Tween 20 iceren 1X PBS tamponu % 10 hacim oraninda BSA (0.1
gr/ml) karistirilarak hazirlanan bloklama sollisyonu dokunun lizerine uygulanmistir.

e 1 saat oda sicakliginda inktbe edilmistir.

e Lam bir pecetenin Uzerine dik tutulup nazik¢e bir kag¢ kez vurularak

bloklama sollisyonu uzaklastiriimistir.

4. IGF1 ve IGF1R primer antikor uygulamasi:

e % 0.1 Tween 20 igeren 1X PBS tamponu igerisine % 10 hacim oraninda
BSA (0.1 gr/ml), 7ug/ml konsantrasyonda IGF1 primer antikoru (kegi) ve 1:50
oraninda IGF-1R primer antikoru (tavsan) eklenmistir.

e Negatif kontrol olarak degerlendirilecek olan dokunun {izerine primer
antikor yerine 1X PBS tamponu eklenmistir.

e +4°C’de gece boyu inklbe edilmistir (16.5 saat).
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e 3 kez 10 dk 1X PBS tamponu ile, distik hizda calkalayici kullanilarak

yikama yapilmistir.

5.1GF1 ve IGF1R sekonder antikor uygulamasi:

e IGF1 analizi igin; % 0.1 Tween 20 iceren 1X PBS tamponu igerisine % 10
hacim oraninda BSA (0.1 gr/ml) ve 1/1000 dilisyon oraninda tavsan-anti-kegi (AF
488) sekonder antikoru eklenmistir.

e 30 dk oda sicakhginda inkiibe edilmistir.

e 3 kez5 dk 1X PBS tamponu ile yikama yapilmistir.

e IGF1R analizi igin; % 0.1 Tween 20 iceren 1X PBS tamponu igerisine % 10
hacim oraninda kegi serumu ve 1/1000 diliisyon oraninda kegi-anti-tavsan (AF 568)
sekonder antikor eklenmistir.

e 30 dk oda sicakhginda inkiibe edilmistir.

e 3 kez5 dk 1X PBS tamponu ile yikama yapilmistir.

6. DAPI uygulamasi:

e 5 mg/ml konsantrasyonundaki DAPI stogundan 1 ul alinmis ve 2000 pl
dH20 igerisinde dillisyon yapiimistir (1/2000).

e 1 dk oda sicakhginda inkiibe edilmistir.

e 1kez5 dk dH;0 ile yikama yapiimistir.

7. Kesitlerin Gzerinin kapatilmasi:

e Kesitler tamamen kuruduktan sonra Uzerine oda sicakligina gelmis olan
kapatma sollsyonu eklenmistir.

e Lamel 45° acgiyla tutularak, hava kabarcigi olusturmadan lamin lzerine
kapatiimistir.

e Hava almamasi icin lamelin etrafi seffaf oje ile kapatiimistir.

e 1 saat oda sicakhginda bekletildikten sonra kesitler 1sik almayacak

sekilde +4°C’de saklanmistir.
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3.3.5. IF Boyama Sonuglarinin Degerlendirilmesi

IF boyama yapilan kesitler boyama yapildiktan bir giin sonra upright floresan
mikroskobu (Zeiss Axioplan 2 ve Nikon Eclipse E400) ile gorintilenmistir. Boyama
sonuglari proteinin dokudaki yerlesimi, yayginligi ve boyanma yogunlugu agisindan
degerlendirilmis, SMA hastalari, saghkli bireyler ve farkli néromiskiler hastaliga
sahip bireylere ait kas dokulari arasinda karsilastirilmistir. Ayrica her bireye ait kas

kesitleri kendi icerisinde de degerlendirilerek yorumlanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Serumda Bulunan IGF1, IGFBP3, IGFBP5 ve ALS Protein Diizey

Analizleri

15 SMA hastasi ve 18 kontrol bireyin serumlarinda bulunan IGF1, IGFBP3,
IGFBP5 ve ALS proteinlerinin diizeyi arastirilmis, sonuglar hastalara ait klinik
bilgilerle ve antropometrik verilerin degerlendirme sonuglariyla birlikte Tablo 4.1'de

verilmistir.



Tablo 4.1. SMA hastalari ve kontrol grubuna ait klinik, antropometrik veriler ve serum analiz sonuglari.
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- SIVIN2 kopya _ .
o Yas oy [ '9°2!' I malnatrisyon| sma sayisi IGF1 IGFBP3 | IGFBP3 IGFBps | Asit-labil
No Cinsiyet (ay) sss agirhk duzeyi Tipi = (ng\ml) IGF1 SSS (ng\ml) sss (ng\ml) subunit
oz zon | Ekzon g g = (nrg/ml)
7 8
HASTA
1 Kiz 11 1,56 | 117 — I 2 2 45,48 —0,2 3228,2 0,91 1520 78,21
2 Erkek 72 1,87 | 144 — 1 2 2 86,36 -0,97 2362,1 ~0,97 2680 55,45
3 Kiz 10 0,71 74 orta 1 2 2 30,05 -1 2480,5 0,14 4640 50,77
a Erkek 1 -1,25 70 orta 1 SA SA 39,38 ~0,7 1368,5 -1,96 200 38,17
5 Kiz 3 —0,93 70 orta 1 2 2 8,29 -3,13 1614,1 -1,21 3860 29,92
6 Kiz 12 ~0,1 83 hafif 1 2 2 33,79 ~0,72 1605,8 -1,32 4800 40,87
7 Erkek 7 _3,5 102 — 1 2 2 13,9 —2,5 883,6 —a 1826 12,76
8 Kiz 6 -1,07 75 hafif 1 2 2 66,2 0,53 2581 0,32 232 50,91
S Erkek 5 —0,51 82 hafif 1 2 2 6,17 —a,14 872,94 ~4,09 566 13,28
10 Erkek 60 -1,75 | 103 — 1 a a 26,94 -2,46 2464,2 ~0,36 1520 43,89
11 Kiz 66 —0,91 88 hafif 1 2 2 121,44 o 3026,8 o 3400 78,51
12 Erkek 65 -1,51 80 hafif 1 2 3 49 -1,57 1793,4 -1,62 | vapilamad: 41,56
13 Erkek 89 _5,5 86 hafif T 2 2 131,9 0,36 2709,9 —0,42 | vapilamad: 67,39
14 Erkek 57 _3,7 118 — T 3 3 105,76 1 3082,9 0,64 | vapilamadi 68,25
15 Erkek 81 —2,7 200 — 1 2 3 85,5 ~0,85 1981 -1,57 |vYapilamad: 52,05
KONTROL
1 Erkek 60 0,36 121 — 98,91 -0,08 3464,1 0,98 5500 74,34
Kiz 68 1,28 104 — 67,44 -1,07 3311,2 0,31 1233,82 69,22
3 Kiz 63 1,34 120 — 173,97 0,69 3067,8 0,19 1330,93 74,67
a Kiz 3 6 100 — 30,05 —0,91 1935,7 ~0,64 682,29 38,28
5 Erkek 66 0,3 105 — 162,51 0,83 2691,8 —0,09 1210,99 67,94
6 Kiz 67 1,4 110 — 220,59 0,94 2683,3 —0,21 1287,22 72,21
7 Erkek 57 0,36 105 — 56,77 -1,08 2004,2 ~1,17 810,01 45,44
8 Kiz 12 —0,45 89 hafif 75,21 0,69 3317,1 1 1108,49 62,19
) Erkek 7 1,84 84 hafif 35,52 “1 2433 0,31 847,39 48,54
10 Erkek is 0,96 114 — 64,52 0,08 1930,9 ~0,7 820,33 46,02
11 Erkek 21 ~0,2 o8 — 112,89 1,3 2211,6 ~0,02 919,04 51,56
12 Erkek 5 0,34 109 — 47,09 ~0,36 1754,1 ~1,11 634,62 35,6
13 Erkek 6 ~0,5 151 — 58,14 [5) 2875,8 0,93 1040,21 58,36
14 Kiz 12 ) 106 — 32,71 —0,77 1916,6 ~0,65 594,51 33,35
15 Erkek 17 1,3 110 — 48,65 ~0,37 2167,3 ~0,15 909,74 51,04
16 Kiz 13 0,67 o4 — 37,15 ~0,55 1660,6 -1,33 701,81 39,37
17 Erkek 77 ~0,3 o4 — 122,92 0,5 2529,2 ~0,58 1090,57 61,18
18 Kiz =) 2,7 87 hafif 104,6 1,23 3293,3 1 1281,51 71,89

SSS: Standart sapma skoru, SA: Sonug alinamayan 6rnek.
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Analizler sonucunda IGF1 standart sapma skorunun hastalarda kontrol
grubuna gore anlaml derecede distk (medyan -0,85 ve -0,4; p= 0,033), IGFBP5
diizeyinin ise anlamh derecede yiksek (medyan 1826 ve 979,6; p= 0,049) oldugu
belirlenmistir. Ozellikle 5, 7, 9 ve 10 numarali 4 hastada IGF1 standart sapma
skorunun -2’den daha disiik degerlerde olmasi dnemli bulunmustur (Sekil 4.1. A ve
C). IGFBP3 standart sapma skoru ve ALS diizeyinin ise hastalarda kontrole gore daha
dusiik oldugu (IGFBP3 medyan -0,97 ve -0,12; IGFBP5 medyan 50,77 ng/ml ve 54,96
ng/ml) belirlenmis, ancak fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 4.1. C,

D).



43

IGF1 SSS*
IGFBP5 (ng/ml)
E & E B

i

4. -

T

Kontrol grubu SMA hastalar Kontrol grubu SMA hastalan

1 p=0.62 80- P03

(ng/ml)

Asit labil subiinit

IGFBP3 SS5*

Kontrol grubu SMA hastalari Kontrol grubu SMA hastalari

Sekil. 4.1. SMA hastalari ve kontrol grubunda IGF ailesi Gyelerinin serum analizi. A.
IGF1 B. IGFBP5 C. IGFBP3 D. ALS. Mann-Whitney U, p < 0,05 anlaml

kabul edilmistir. *aykiri degeri, SSS* standart sapma skorunu géstermektedir.
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SMA hastaliginin ciddiyetiyle IGF sistemi elemanlarinin dizeyi arasindaki
iliskinin arastirilmasi amaciyla analiz sonuglari tip | ve tip Il SMA hastalari arasinda
karsilastinilmistir (Sekil 4.2). Tip | SMA hastalarinin serum IGF1, IGFBP3 ve ALS
diizeylerinin tip Il hastalara gore daha diisik oldugu belirlenebilmis olsa da bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ayrica, tip | hastalara ait degerlerdeki
varyasyonun tip Il hastalara gére daha yuksek oldugu, IGF1 dizeyi distk olan
hastalarin IGFBP3 ve/veya ALS diizeylerinin de diistik oldugu dikkat cekmistir. Dort
tip Il SMA hastasinin ¢alismaya ge¢ dahil olmasi nedeniyle IGFBP5 dlzeyi yalnizca 2
tip Il SMA hastasinda (# 10 and 11) belirlenebilmis, bu nedenle IGFBP5 diizeyini

tipler arasinda karsilastirmak midmkin olmamustir.



24 p=0.328

IGF1 SSS*

24 1

4+ . -

IGFBP3 SSS*
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p=0.607

TipISMA  Tip Il SMA

90+ p=0.088

Asit labil subiinit
(ng/ml)

204 _]-

TipISMA  Tip Il SMA

TipISMA  TiplISMA

Sekil 4.2. Serum IGF1, IGFBP3 ve ALS dizeylerinin tip | ve tip Il SMA hastalari
arasinda karsilastiriimasi. A. IGF1 B. IGFBP3 C. ALS. Mann-Whitney U, p
< 0,05 anlamli kabul edilmistir. SSS*: Standart sapma skoru.

SMA hastalarinda gorilen serum IGF1 diizeyi distkliginin buylime geriligi

veya malnitrisyona bagl olabilecegi disiinilerek calisma grubunda yer alan

cocuklar bu acidan degerlendirilmistir. Boy standart sapma skorlari hesaplandiginda

kontrol bireylerde boy kisaligina rastlanmazken, hastalarda yaygin oldugu (% 47)

gorilmustlir. Beklendigi sekilde malnitrisyon orani SMA hastalarinda kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek (sirasiyla % 60 ve % 17, ki-
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kare, p= 0,010) bulunmustur. Ayrica malnitrisyon hesaplamalarinda kullanilan ideal
agirlik yizdelerinin hastalarda kontrole goére anlaml derecede distik (p= 0,031)
oldugu belirlenmis, 9 SMA hastasinin altisinda hafif, Uglinde orta siddette
malnitrisyon goriliirken, 3 kontrol bireyde yalnizca hafif malnitrisyon oldugu
saptanmistir. Bu degerlendirmeler sonucunda istatistiksel analizler hastalarda IGF1
disikliglnin malnitrisyon ya da blylime geriligiyle iliskili olmadigini gbstermistir

(Sekil 4.3).

IGF1 SSsS*

Malniitrisyon olmayan Malnﬂtrisfonu olan
SMA hastalarn SMA hastalari
Sekil 4.3. IGF1 diizeyinin malnitrisyonla karsilastiriimasi (Mann-Whitney U, p < 0,05
anlaml kabul edilmistir). ° isareti aykiri degeri, SSS* standart sapma
skorunu gostermektedir.
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4.2. iskelet Kas Hiicrelerinde Lokal Olarak Sentezlenen IGF1, IGF2, IGFBP5

ve IGF1R Protein Analizleri

SMA hastalari ve kas biyopsisinde patolojik bulgu saptanmayan saglikh
bireylere ait arsivlenmis iskelet kas biyopsilerinde IGF1, IGF2, IGFBP5 ve IGF1R
proteinlerinin IF boyama sonuglarinin 40X objektifle cekilen mikroskobik gorintileri

sekil 4.4-4.7 arasinda verilmistir.

Arastirilan kas kesitlerinin arsiv materyali olmasi nedeniyle butinlGgin iyi
korundugu, atrofik/hipertrofik liflerin bir arada oldugu ve aralarindaki boyanma
farkinin gosterilebildigi 6rnek fotograflar secilmistir. Bu nedenle asagida verilmis

olan sekillerde farkli SMA hastalarina ait 6rnek gérintiler bulunmaktadir.
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Sekil 4.4. Saglikh birey (K1) ve SMA hastalarina (H1-H5) ait kas biyopsi kesitlerinde
IGF1 IF boyama gorintileri. Yesil: IGF1, Mavi: DAPI, ¢ekirdek boyamasi,
hasta ve kontrol bireyde 6rnek olarak verilmistir.
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K1/DAPI

Sekil 4.5. Saglikli birey (K1) ve SMA hastalarina (H1, H2, H5-H7) ait kas biyopsi
kesitlerinde IGF1R IF boyama goriintuleri. Yesil: IGF1R, Mavi: DAPI,
cekirdek boyamasi, hasta ve kontrol bireyde 6érnek olarak verilmistir.
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K2/DAPI

H2/DAPI »
- N

-

Sekil 4.6. Saglikh birey (K2) ve SMA hastalarina (H2, H3, H5-H7) ait kas biyopsi
kesitlerinde IGF2 IF boyama gorintuleri. Yesil: IGF2, Mavi: DAPI,
cekirdek boyamasi, hasta ve kontrol bireyde 6rnek olarak verilmistir.
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Sekil 4.7. Saglikh birey (K3) ve SMA hastalarina (H1-H3, H6, H7) ait kas biyopsi
kesitlerinde IGFBP5 IF boyama goriintileri. Yesil: IGFBP5, Mavi: DAPI,
cekirdek boyamasi, hasta ve kontrol bireyde 6rnek olarak verilmistir.
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IF boyama yapilan kas kesitlerinin beklendigi gibi saglikh bireylerde
normotrofik liflerden, SMA hastalarinda ise atrofik, hipertrofik ve normotrofik

liflerden olustugu gorilmustir. Analiz sonuglari degerlendirildiginde:

e IGF1, IGF2, IGFBP5 ve IGF1R proteinlerinin kas liflerinde sarkoplazma,
sarkolemma ve cekirdek cevresinde noktasal ya da cizgisel olarak bulunduklari,
IGFBP5’in ek olarak ECM’de yerlesim gosterdigi belirlenmistir.  SMA hastalari ve
saglikli bireyler arasinda yerlesim farki olmadigi gosterilmistir.

e Saghkli bireylere ait kas kesitlerindeki boyama yogunlugu SMA

hastalariyla karsilastirildiginda iki grup arasinda belirgin bir fark dikkat cekmemistir.

e Ancak, SMA hastalarina ait kas biyopsi orneklerinde atrofik liflerin
hipertrofiklere oranla daha yogun boyandigi tespit edilmistir. Bu durumun hastalar
arasinda ve ayni hastaya ait kesitin farkli alanlarinda degiskenlik gosterdigi dikkat

cekmistir.

Elde ettigimiz sonucglarin SMA hastaligina ozgilliginin arastirilmasi
amaciyla, LGMD, DMD, tip 2 lif atrofisi gorilen kas distrofisi ve CFTD hastalarina ait
6 kas biyopsi O6rnegi hasta-kontrol grubu olarak arastirmaya dahil edilmistir (Bkz.
tablo 3.2). SMA hastalarinin kas dokusunda tip 2 lif atrofisi oldugu bilinmektedir. Kas
distrofisinde SMA’ya benzer olarak tip 2, konjenital lif tipi oransizligl hastaliginda ise
tip 1 lif atrofisi goralur. Hasta-kontrol grubunun ¢alismaya dahil edilmesiyle SMA
hastalarinin atrofik liflerinde gorilen IF boyanma o6zelliginin SMA hastaligina
0zgllligunln aragtirilmasinin yani sira, tip 2 liflere 6zgi bir durum olup olmadiginin
arastirilmasi mimkin olmustur. IGF1, IGF2, IGFBP5 ve IGF1R proteinlerinin IF
boyama sonuglarinin 20X objektifle ¢ekilen mikroskobik goriintileri sekil 4.8-4.11’de

verilmistir.
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Sekil 4.8. Hasta-kontrol grubuna ait kas biyopsi kesitlerinde IGF1 IF boyama
goriuntileri. A. LGMD B. DMD C. Tip 2 lif atrofisi goriilen kas distrofisi
D. CFTD.



Sekil 4.9. Hasta-kontrol grubuna ait kas biyopsi kesitlerinde IGF1R IF boyama
goriuntileri. A. LGMD B. DMD C. Tip 2 lif atrofisi gorilen kas distrofisi
D. CFTD.
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Sekil 4.10. Hasta-kontrol grubuna ait kas biyopsi kesitlerinde IGF2 IF boyama
goruntileri. A. LGMD B. DMD C. Tip 2 lif atrofisi goriilen kas distrofisi
D. CFTD.
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Sekil 4. 11. Hasta-kontrol grubuna ait kas biyopsi kesitlerinde IGFBP5 IF boyama
goriintuleri. A. LGMD B. DMD C. Tip 2 lif atrofisi gortilen kas distrofisi
D. CFTD.

LGMD, DMD, tip 2 atrofisi gorilen kas distrofisi ve CFTD hastalarina ait IF
boyama sonugclari degerlendirildiginde IGF sistemi elemanlarinin SMA hastalari ile
benzer yerlesim gosterdigi ve bu hastalarin atrofik liflerinin de hipertrofiklere gore
daha koyu boyandigi gézlenmistir. Bu durum atrofik liflerde hastalik patogenezinden
ve atrofiye ugrayan lif tipinden bagimsiz olarak IGF sistemi elemanlarinin sentezinin

arttigini gostermistir.
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IGF1 proteini etkisini IGF1 reseptorine baglanarak gesitli hicre igi sinyal
yolaklarinin uyarilmasiyla gostermektedir. Bu nedenle hiicrelerde IGF1 ve IGF1
reseptoriiniin es yerlesim gostermeleri beklenmektedir. iki proteinin birlikteligini
gostermek amaciyla SMA hastalari, saglikh bireyler ve hasta-kontrol grubuna ait kas
biyopsi orneklerinde IGF1-IGF1R es boyamalari yapilmis (Sekil 4.12- 4.16), IGF1 ve

IGF1R proteininin es yerlesim gosterdigi belirlenmistir.
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IGF1/IGFIR

Sekil 4.12. Saglikh bireye ait kas biyopsi kesitinde yapilan IGF1-IGF1R es IF boyama
gorintileri. Gortntilemede 20 X objektif kullanilmistir.
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Sekil 4.13. SMA hastasina ait kas biyopsi kesitinde yapilan IGF1-IGF1R es IF boyama
goruntileri. Goruntilemede 20 X objektif kullanilmistir.
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Sekil 4.14. LGMD hastasina ait kas biyopsi kesitinde yapilan IGF1-IGF1R es IF
boyama gorintileri. Gorlintlilemede 20 X objektif kullaniimistir.
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IGF1/IGF1R

Sekil 4.15. DMD hastasina ait kas biyopsi kesitinde yapilan IGF1-IGF1R es IF boyama
goruntileri. Goruntilemede 20 X objektif kullanilmistir.
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Sekil 4.16. CFTD hastasina ait kas biyopsi kesitinde yapilan IGF1-IGF1R es IF boyama
goruntileri. Gortntilemede 20 X objektif kullanilmistir.
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5. TARTISMA

Blylime ve gelisme igin 6nemli olan IGF'ler normal fizyolojik slregleri
kontrol etmenin yani sira patolojilerle de iliskilendirilmis olan pleiotropik biyliime
faktorleridir. Cesitli néromduskiler hastaliklarda IGF sistemi regilasyonundaki
bozukluk motor néron ve kas hiicreleri Gzerindeki glgli trofik destegin azalmasina
neden olarak hastaliklarin patolojisiyle iligskilendirilmektedir (116, 147). Bu
bakimdan, motor néron dejenerasyonu ve kas atrofisi goriilen SMA hastalarinda
daha once detayli olarak calisiimamis olan IGF sisteminin arastiriimasi 6nem

tasimaktadir.

Farkh klinige sahip SMA hastalarina ait plazma 6rneklerinde yapilmis olan
biyobelirte¢ calismalari ve Anabilim Dali’'mizda tip | ve tip Il SMA hastalarina ait
fibroblast hiicrelerinde yapilmis olan transkriptom c¢alismalari incelendiginde ortak
bulgu olarak IGFBP’lerin ifadesinde tiplere gore farklilik oldugu dikkat cekmistir (16).
Ayrica SMA’ll hayvan modellerinde; 1. serum IGF1 ve IGFBP3 diizeylerinin digik
olmasi (39, 40), 2. kasa 0zgll IGF1 ifade artisinin SMA’da gorilen kas patolojisini
dizeltebilmesi (110), 3. SMN proteini ve IGF1 diizeyleri arasinda korelasyon
oldugunu gosteren ¢alismalar SMA hastaliginin patogenezinde IGF sisteminin etkisi
olabilecegini diisindirmustir (39, 54, 169, 170). Kas ve motor néron hiicrelerindeki
anabolik etkileri ve literatlirde bulunan galismalar dogrultusunda SMA hastalarinda
gorilen fenotipik cesitlikle IGF ailesi Uyelerinin diizeyi arasinda iliski olabilecegi
hipotezi kurulmustur. Bu tez ¢alismasi kapsaminda SMA hastalarinda IGF ve IGF
baglayici proteinlerin karacigerden sentezlenerek seruma verilen sistemik diizeyleri
ve lokal olarak iskelet kasindaki sentezleri ilk kez detayli olarak arastirilmis ve

hastalik fenotipindeki ¢esitlilikle iliskisi incelenmistir.

Sistemik dlzeyin belirlenmesi icin serum o6rnekleri kullanilarak yapilan
analizlerde 15 SMA hastasi (9 tip | ve 6 tip Il) ve 18 kontrol bireyde serumda bulunan
temel IGF ailesi Uyeleri olan IGF1, IGFBP3, IGFBP5 ve ALS proteinlerinin diizeyi IRMA
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ve ELISA teknikleriyle arastiriimistir. Sonuglar degerlendirildiginde, SMA hastalarinda
kontrol grubuna gore IGF1 standart sapma skorunda istatistiksel olarak anlamli
diisme, IGFBP5 diizeyinde ise anlamli yiikselme oldugu gorilmustir. IGFBP3 ve ALS
protein dizeylerinin ise hastalarda daha diisiik oldugu saptanmakla birlikte bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Elde edilen sonuglar SMA hastalarinda IGF

sistemi reglilasyonunun bozuk olduguna isaret etmistir.

SMA hastalarinda IGF1 dusutklagu gorilmekle birlikte ozellikle 5, 7 ve 9
numarali tip | ve 10 numarali tip Il SMA hastasinda IGF1 standart sapma skorunun
-2’ nin altinda olmasi, bu hastalarda IGF1 takviyesi gerektirecek kadar ciddi diizeyde
IGF1 diislisi oldugunu gostermektedir. SMA hastalarinda IGF1 disuklGgunin primer
ya da sekonder nedenleri olabilir (171). Beslenme IGF1 regiilasyonunda rol alan en
onemli faktorlerden birisi olarak kabul edilmektedir (172). SMA hastalarinda iskelet
kas atrofisi ve beslenme problemlerine baglh olarak malnitrisyona sik
rastlanmaktadir. Bu nedenle g¢alismaya yalnizca malnitrisyonu olmayan hastalarin
dahil edilmesi mimkin olamamistir. Calisma grubunda yer alan bireylerin beslenme
dizeyleri analiz edildiginde hastalarin % 40’inda hafif ve % 20’sinde orta dizeyde
malnitrisyon oldugu goriliirken kontrol bireylerin % 17’sinde hafif malnitrisyon
oldugu belirlenmistir. istatistiksel analizler IGF1 disiikliginin malnitrisyonla iliskili

olmadigini géstermistir.

IGF1 dizeyinin diger regiilatorleri, dolasimda IGF1’e baglanarak ikili
kompleks olusturan IGFBP3 ve IGFBP5 proteinleri ile bu kompleksin stabilitesini
saglayan ALS proteinidir (19, 127, 173). Tez calismasindan elde edilen sonuclar
IGFBP5 diizeyinin hastalarda kontrollere gore istatistiksel olarak anlaml arttigini,
IGFBP3 ve ALS dizeyindeki diiststin ise anlaml olmadigini géstermistir. Amyotrofik
lateral skleroz hastaliklarinda IGFBP5 dizeylerinin yiliksek oldugu literatiirde
bildirilmistir (34, 38). Bu ¢calismalarda da belirtildigi gibi, SMA hastalarinda saptamis
oldugumuz artan IGFBP5’in serbest IGF1’lere baglanarak onlarin IGF1R’(ine

baglanmasini engelleyip kas ve motor néron patolojisine etki edebilecegi



65

distndlmustir. SMA hastalarinin ALS dizeyindeki azalma anlamli olmamasina
ragmen bireysel olarak degerlendirildiginde 7 ve 9 numarali tip | SMA hastalarindaki
disukluk dikkat gekici bulunmustur. Bu hastalarda ALS proteininin yani sira IGF1 ve
IGFBP3 dizeylerinin de ciddi derecede disik oldugu, dogumdan sonraki ilk 2 ay
icerisinde hastalik belirtilerini gosterdikleri ve mekanik solunum destegi alan diger
hastalara goére daha erken donemde (5 aylik) bu destege ihtiyac duyduklari
gorllmustlir. Hastalarda saptadigimiz ALS eksikliginin ikili kompleks stabilitesini
bozarak IGF1 ve |IGFBP3 konsantrasyonunda azalmaya neden oldugu
dislintlmektedir (19, 173). Benzer bulgular SMA fare modellerinde yapilan
calismalarda da bildirilmistir (39, 40).

IGF sistemi elemanlarinin dizeyi ile SMA hastalarinda gorilen fenotipik
cesitlilik arasindaki iliski, klinik olarak birbirinden farkl olan tip | ve tip Il hastalar
birbiriyle karsilastirilarak arastirlmistir. istatistiksel olarak anlamli olmasa da
hastalik ciddiyetiyle paralel olarak IGF1, IGFBP3 ve ALS dizeylerinin tip | hastalarda
tip Il'lere gore daha diistik oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde Millino ve ark. (161)
SMA hasta kasinda vyaptiklari transkriptom calismasinda IGF/PI3K/Akt yolagi
elemanlarinin ifadesinin hastalik ciddiyetine gore degisiklik gosterdigini bildirmistir.
Bu nedenle tip | ve tip Il SMA hastalari arasinda saptamis oldugumuz farklihgin
istatistiksel olarak anlamli olmasa bile biyolojik olarak anlamli olabilecegi ve IGF
sistemi ile klinik ciddiyet arasindaki iliskinin kesinlesebilmesi i¢cin daha fazla sayida

hastada arastirma yapilmasinin faydal olacagi diisinilmustir.

Sistemik  IGF1  tedavisinin SMA fare modelinde motor ndéron
dejenerasyonunu azaltarak motor fonksiyonlarda iyilesme, kas atrofisinde azalma,
vlcut agirhgr ve 6mir uzunlugunda artis sagladigl gosterilmistir. Kas ya da motor
néronlara uygulanan tedavilere gore sistemik IGF1 uygulamasinin SMA’da periferal
dokularda gorilen patolojilerin de iyilesmesini saglayarak yuiksek fayda gosterdigi
bildirilmistir (55). SMA hastaliginda IGF sisteminin kapsamli olarak anlasilabilmesi

icin serumda bulunan IGF sistem elemanlarinin yani sira lokal sentezin de
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arastirilmasi 6nemlidir. Lokal sentez, hastalarin motor néron hiicrelerine ulagsmak
mumkiin olmadigi icin arsivlenmis kas biyopsi orneklerinde IF boyama teknigi ile
arastirilmigtir. Calisma kapsaminda IGF1 ve IGF2 kas gelisimi, farklilasmasi ve hasar
sonras! rejenerasyonda rol almalari, IGFBP5 kasta ifade olan temel IGF baglayici

protein olmasi ve IGF1R’(i IGF sinyalizasyonundaki rolii nedeniyle analiz edilmistir.

IF boyama calismalari sonucunda, arastirilan proteinlerin cekirdek periferi,
sarkoplazma ve sarkolemmada noktasal ya da gizgisel olarak yerlesim gosterdikleri
belirlenmis, kontrol bireyler ve SMA hastalari arasinda hiicre igi yerlesim
bakimindan farkliik saptanmamistir. Atrofi diizeyinin hastalar arasinda ve ayni
hastaya ait doku kesitlerinde degiskenlik gosterdigi gozlenmistir. Boyanma
yogunlugu bakimindan histolojik olarak birbirinden farkl olan saglkli ve SMA hasta
kasi arasinda belirgin bir farkllik dikkat cekmezken, SMA hastalarinda atrofik liflerin
hipertrofiklere gére daha koyu boyandigi belirlenmistir. Bu durumun SMA’ya
0zgulliginln arastiriimasi icin SMA hastaligi disinda tip | ve tip Il lif atrofisi gorilen
néromuskiler hastalik (DMD, LGMD, CFTD ve tip Il lif atrofisi) gruplari galismaya
dahil edilmistir. SMA ile benzer sekilde IGF sistemi elemanlarinin sentezinin atrofik
liflerde hipertrofiklere gore artis gostermesi, bu durumun hastalik patogenezinden
ve atrofiye ugrayan lif tipinden bagimsiz olarak kas atrofisi durumunda gorilen

ortak bir cevap oldugunu gostermistir.

Kas kitlesi anabolik ve katabolik sinyaller arasindaki dengeyle korunmaktadir.
Anabolik sinyallerin azalmasi ya da denervasyon nedeniyle uzun sireli katabolik
sinyaller kas atrofisine neden olmaktadir (174-176). IGF1’in iskelet kas blylimesinin
pozitif regilatori oldugu, kasa 6zglil olarak ifadesi arttirildiginda protein sentezi ve
hipertrofiyle ilgili sinyal yolaklarini indlklerken, protein yikimi ve apoptozla ilgili
yolaklari baskilayarak atrofiyi onleyebildigi bilinmektedir (24, 177-179). IGF2 ise
miyoblast proliferasyon ve sag kaliminda rol almasinin yani sira kas farklilasmasinda
onemli rol oynamaktadir (111, 112, 180). Bu bilgiler 1siginda atrofik kas liflerinde

saptamis oldugumuz IGF1 ve IGF2 artisinin sag kalim, rejenerasyonu uyarmak,



67

hipertrofi saglamak ya da kasi innerve eden motor néronlarin korunmasi amaciyla

gerceklestigi disinilmektedir.

insan primer kas kiiltiriinde IGF1 uygulamasinin IGFBP5 sentezini arttirdig
bildirilmistir (181). Kastan sentezlenen IGFBP5 farklilasma sirasinda hem kendi
ifadesi hem de |IGF2 ifadesini arttirarak kas farklilasmasinda 6nemli rol
oynamaktadir (180). Bu tez calismasinda atrofik liflerde yogun olarak gorilen
IGFBP5’in diger IGF sistemi elemanlarindan farkh olarak ekstraselller alanda da
yerlesimi oldugu saptanmistir. IGFBP5’in ECM proteinleri ile baglanmasi sonucu
IGF’lere olan ilgisinin azaldigi, IGF'lerin serbest kalarak IGF1R’Unl uyardigl ve
boylece IGFBP5’in hiicre yizeyinde IGF1R’line yakin bir IGF havuzu olusturdugu
bilinmektedir (136). Bu bilgiler 1siginda, néromuskiiler hastaliklardan olusan ¢alisma
grubunda gozledigimiz IGFBP5 artisinin kas hiicrelerinin sag kalimini sagladigi, IGF2

sentezini uyardigi ya da IGF etkisini arttirdigi seklinde yorumlanmistir.

Kas biyopsi orneklerinde arastirilan diger bir IGF ailesi Uyesi ise IGF1R’uUddr.
Atrofik liflerde IGF1’in yani sira IGF1R’Unlin de artis gosterdigi saptanmistir. Tez
calismasinda yapmis oldugumuz es boyamalar sonucunda IGF1 ve IGF1R’(inlin
birlikte yerlesim gosterdigi belirlenmistir. SMA hayvan modelleri, amiyotrofik lateral
skleroz ve Alzheimer gibi hastaliklarda iskelet kasi ve merkezi sinir sisteminde IGF1R
artisi daha once yapilmis ¢alismalarda gosterilmistir (34, 36, 110, 157, 161, 164,
182). IGF1R sentezindeki artisin nérodejeneratif hastaliklar icin ortak patolojik bir
bulgu olabilecegi ve IGF1R’linlin kismi inaktivasyonunun SMA’lI farelerde hastalik
fenotipini iyilestirip yasam siirelerini uzattig bildirilmistir (164). ilginc olarak Biondi
ve ark. (164) SMA’lI fare omurilik dokusunda yaptiklari ¢alismalarda IGF1R artiginin
hangi sinyal vyolaginin uyarilacaginin belirleyicisi oldugunu ve néronlarin
korunmasini saglayan PI3K/Akt yolagi yerine ERK yolagini aktive ettigini gdstermistir.
Bu durum SMNZ2 tranksripsiyonunun baskilanmasina neden olan Elk-1in
transkripsiyon faktorini aktive ederek hastalik fenotipini negatif olarak

etkilemektedir. Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda atrofik kas liflerinde saptadigimiz
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IGF1R artisinin néromuskuler hastaliklarda ortak goriilen ve hastalik patolojisine etki
eden bir faktor olabilecegi dislintilmistir. 2016 yilinda yapilan bir baska calismada
IGF1 ve IGF1R dilzeyi kadar reseptoriin sinyal iletimini gerceklestirmesinin de
onemli oldugu gosterilmistir (183). Denervasyon nedeniyle ortaya c¢ikan kas
atrofisinde, kas kitlesinin negatif regiilatori olan myostatin yolagl elemanlarinin
biriktigi ve boylece IGF1 dizeyi normal olsa bile sinyal iletimini engelledigi

gorilmustlr (183).

Serumda ve kasta bulunan IGF dizeylerinin analizleri birlikte
degerlendirildiginde SMA hastalarinda sistemik ve lokal IGF regilasyonun bozuldugu
belirlenmistir. Sistemik IGF1 diizeyindeki ciddi azalma pleiotropik etkileri nedeniyle
IGF1’in hedefledigi bir cok periferal doku ve organi etkileyebilecegi icin énemli bir
bulgudur. Bu nedenlerle bu tez calismasi IGF1 ve regilatorlerinin hastalardaki
sistemik diizeyinin analiz edilmesinin dnemini ortaya koymustur. Ayrica, atrofik kas
liflerinde IGF sistem elemanlarinin artisinin c¢alistigimiz farkli néromuskiler
hastaliklar arasinda ortak bir bulgu olmasi bu durumun hastaliga 6zgll olmayan,
atrofi durumunda gorilen bir cevap oldugunu gostermistir. Bu nedenle artisin
molekiler etki mekanizmasinin arastirilmasi kas atrofisinin daha iyi anlasiimasini
saglayarak yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesine yardimci olacaktir. Noromdskiler
hastaliklarda kaybedilen motor néronlarin yerine koyulmasi mimkin olmadigi icin
kasin rejeneratif kapasitesinin hedeflenmesinin tedaviyi destekleyici bir faktor

olabilecegi disiniilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuglar

e Serumda yapilan analizler sonucunda:

— IGF1 dizeyinin SMA hastalarinda kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli derecede disik, IGFBP5 diizeyinin ise anlamli derecede yiksek oldugu
belirlenmistir.

— ALS ve IGFBP3 diizeylerinin hastalarda daha distk oldugu saptanmis ve
bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

— IGF1 diizeyi 3/15 tip | ve 1/15 tip Il SMA hastasinda -2 SSS’nun altinda
kalarak IGF1 takviyesi gerektirecek kadar diisiik bulunmustur.

— statistiksel analizlerle IGF1 diisiikligiiniin malnitrisyonla iliskili olmadig
gosterilmistir.

— Tip | ve tip Il SMA hastalari karsilastirildiginda IGF1, IGFBP3 ve ALS
dizeylerinin agir seyreden tip | hastalarda digerlerinden daha disik oldugu
belirlenmistir. Bu diistkliik, istatistiksel olarak anlamli olmasa da hastalik ciddiyetiyle
uyumlu bulunmustur.

e Arsivlenmis kas biyopsilerinde yapilan analizler sonucunda:

— IGF1, IGF2, IGFBP5 ve IGF1R proteinlerinin SMA hastalari ve kontrol
bireylerde sarkoplazma, sarkolemma ve c¢ekirdek cevresinde yerlesim gosterdigi
belirlenmistir.

— IGFBP5’in ECM’de de yerlesim gosterdigi saptanmistir.

— Boyanma dizeyinin hastalar arasinda ve ayni hastaya ait kesitin farkli
alanlarinda degiskenlik gosterdigi belirlenmistir.

— Analiz edilen tim proteinlerin SMA hastalarinin atrofik kas liflerinde
hipertrofiklere gére daha yogun boyandigi saptanmistir.

— DMD, LGMD, CFTD ve tip 2 lif atrofisi gorllen hastalarda SMA’ya benzer
sekilde atrofik liflerdeki boyanmada artis oldugu gorilmustir.

— IGF1 ve IGF1R es boyamasi sonucunda iki proteinin birlikte yerlesim

gosterdigi belirlenmistir.
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— Atrofik liflerde IGF1, IGF2, IGFBP5 ve IGF1R proteinlerindeki artisin
hastaliga ya da atrofiye ugrayan lif tipine 6zgll olmadigi ve atrofi durumunda gérilen

bir cevap oldugu saptanmistir.

6.2. Oneriler

e Serumda bulunan IGF ailesi Uyelerinin diizeyi ve SMA’nin fenotipik
cesitliligi arasindaki iliskinin giclendirilmesi icin SMA hastalarinin farkh klinik
tiplerinden olusan daha buyilk bir grupta calisiimasi dnerilmektedir.

o Atrofik kas liflerinde IGF ve IGF1R sentezindeki artisin molekiiler etki
mekanizmasinin aydinlatiimasi icin IGF sinyal vyolaginda yer alan efektor
molekullerden Akt, ERK ve Foxo3a proteinlerinin aktivasyonunun SMA hastalarinda

arastirilmasi 6nerilmektedir.
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importantly, longitudinal data are not available. The aim of the present study
was 1o investigate the evolution of bone status in children with types 11 and 111
SMA, and to find possible correlations with the severity of motor function
impairment. In this prospective study twenty-seven children with types 11 and
111 SMA underwent a comprehensive evaluation of bone status and metabolism
gramean age of 37 months (range 15-108). Motor function was assessed by the
Hammersmith Functional Motor Scale Expanded (HFMSE) and the Upper
Limb Module (ULM). All the children®received 25-OH vitamin D plus
adustment of dietary caleium to the recommended dose after the first
assessment. They all underwent a follow up evaluation at a mean ape of 53
on between BMD values
and the HEMSE scores both at baseline and at follow up. Interestingly. only
high-functioning children showed an increase of the BMD similar to healthy
peers. To our knowledge. this is the first prospective longitudinal study
evaluating bone status in children with types 11 and 111 SMA, and its evolution
over time. This study confirms that children with SMA are at increased nisk for
bone fragility and osteoparosis. However, 25-OH vitamin D plus adjustment of
diewry calcium to the recommended dose can increase BMD, particularly in
children with higher motor function capacities. Further studies are needed to
imvestigate the mechanisms underlying the increased bone resorption, and
consequent bone fragility. in SMA,

months (range 29-132), We found a significant regre

hup:/idx.doi.org/10.10164.nmd.2016.06.072
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Exploring the microvascular abnormalities in a cohort ol pacdiatric
patients with spinal muscular atrophy

M. Seato | H. Zhou ', D. Thompsen . K. Howell ¥, ¥, Hong |, N. Imbrigiot
S Parson *. P Brogan ', F. Muntoni '

LCL Instinue of Child Health, London, UK. Great Ormond Street Hospital,
London, UK P UCL, London. UK: * University of Aherdeen, Aberdeen, UK

Microvascular abnormalities have been described in transgenic SMN
deficient mice models as well as in severe SMA patients. Alterations in specific
vascular-related factors have been also recently reported in patients. The aim of
this ongoing research is to study markers of endothehal injury (circulating
endothelial cells) and endothelial repair by isolation of endothelial progenitor
cells (EPC). together with the expression of angiogenic factors in patients. We
are also exploring the possibility of detecting microvascular abnormalities in
peripheral organs casily accessible in patients such as the retina and nail fold
beds 1o determine if these can provide information on integrity of the vascular
system. The retinal imaging for vascular mapping is carried out using an
OPTOS scanning laser ophtalmoscope camera able to capture ultra wide field
1200 degree) images of the fundus visualising bload vessels from the optic
nerve 1o the peripheral retina, A high resolution Optilia portable capillaroscopy
system is used to capture images of the nail fold capillary beds in the fingers of
patients. Parameters under evaluation are: capillary appearance. dimension.

2

density and presence of extravasation/micro-hacmorrhages. Eight patients have
been recruited so far: 4 with SMA 1 and 4 with SMA 111 In 7/8 peripheral
h\nnd sampling was also obtained to isolate EPC to perform an angiogenic
rray assay and angiogenic and endothelial imjury markers. We
have so far studied the retina in one patient with SMA 3 and conducted the nail
told capillaroscopy i one patient with SMA 2: in both cases images were
abtained for analy d the technigues we
help to address the characterisation of the microvasculature in SMA patients as
well as provide information on potentially new non-invasive biomarkers,

AAFS IICTO

s well tole

ated. This study will
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Prevention and treatment of scoliosis by Garches brace in
patients (non sitters) surviving thrmlgll childhood
R. Sausagnac-Quera . A Benezit . €. Monsaingeon !

ype 1 SMA
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Ravaiond

Respiratory insufficiency and scoliosis are very frequent complications in
children affected with spinal muscular atrophy (SMA) They may have life-
threatening consequences. especially i the most severe infants not able 1o
acquire sitting position (Tvpe | SMAL A subset of these patients, who have
most often acquired head support. present a less progressive and severe course
in the first year of life and may survive through childhood. We use for more than
30 years a brace in plexidur that does not intertere with pulmonary function
(G
of the study is to evaluate the use and efficacy of GB in the prevention and the
treatment of scoliosis in SMA ty

rches brace) in patients with early onset neuromuseular disorders. The aim

¢ | patients surviving through childhood. We

reviewed the charts of 102 patients with type | SMA followed in our center
between 1975 and 2009, 25
We collected and analvzed clinieal. radiological (Cobb angle in supine position|

atients were treated by Gl at least for three years.

and spirometric data. The GB was introduced @ mean age of 2 vears frange
S (S0 2,50 18 patients {72%) had

0,7-5.7) and was used for a mean of 1.6 yeu
surgical spinal Tusionata mean age of 12,3 vears (80 2.2 all with pelvic serew

e owias 46,7

fixation. The mean preoperative supime Cobb ar (range {F 857),

with one patient having 07, The lincar regression showed an increment of Cobb

angle of 247 per year in the series. 48% of the children were uble o attend
school and 64% drove their own wheelchair, Brice did not impuair respiratory
nction. G

effective tool to pr

chois brace is well tolerated i tvpe [ SMA patients and scems an
event and manage
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Serum IGFT and 1GFBP3 levels in SNA patients

A. Yesbek Kaymaz, A Bal, G Bora-Tatar. A Ozon, A
H. Topaloglu, H. Erdem-Yurter

Huceriepe University, Ankara, Trrkey

Alikasiloglu.

Spinal muscular atrophy is a neuromuscular discase caused by survival
motor neuron protein deficiency. Resulting from homosygous deletions or
mutations in survival of mator neuron 1 (SMN1) gene, SMA is characterized

by alpha motor neuron degeneration in the spinal cord and

SSIVe

skeletal muscle awophy. Insulin-like growth factor | (1GFT) 1s a [\L\‘lld\.
hormone expressed mainly in Iiver and required for normal growth and
development. It 1s known that IGFT is o neurotrophie factor and also has role
neration. 1GF]
is carried and regulated by insulin like growth fuctor binding protein 3
(IGFBP3). 1GF1
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in muscle development. size maintenance and repair after d

dysregulation was reported in several neurodegencrative
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and muscle degencration. as well as inerease m survival In this study we
daimed to investigate the scrum levels of 1GF! and 1GEBP3 in 13 SMA
pnmm» and 18 sex-ag
a

ge matched healthy controls by immunoradiometrie
The IGFI and 1GFBP3 data expressed as standard deviaion (819

scores. Our data revealed that mean [GF1 fevel was significantly decreased in
Sh
mean SD scores of 1GFT were

A patients s.‘mnp;ucd 10 control group (Mann Whitney test. p=0.03). The
109 and 0,004 for patients and control
group. respectively. Interestingly. 4 patients in our cohort had less 1GE] levels
than 2 SD. Although 1GFBP3 levels were lower in SMA patients than control
group. it was not statistically
patients had significantly low 1GED level and bring on possibiliey of 1G]
sereening and replacement in SMA

significant. Our results revealed that SMA
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EK-3: “20th Annual Spinal Muscular Atrophy Researcher Meeting”, 16-19 Haziran
2016, Anaheim CA, USA.

20th Annual Spinal Muscular Atrophy Researcher Meeting
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IGF system elements in SMA patients

Ayse Yesbek Kaymaz 1, Ayse Sevgi Bal 2, Gamze Bota-Tatar 1, Alev Ozon 3, Ayfer Alikasifoglu 3, Haluk Topaloglu 2, Hayat
Erdem-Yurter 1

1 Department of Medical Biology, Faculty of Medicine, Hacettepe University, Ankara, Turkey,
2 Department of Pediatrics, Neurology Unit, Faculty of Medicine, Hacettepe University Ankara, Turkey,
3 Department of Pediatrics, Division of Pediatric Endocrinology, Faculty of Medicine, Hacettepe University, Ankara, Turkey

Background: Insulin like growth factor 1 (IGF1) is a peptide hormone that is essential for motor neuron survival, skeletal
muscle growth and development. Serum 1GF1 is carried and regulated by IGF binding proteins (IGFBP} 3/5 and acid
labile subunit (ALS) protein. IGF system dysregulation was reported in several neurodegenerative diseases including
Amyotrophic lateral sclerosis, Spinal bulbar muscular atrophy and Alzheimer’s disease. The aim of the study was to
investigate the serum levels of IGF1, IGFBP3, IGFBP5 and ALS proteins in 15 SMA patients (9 Type I and 6 Type II) and 18
agefsex matched healthy controls. Immunocradiometric assay was performed to detect IGF1-1GFBP3 and enzyme linked
immunosorbent assay to detect IGFBP5-ALS protein levels.

Results: Serum IGF1 levels were found significantly low and IGFBP; levels were significantly high in SMA patients
compared to control group (Mann-Whitney test, p=0.033 and p=0.049, respectively). Type I patients had slightly lower
IGF: than type IL Increased IGFBPs levels in patients might be explained as compensation to low IGF1. In order to
investigate the underlying cause of the low IGF1 levels in patients, the study group was evaluated by the means of
malnutrition by CDC 2000 growth charts. The correlation analysis revealed no association between malnutrition and
low IGF-1 levels in patients (p= 1.00). IGFBP3 and ALS levels revealed no significant difference between patients and
control group.

Conclusions: In this study we investigated IGF system elements and found strikingly low IGF1 levels in SMA patients.
Further studies in different SMA types might be valuable to investigate the IGF1 role in SMA pathology.
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EK-4: “5th International Congress of Myology”, 14-18 Mart 2016, Lyon, Fransa.

In order to further investigate the role of SMN in muscle stem cell function, we characterized post-natal myogenesis of a Sevarg
mouse model of SMA (hRSMN2). We observed that reduced levels of SMN lead to an increased number of proliferating sg
(Pax7+MyoD+) associated with a decreased number of self-renewing SCs (Pax7+MyaD-) in SMA mice as compared tg
litermate controls. Conversely, overexpression of SMN by intramuscular SCAAVE-SMN1 injection in newborn wild-type mice
induced a strong increase of the quiescent SC pool and decreased fusion. '

These data suggest for the first time that SMN may be involved in the transition betwaen proliferative and quiescent states of
muscle SCs. Therefore, SMN levels may have to be tightly regulated for proper post-natal growth and SC peol constitution,
which could have major implications for the development of SMA gene therapy strategies.

SMA, Muscle, Muscle stem cells

~ Spinal muscular atrophy (including variants)- #4468

P24- 376- Skeletal muscle expression of insulin like-growth factor system elements in spinal muscular atrophy patients
Ay?e Ye?hek Kaymez (1), Beril Talim (2), Gamze Bora Tatar (1), Hayat Erdem Yurter (1)

1. Department of Medical Biology, Faculty of Medicine, Hacettepe University, ANKARA, Turquie

2. Department of Paediatrics, Pathology Unit, Faculty of Medicine, Hacettepe University, ANKARA, Turquie

Spinal muscular atrophy (SMA) is a childhood neuromuseular disease characterized by motar neuron degeneration in the spinal
cord and prograssive skeletal muscle atrophy. Survival of Motor Neuron 1 (SMN1) gene mutations and resulting SMN protein
deficiency cause the disease. Although ~84% of the patients have homozygous SMN1 exon 7/8 delstion type of mutations,
substantial variation is observed among patients in the degree of skeletal muscle atrophy. It is known that insulin-like growth
factor (IGF) system elements have role in skelstal muscle development, differentiation, regeneration after denervation and IGF
system dysregulation has been reported in mouse models of SMA. It was hypothesized that IGF system elements might affect
the degree of muscle weakness displayed in SMA patients. The aim of the study was to investigate the expression of [GF
system elements in SMA patients. For this purpose, immunoflorescence analyses were performed for IGF1, IGF2, IGFBP5
(insulin-like growth factor binding protein 5) and IGF1R (IGF1 receptor) proteins in the frozan skelstal muscle biopsy specimens
of 9 SMA patients, 4 healthy controls and 6 disease controls. The results revealed that immunostaining pattern was not different
between SMA patients, healthy or disease controls. More intense immunostaining was detected in atrophic fibers in the skeletal
muscle of SMA and other disease controls (including muscular dystrophy and fiber type disproportion) when compared to
hypertrophic fibers. The results should be further investigated for the underlying cause of the increased IGF system proteins in
the atrophic fibers In SMA and other muscle diseases.

Muscle atrophy, insulin-like growth factors, insulin-like growth factor binding proteins
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