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ÖZET 
 
Yeşbek  Kaymaz  A.  Spinal  Müsküler  Atrofi  Hastalığında  Görülen  Fenotipik 
Çeşitliliğin  İnsülin  Benzeri  Büyüme  Faktörleri  ve  Bağlayıcı  Protein  Düzeyleri  ile 
İlişkisi.Hacettepe Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Tıbbi Biyoloji Doktora Tezi, 
Ankara,  2017.  Spinal müsküler  atrofi  (SMA) motor  nöron  kaybı  ve  kas  atrofisi  ile 
karakterize, ağır  formunda bebeklik ve erken çocukluk döneminde ölümlere neden 
olan  bir  nöromüsküler  hastalıktır.  Hastalığa  survival  of  motor  neuron  1  (SMN1) 
genindeki  mutasyonların  neden  olduğu  bilinmesine  rağmen  fenotipik  çeşitlilik  ve 
hastalık  patogenezinde  rolü  olan  faktörler  net  olarak  anlaşılamamıştır.  İnsülin 
benzeri  büyüme  faktörleri  (IGF),  kas  ve  motor  nöron  hücrelerinin  sağ  kalımı, 
homeostasisi ve  tamiri  için kritik öneme  sahip pleiotropik büyüme  faktörleridir. Bu 
faktörlerin  fonksiyonları  göz  önüne  alındığında  SMA’nın  fenotipik  çeşitliliğini 
etkileyebilecekleri  hipotezi  kurulmuş,  tez  çalışması  kapsamında  kan  dolaşımında 
bulunan  ve  lokal  olarak  hasta  kasında  sentezlenen  IGF  ailesi  üyelerinin  düzeyleri 
araştırılmıştır.  15  SMA  hastası  ve  18  kontrol  bireyde,  serumda  bulunan  temel  IGF 
ailesi üyeleri olan  IGF1,  IGF bağlayıcı protein  (IGFBP) 3,  IGFBP5 ve asit  labil subunit 
(ALS)  proteinlerinin  düzeyi  immünoradyometrik  ve  enzim  bağlı  immünosorbent 
assay teknikleriyle analiz edilmiştir. Sonuçlar  istatistiksel olarak değerlendirildiğinde 
hastalarda  düşük  bulunan  IGF1    ve  yüksek  bulunan  IGFBP5  düzeylerinin  anlamlı 
olduğu  gösterilmiştir.  IGF1  standart  sapma  skorunun  hastaların  %27’sinde    IGF 
tedavisi  gerektiren  ‐2  değerinden  daha  düşük  olduğu  dikkat  çekmiştir.  Hasta 
grubunda  görülen  IGFBP3  ve  ALS  düzey  düşüklüğü  ise  istatistiksel  olarak  anlamlı 
bulunmamıştır.  IGF  ailesi  üyelerinin  SMA’da  görülen  fenotipik  çeşitlilikle  ilişkisi 
araştırıldığında  tip  I  hastaların  serum  IGF1,  IGFBP3  ve ALS  düzeylerinin  daha  hafif 
seyirli  tip  II  hastalara  oranla  düşük  olduğu  saptanmış,  biyolojik  anlamı  olabileceği 
düşünülen bu düşüş istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. 9 SMA, 4 sağlıklı ve 6 
SMA  dışında  nöromüsküler  hastalığı  olan  bireyin  kas  biyopsi  örneğinde  ise  IGF1, 
IGF2,  IGFBP5  ve  IGF1  reseptörü  proteinleri  immünfloresan  boyama  tekniği  ile 
araştırılmıştır.  Hastalar  arasında  ve  aynı  hastaya  ait  kesitin  farklı  alanlarında 
değişkenlik  göstermekle  birlikte  atrofik  liflerin  hipertrofiklere  oranla  daha  yoğun 
boyandığı tespit edilmiştir. SMA dışında nöromüsküler hastalığı olan diğer bireylere 
ait  kesitlerde  de  benzer  bulguların  gözlenmesi,  IGF  sistemi  üyelerinin  sentezinin 
hastalık  patogenezi  ve  atrofik  lif  tipinden  bağımsız  olarak  arttığı,  IGF 
regülasyonundaki  bozukluğun  hastalığa  özgül  olmadığı  ve  kas  atrofisi  durumunda 
görüldüğü şeklinde değerlendirilmiştir.  

Anahtar kelimeler: Spinal müsküler atrofi, IGF, IGFBP, IGF1R, asit labil subünit 
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ABSTRACT 
 

Yeşbek 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  I  patients  had  lower 
serum  IGF1,  IGFBP3  and  ALS  levels when  compared  to  type  II  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 
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1. GİRİŞ 

 
 

Omurilikte alfa motor nöron kaybı ve  ilerleyici kas atrofisi nedeniyle ortaya 

çıkan  ve  çocuk  ölümlerinin  önde  gelen  nedenlerinden  biri  olan  Spinal müsküler 

atrofi  (SMA),  otozomal  resesif  kalıtım  gösteren  bir  nöromüsküler  hastalıktır. 

Hastalığa  5.  kromozomda  yer  alan  survival  of motor  neuron  1  (SMN1)  genindeki 

homozigot delesyon ya da diğer mutasyonların neden olduğu survival motor nöron 

(SMN) proteini eksikliği sebep olmaktadır (1). SMN proteini sentezinin hiç olmaması 

yaşamla  bağdaşmazken,  SMA  hastalarında  SMN1’in  homolog  kopyası  olan  SMN2 

geni  tarafından  protein  sentezi  devam  etmektedir  (1,  2). Ancak  SMN2  geninin  7. 

ekzonunda  bulunan  tek  nükleotitlik  fark  nedeniyle  SMN  transkriptlerinin  büyük 

çoğunluğu  ekzon  7  içermemekte  ve  yalnızca %10  oranında  stabil  ve  fonksiyonel 

SMN  proteini  sentezlenebilmektedir  (3).  Bu  durum  hastalığın  ortaya  çıkmasını 

önlemek  için yeterli olmazken SMN2 gen kopya sayısıyla doğru orantılı olarak SMN 

proteini sentezinin artışı hastalık ciddiyetinin hafiflemesini sağlamaktadır (4‐6).  

SMA  hastalığının  nedeni  uzun  yıllardır  bilinmesine  rağmen  hastalığın 

moleküler  patolojisi  tam  olarak  aydınlatılamamıştır.  Hastaların  %95’inde  aynı  tip 

mutasyon bulunmasına rağmen  fenotipik çeşitliliğin yüksek olması ve SMN2 kopya 

sayısının bu durumu  açıklamak  için  yetersiz  kalması hastalık patogenezinde başka 

faktörlerin  rolü olabileceğini düşündürmektedir  (7‐9).  In vivo ve  in vitro çalışmalar 

SMA’da görülen  ilerleyici kas zayıflığının motor nöron dejenerasyonundan bağımsız 

olarak ortaya çıkabileceğini göstermektedir (10‐13). Bu nedenle SMA patogenezinin 

daha  iyi  anlaşılabilmesi  için  kas  dokuyu  hedefleyen  çalışmalar  önem  kazanmış  ve 

tedavide  motor  nöron  hedefli  moleküllerin  yanı  sıra  kas  hedefli  moleküller 

araştırılmaya başlanmıştır (14, 15). 

Farklı  kliniğe  sahip  SMA  hastalarına  ait  plazma  örneklerinde  yapılmış  olan 

biyobelirteç  çalışmaları  ve Anabilim Dalı’mızda  tip  I  ve  tip  III  SMA  hastalarına  ait 

fibroblast hücrelerinde yapılmış olan transkriptom çalışmaları (yayınlanmamış data) 

incelendiğinde  ortak  bulgu  olarak  insülin  benzeri  büyüme  faktörü  bağlayıcı 



	 2

proteinlerin (IGFBP) ifadesinde tiplere göre farklılık olduğu dikkat çekmiştir (16). Altı 

farklı  proteinden  oluşan  IGFBP’ler  (IGFBP1‐6)  insülin  benzeri  büyüme  faktörlerine 

(IGF1 ve  IGF2) yüksek afiniteyle bağlanarak  ikili kompleks yapılar oluşturmakta ve 

IGF’leri taşınmalarının yanı sıra, yarı ömürleri ve biyolojik aktivitelerinin kontrolünde 

rol  almaktadır  (17,  18).  Karaciğerden  sentezlenerek  dolaşıma  katılan  IGF’lerin 

IGFBP3  ya  da  IGFBP5  ile  oluşturdukları  komplekse,  asit  labil  subünit  (ALS) 

proteininin  katılması  hem  IGF  hem  de  IGFBP’lerin  stabilitesini  daha  uzun  süre 

korumalarını sağlamaktadır (19). 

IGF’ler  kas  ve motor nöron hücrelerinin  sağ  kalımı, homeostasisi  ve  tamiri 

için  kritik öneme  sahip olan pleiotropik büyüme  faktörleridir  (20‐25). Karaciğerde 

sentezlenip kan dolaşımına katılarak endokrin yolla fonksiyon görmelerinin yanı sıra 

lokal olarak kas dokusu ve motor nöronlar gibi periferal dokularda da sentezlenerek 

otokrin/parakrin  etki  gösterebilmektedirler  (18,  26,  27).  IGF’ler  IGF1  reseptörüne 

(IGF1R)  bağlanıp,  fosfatidil  inozitol  3  kinaz/protein  kinaz  B  (PI3K/Akt)  ve 

ekstraselüler  regüle  edici  kinaz  (ERK)  1/2  gibi  sinyal  yolaklarını  uyararak  hücre 

proliferasyonu, göç,  farklılaşma ve olgunlaşma gibi  farklı  süreçlerde  rol almaktadır 

(28, 29).  IGF eksikliği ya da  IGF1R  sinyal yolağının  regülasyonundaki bozuklukların 

büyüme  geriliği  ve  organ  sistemlerinde  gelişimsel  bozukluklara  yol  açtığı 

gösterilmiştir  (30). Güçlü  nörotrofik  ve miyotrofik  etkileri  nedeniyle  uzun  yıllardır 

nörodejeneratif  hastalıklar  için  dikkat  çekmiş  ve  amiyotropik  lateral  skleroz  ve 

Duchenne kas distrofisi (DMD) gibi nöromüsküler hastalıklarda IGF1 sinyal yolağının 

regülasyonunun  bozulduğu  bildirilmiştir  (31‐38).  SMA’da  ise  fare  modellerinde 

yapılmış  olan  kısıtlı  sayıdaki  çalışma  serum  IGF1  düzeyinin  düşük  olduğunu 

göstermiştir  (39,  40).  Ayrıca  IGF1  eksikliği  olan  fare  modellerinin  SMA’lı  fare 

modellerine benzer şekilde düşük doğum ağırlığına sahip oldukları, ciddi kas zayıflığı 

gösterdikleri ve doğumdan kısa süre sonra öldükleri bilinmektedir (39). 

Bu  veriler  ışığında  SMA  hastalarında  görülen  fenotipik  çeşitliliğin  IGF 

etkisinden  kaynaklanabileceği  düşünülmüştür.  Tez  çalışması  kapsamında 

karaciğerden  sentezlenerek  dolaşıma  katılan  ve  lokal  olarak  SMA  hasta  kasında 
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sentezlenen  IGF  ailesi  üyeleri  araştırılarak  hastalık  fenotipindeki  çeşitlilikle 

ilişkilendirilmesi  amaçlanmıştır.  Serum  örnekleriyle  yapılan  çalışmalarda,  15  SMA 

hastası ve 18 kontrol bireyde serumda bulunan  temel  IGF ailesi üyeleri olan  IGF1, 

IGFBP3,  IGFBP5  ve  ALS  proteinlerinin  düzeyi  immünoradyometrik  assay  (IGF1  ve 

IGFBP3  IRMA)  ve  enzim  bağlı  immünosorbent  assay  (IGFBP5  ve  ALS  ELISA) 

teknikleriyle analiz edilmiştir.  Kas biyopsi örneklerinde ise kasta sentezlenen temel 

IGF ailesi üyeleri olan  IGF1,  IGF2,  IGFBP5  ve  IGF1R proteinleri  immünfloresan  (IF) 

boyama tekniği  ile araştırılmıştır. Bu amaçla 9 SMA hastası, 4 sağlıklı birey ve SMA 

dışında  farklı  nöromüsküler  hastalığı  olan  6  bireye  ait  arşivlenmiş  kas  biyopsi 

örnekleri ile çalışılmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Spinal Müsküler Atrofi Hastalığı  

İlk kez Werdnig ve Hoffmann tarafından 1890’lı yılların başında tanımlanmış 

olan  SMA  otozomal  resesif  kalıtım  gösteren  nöromüsküler  bir  hastalıktır.  Çocuk 

ölümlerinin önde gelen sebeplerinden biri olan SMA hastalığına neden olan SMN1 

geni  Lefebvre  ve  ark.  (1)  tarafından  1995  yılında  5.  kromozom  üzerinde 

tanımlanmıştır.  SMN1  genindeki mutasyonlar  sonucu  ortaya  çıkan  SMN  proteini 

eksikliği,  omurilik  ve  beyin  sapında  α‐motor  nöron  kaybı  ile  proksimal  kaslarda 

ilerleyici  zayıflığa  neden  olmaktadır  (41).  İnsidansı  1/6000‐10000  olan  SMA 

hastalığının  taşıyıcı  frekansı etnik gruplar arasında değişkenlik göstermekle birlikte 

Avrupa’da  1:35  olarak  belirlenmiştir  (42,  43).  Ülkemizde  akraba  evliliği  oranının 

yüksek (% 21) olması, SMA hastalığına sık rastlanmasına neden olmaktadır (44). 

SMA  hastalık  ciddiyeti,  başlama  yaşı  ve  başarılabilen motor  fonksiyonlara 

göre  Uluslararası  SMA  Konsorsiyumu  tarafından  4  farklı  klinik  tipe  ayrılmaktadır 

(Tablo  2.1).  Ayrıca,  prenatal  gelişim  sırasında  ortaya  çıkan  ve  ciddiyeti  ağır  olan 

hastalar sınıflandırmada tip 0 olarak yer almaktadır (45, 46). 

 

Tablo 2.1. SMA hastalarının klinik sınıflandırılması (46). 

SMA 
Tipi 

Hastalığın  
başlama yaşı 

Başarılabilen motor  
fonksiyon 

Beklenen yaşam 
uzunluğu 

Beklenen 
SMN2 kopya 

sayısı 

0  Prenatal  Uterusta azalmış fetal 
hareket 

Doğumla birlikte 
ölüm  1 

I  < 6 ay  Desteksiz oturamama  < 2 yaş  2 

II  6‐18 ay  Desteksiz oturabilme  10‐40 yaş  3 

III  > 18 ay  Bağımsız yürüyebilme  Normal  3‐4 

IV  > 5 yaş  Normal yürüyebilme  Normal  > 4 
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Tip  I  ya da Werdnig‐Hoffman hastalığı  (MIM#253300),  SMA hastalarının % 

50‐60’ını oluşturan ağır SMA  tiplerinden biridir  (47, 48). Hastalar doğumdan sonra 

ilk  6  ay  içerisinde motor  nöronların %90’ından  fazlasını  kaybetmekte  ve  yalnızca 

%32’si 2  yaşına  kadar  yaşayabilmektedir  (49).  Tip  II  SMA  (MIM#253500) hastaları 

ortopedik  ve  solunumla  ilgili  destek  gerektiren  orta  derecede  ağır,  tip  III 

(MIM#253400)  hastalar  ise  daha  hafif  bir  fenotip  göstermektedir.  Tip  II  ve  tip  III 

SMA’da hastalık yavaş ilerlemekte ve hastalar nöromüsküler fonksiyonlarının her yıl 

%1’ini  kaybetmektedir  (50).  Tip  IV  SMA  (MIM#271150)  ise  erişkin  dönemde 

proksimal bacak kaslarında zayıflık görülen, daha hafif ve nadir rastlanan SMA tipini 

oluşturmaktadır (51).  

Günümüzde  SMA  tedavisinde  etkin  ve  yaygın  olarak  kullanılan  bir  ilaç 

bulunmadığı  için  hastalar  ortopedik,  beslenme  ve  solunum  müdahaleleri  gibi 

hastalık etiyolojisinden bağımsız, palyatif  (hafifletici) ve destekleyici multidisipliner 

yaklaşımlarla tedavi edilmeye çalışılmaktadır (52).  SMA hastaları için standart bakım 

protokolleri  geliştirilmesi  hastaların  yaşam  sürelerinin  uzamasına  yardımcı 

olmaktadır (53). Uzun süre takip edilen hastalarda karaciğer ve pankreas gibi farklı 

organ  sistemlerinde  de  patolojilerin  ortaya  çıkabildiği  gösterilmiş  ve  SMA 

multisistem  hastalığı  olarak  değerlendirilmeye  başlanmıştır  (54). Bu  nedenle  SMA 

tedavi stratejileri arasında hatalı genin düzeltilmesi ve SMN proteinin arttırılmasına 

yönelik  çalışmaların  yanı  sıra,  motor  nöron  dejenerasyonunu  önlemeye  ve  kas 

gücünün arttırılmasına yönelik  tedavilerin  sistemik olarak uygulanmasıyla periferal 

dokulardaki  patolojilerin  de  düzeltilmesi  hedeflenmektedir  (39,  55,  56).  2016  yılı 

sonunda klinik araştırma çalışmaları tamamlanan ve SMA tedavisinde etkili bulunan 

ilk molekül  olan  Spinraza  (Nusinersen),  SMA  hastaları  için  yakın  gelecekte  umut 

vaadetmektedir (FDA referans numarası: 4033305). 
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2.1.1. SMA Genetiği 

SMA  hastalarının %  95’inde  fenotipik  özelliklerden  bağımsız  olarak  SMN1 

geninde  homozigot  ekzon  7  ve  8  delesyonu,  %  5’inde  ise  çeşitli  intragenik 

mutasyonlar görülmektedir (1, 57). SMA lokusu 5. kromozomun uzun kolu üzerinde 

(5q11.2‐13.3) 500 kb’lık inverted segmental duplikasyon bölgesinde yer almaktadır. 

Yalnızca  primatlarda  meydana  gelen  duplikasyon  sonucunda  insanlarda  SMN1 

geninin  SMN2  adı  verilen  homolog  kopyası  ortaya  çıkmıştır  (58).  Aralarında  5 

nükleotitlik fark bulunan her iki gen de SMN proteini kodlamaktadır. SMN1 ile SMN2 

arasındaki  en  önemli  yapısal  farklılık  7.  ekzonun  6.  pozisyonunda  yer  alan  C840T 

transisyonudur  (Şekil 2.1)  (3).  Transisyon  sonucunda bu bölgede  yer  alan ekzonik 

splays  enhansır  (ESE)  dizisi  ortadan  kalkmakta  ve  sonuçta  SMN2  geni  tarafından 

kodlanan  transkriptlerin  büyük  çoğunluğu  ekzon  7  içermeyen  ve  stabil  olmayan 

SMN  proteini  sentezine  neden  olmaktadır  (59).  Genin  alternatif  işlenmesi 

sonucunda, ekzon 7  içeren SMN2 transkriptleri tarafından düşük oranda (% 10) da 

olsa  fonksiyonel SMN proteini sentezlenebilmektedir. Bu durum hastalığı önlemek 

için  yeterli  olmamakla  birlikte  artan  SMN2  kopya  sayısı  hastalık  fenotipinin  daha 

hafif olmasını sağlamaktadır (4‐6).   
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Şekil 2.1. SMN1 ve SMN2 genlerinin yapı ve ifadesinin şematik gösterimi (60). 

    Hastalığın  tipinden  bağımsız  olarak  SMA  lokusunda meydana  gelen  yeniden 

düzenlemeler  bireyler  arasında  SMN1  ve  SMN2  kopya  sayısının  farklılık 

göstermesine neden olmaktadır (61). SMN2 kopya sayısı hastalığın prognozuyla ilgili 

önemli bir biyobelirteç olarak kullanılmakta ve klinik ilaç araştırmalarında hastaların 

sınıflandırılması  amacıyla  değerlendirilmekte;  ancak  SMA’da  görülen  fenotipik 

çeşitliliği  açıklamak  için  tek  başına  yeterli  olamamaktadır  (46). Aynı mutasyon  ve 

aynı  sayıda  SMN2  kopya  sayısına  sahip  olmalarına  rağmen  hastalık  ciddiyeti 

birbirinden  farklı  olan  SMA  hastası  kardeşler  olduğu  bilinmektedir  (7,  62,  63). Bu 

durum  SMN2  dışında  hastalığın  ciddiyetini  etkileyen  başka  faktörler  olabileceğini 

düşündürmektedir.  Bu  faktörlerden  en  iyi  tanımlanmış  olanı  aktin  filamentlerinin 

düzenlenmesinde  rolü olan plastin 3 proteinidir. Plastin 3 kodlayan gen  ifadesinin 

nöronlar  üzerinde  koruyucu  etki  göstererek  SMA  fenotipini  hafifletici  etkisi 

olduğunu  bildiren  çalışmalar  yayınlanmıştır  (9,  64,  65).  2017  yılında  nöronal 

kalsiyum  sensörü  olan  nörokalsin  delta  SMA  patogenezini  etkileyen  yeni  bir 

düzenleyici  olarak  tanımlanmıştır  (66). Hastalık  fenotipi  üzerinde  etkili  olan  diğer 

faktörlerin  araştırılması  yeni  tedavi  hedefleri  belirlenmesi  açısından  önem 

taşımaktadır (46, 65).   
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2.1.2.SMN Proteininin Fonksiyonları 

38‐kDa  ağırlığındaki  SMN  proteini,  evrimsel  olarak  ökaryotlar  arasında 

korunmuş, gelişim aşaması ve doku tipine özgü ifade edilen ve organizma için hayati 

öneme  sahip  bir  proteindir  (67).  SMN  proteini  eksikliğinin  farelerde  yaşamla 

bağdaşmadığı gösterilmiştir (2).  

SMN  proteini  gemin  (gemin  2‐8)  ve  unrip  proteinleriyle  birlikte  büyük, 

multiprotein yapıdaki SMN kompleksini oluşturarak çekirdekteki gem bölgelerinde 

ve  sitoplazmada  bulunmaktadır  (68‐70).  SMN  proteininin  housekeeping 

fonksiyonları  küçük  nükleer  ribonükleer  proteinlerin  (snRNP)  biyogenezi,  mRNA 

işlenmesi  ve  nöron  hücreleri  gibi  polarize  hücrelerde  RNA  taşınması  olarak 

bilinmektedir  (71‐74).  SMN  kompleksi,  Sm  proteinleri  ve  küçük  nükleer  RNA 

moleküllerinin  (snRNA)  biraraya  gelerek  oluşturdukları  splicesome  kompleksi  RNA 

splaysında önemli  rol oynamaktadır  (75). Ancak  SMN’in bu proteinler dışında  çok 

sayıda  proteinle  ilişki  kuruyor  olması,  bilinenden  daha  farklı  fonksiyonlarının  da 

olabileceğini düşündürmektedir  (76). SMN proteini motor üniteyi oluşturan  iskelet 

kası, motor nöron ve nöromüsküler kavşakta  farklı  fonksiyonlar görmektedir  (Şekil 

2.2). Motor nöronlarda nörit uzaması, nöronal farklılaşma, aksonal yönelme ve aktin 

dinamiklerinin  düzenlenmesinde  rol  alırken,  eksikliği  nöromüsküler  kavşakta 

anormal uç plak morfolojisi, uç plak denervasyonu ve nörofilament birikimine neden 

olarak nöromüsküler kavşakta fonksiyon bozukluğuna yol açmaktadır (76‐78). SMN 

proteininin yukarıda bahsedilen yapılarda bulunmasının yanı sıra kas hücrelerindeki 

Z  disklerde  de  yer  alması  snRNP  biyogenezi  dışında  başka  fonksiyonlar  görüyor 

olabileceğini düşündürmektedir (79). 
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Şekil 2.2. SMN proteini eksikliğinin motor ünitedeki etkileri (80). 

SMN  proteininin  dokuya  özgü  ifade  profili  çok  iyi  anlaşılmamakla  birlikte 

beyin, böbrek, karaciğer ve omurilikte yüksek seviyede, iskelet ve kalp kasında orta, 

fibroblast ve lenfositlerde ise düşük seviyede ifade edildiği bilinmektedir (69). SMN 

proteininin  housekeeping  ya  da  hücre  spesifik  fonksiyonlarını  kaybetmesinin 

SMA’ya neden olabileceği hala aydınlatılamamış olan tartışmalı bir konudur (76). 

2.1.3. SMA Hastalığında Kas Patolojisi 

Nöromüsküler  hastalıkların  tanısında  kas  patolojisi  önemli  bir  kriterdir.  

Sağlıklı bireylere ait kas biyopsi örnekleri histolojik olarak değerlendiğinde birbirine 

benzer boyutlarda normotrofik  kas  liflerinden oluştukları,  SMA hastalarına  ait  kas 

biyopsilerinin  ise  grup  şeklinde  atrofik  ve  hipertrofik  kas  liflerinden  oluştuğu 

görülmektedir (Şekil 2.3). SMA hastalığının patogenezi uzun zamandır araştırılmakta 

ancak SMN eksikliği tüm dokularda meydana gelmesine rağmen neden motor nöron 

dejenerasyonu  ve  kas  atrofisi  ile  sonuçlandığı  halen  açıklanamamaktadır.  SMA’da 

görülen kas zayıflığının motor nöron dejenerasyonunun sekonder bir sonucu olduğu 

düşünülmüş  ve  araştırmalar  motor  nöron  patolojisinin  anlaşılması  üzerine 

yoğunlaşmıştır (81‐83).  
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Şekil 2.3. Sağlıklı birey ve SMA hastasına ait kas biyopsilerinde atrofik, hipertrofik ve 

normotrofik  liflerin hematoksilen‐eozin boyamasıyla gösterimi. A. Sağlıklı 
birey  B.  SMA  hastası. Mor: Hematoksilen,  çekirdek  boyanması,  Pembe: 
Eozin, sitoplazma boyanması. 

Bu  araştırmalar  sonucunda,  SMN  proteini  eksikliği  nedeniyle  snRNP 

biyogenezindeki aksamaların mo tor nöronlar  için önemli olabilecek bir grup genin 

işlenmesinde  hataya  neden  olduğu  ya  da  SMN  proteininin  akzon  spesifik 

fonksiyonlarını  yerine  getirememesi  sonucunda motor  nöronlarda  dejenerasyona 

neden  olabileceği  hipotezleri  öne  sürülmüştür  (83).  Ancak  son  yıllarda  kas 

zayıflığının motor nöron dejenerasyonundan bağımsız olarak ortaya çıkabildiğini ve 

kas hasarının hastalık patolojisine etki edebileceğini  gösteren  çalışmalardaki  artış, 

SMA hastalığında motor nöron dejenerasyonunun yanı sıra  iskelet kas patolojisinin 

anlaşılmasının da önemli olduğunu  göstermiştir  (10, 12, 14, 78,  84‐86).  SMA  fare 

modellerinde SMN proteininin iskelet kasında Z disklerde bulunduğu ve eksikliğinde 

Z  diskler  arası  mesafenin  bozulduğu  bildirilmiştir  (79).  Ayrıca,  hücre  kültürü 

modellerinde SMN proteininin miyogenez sırasında farklı proteinlerle  ilişki kurması 

ve eksikliğinde  kas büyümesi/farklılaşmasında hatalar oluşması  SMN’in  yapısal bir 

kas  proteini  olabileceği  gibi,  kas  gelişimi  ve  farklılaşmasında  önemli  rol 

oynayabileceğini de göstermektedir (12, 13, 79, 86‐88).  
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Ayrıca, denerve edilmiş kas dokusunda yapılan proteomik analiz sonuçlarıyla, 

denervasyonu  olan  SMA’lı  fare  kas  dokusundan  elde  edilen  proteomik  verilerin 

birbirinden  farklı  olduğu  gösterilmiştir  (87).  Bu  durum  SMA’da  motor  nöron 

dejenerasyonundan  bağımsız  bir  kas  patolojisinin  ortaya  çıktığını  göstermektedir. 

SMA’lı kas hücreleri sağlıklı motor nöron hücreleriyle birlikte kültüre edildiklerinde 

de motor nöronların bir süre sonra dejenerasyona uğraması SMA’da kas dokusunun 

patolojiye etkisi olabileceğini göstermektedir  (10). Bu çalışmalar SMA patolojisinin 

daha  iyi  anlaşılabilmesi  için  motor  nöron  dejenerasyonunun  yanı  sıra  karşılıklı 

etkileşimde  olduğu  kas  dokusunun  anlaşılmasının  ve  tedavi  için  birlikte 

hedeflenmesinin önemini vurgulamaktadır.  

2.2. İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü Ailesi 

İnsülin benzeri büyüme  faktörü  (IGF) ailesi normal büyüme ve gelişme  için 

temel  olan  IGF1  ve  IGF2  büyüme  faktörleri  ile  bu  faktörlere  yüksek  afiniteyle 

bağlanan 6 farklı IGF bağlayıcı protein (IGFBP1‐6) ve 2 reseptör proteinden (IGF1 ve 

IGF2  reseptörü) oluşmaktadır  (Şekil  2.4). Hücre  tipi  ve  canlının  gelişim  aşamasına 

göre  etkileri  değişkenlik  göstermekle  birlikte  IGF’ler  hücre  proliferasyonu,  sağ 

kalımı,  göçü  ve  metabolizması  gibi  farklı  fonksiyonları  uyarmaktadır  (89). 

Karaciğerden  sentezlenip  kan  dolaşımı  yoluyla  hedef  dokulara  ulaşarak  endokrin 

yolla etki göstermelerinin yanı sıra,  iskelet kası ve motor nöronlar gibi non‐hepatik 

periferal dokularda lokal ifade olarak otokrin/parakrin etki göstermektedir (26, 27). 

IGF’lerin  bu  fonksiyonları  IGF  bağlayıcı  proteinler  tarafından  düzenlenmekte, 

aktiviteleri ise IGF reseptörleri tarafından sağlanmaktadır (18). 
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Şekil 2.4. IGF ailesi üyeleri. 

2.2.1. İnsülin Benzeri Büyüme Faktörleri (IGF1 ve IGF2) 

İnsülin  ailesi  üyeleri  olan  IGF1  ve  IGF2  yaklaşık  7.6  kDa  ağırlığında  küçük 

polipeptit hormonlardır. Normal büyüme ve gelişme  için kritik  rol oynayan  IGF’ler 

fetal dönemde uterustaki besin durumuna ve endokrin koşullara göre dokuya özgül 

olarak, postnatal dönemde ise büyüme hormonu (GH) stimülasyonuna cevap olarak 

sentezlenmektedir (90). İnsülin ve diğer peptit hormonların aksine depolanmaksızın 

tüm  doku/hücre  tiplerinde  sürekli  olarak  ifade  edilmektedirler.  IGF1  ya  da  IGF2 

knockout  farelerde  doğum  ağırlığının  sırasıyla %  40  ve %  60  oranında  azaldığı  ve 

doğumdan sonra kısa süre içinde farelerin öldüğü gösterilmiştir (91, 92). Uzun yıllar 

karaciğer  tarafından  sentezlenen  IGF1’in  postnatal  büyüme  için  mutlaka  gerekli 

olduğu düşünülmekteydi. Ancak, karaciğerdeki IGF1 ifadesinin baskılandığı durumda 

dolaşımda  bulunan  IGF1  düzeyinde  %  80  azalma  olmasına  rağmen  farelerde 

büyüme  geriliği  görülmemesi  memelilerde  postnatal  büyümenin  lokal  olarak 

sentezlenen  IGF’lerin otokrin/parakrin kontrolü  ile gerçekleştiğini göstermiştir  (26, 

93).  

IGF1  ve  IGF2 birbiriyle % 62,  insülinle  ise % 47 oranında dizi homolojisine 

sahiptir.  IGF’lerin  yapısal  olarak  4  farklı  domaini  bulunup; A,  B  ve  C  pro‐insülinle 

benzerlik gösterirken D domaini  insülinde yer almamaktadır (94).  İnsülin ve  IGF’ler 

yapısal  benzerlikleri  nedeniyle  ortak  bazı  sinyal  yolaklarını  uyarabildikleri  gibi, 
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insülinin  hücre metabolizması,  IGF’lerin  ise  hücre  bölünmesi  ve  farklılaşması  gibi 

farklı fonksiyonlar gösterebildikleri kabul edilmektedir (95‐99).  

 
12q22‐24.1  kromozom  bölgesinde  yer  alan  IGF1  geni  altı  ekzondan 

oluşmakta  ve  memelilerde  gen  ifadesi  2  ayrı  promotor  tarafından  kontrol 

edilmektedir.  Birinci  promotor  kullanılarak  sentezlenen  tip  I,  ikinci  promotor 

kullanılarak  sentezlenen  ise  tip  II  IGF1  olarak  adlandırılmaktadır  (100).  Tip  I  IGF1 

periferal  dokular  tarafından;  tip  II  ise  karaciğer  tarafından  büyüme  hormonu 

kontrolü altında sentezlenmektedir.  IGF1 geninin alternatif  işlenmesi sonucu  farklı 

mRNA  ve  öncül  proteinler  meydana  gelmektedir  (101).  Olgun  IGF1  proteini  70 

amino  asitlik  korunmuş  dizi  ve  karboksil  ucunda mRNA  işlenmesine  bağlı  olarak 

değişen  E  peptit  dizisi  bulundurmaktadır  (102).  IGF2’nin  biyolojik  fonksiyonları 

IGF1’e göre daha az çalışılmakla birlikte  imprinted özellikte bir gen olduğu, 4  farklı 

promotor  tarafından  kontrol  edildiği,  fetal  dönemde  IGF1’e  göre  daha  yüksek 

oranda  ve  dokuya  özgül  olarak  ifade  edildiği,  çocukluk  dönemi  hastalıkları  ve 

kanserle  ilişkilendirildiği bilinmektedir (103‐106). Kemirgenlerde  IGF2 fetal büyüme 

faktörü  olup  doğumdan  sonra  ifadesi  görülmezken,  insanlarda  bulunan  karaciğer 

spesifik  P1  promotorunun  kullanılması  nedeniyle  hepatik  IGF2  sentezi  doğumdan 

sonra da devam etmektedir (106).   

 

IGF  sentezi puberteye kadar artış gösterirken, puberte  sonrası  IGF1 düzeyi 

yaş ve cinsiyete göre anlamlı fark göstermeye başlamakta,  IGF2  ise önemli bir fark 

göstermemektedir  (107,  108).  Karaciğerden  salgılanan  IGF’ler  endokrin  havuzu 

oluştururken,  tüm  doku  ve  hücre  tipleri  tarafından  sentezlenen  IGF’ler 

otokrin/parakrin rol oynamaktadır (102). Kas ve motor nöron hücrelerinde IGF’lerin 

lokal  sentezleri  güçlü  nörotrofik  ve miyotrofik  etki  göstermektedir.  IGF1’in  kasta 

satellit  hücre  proliferasyonunu  arttırdığı,  miyoblast  farklılaşması  ve  miyotüp 

oluşumunu  etkileyerek  kas  gelişimi  üzerinde  önemli  rol  oynadığı  ve  kas 

hasarı/denervasyonu  sonrasında  rejenerasyonu  uyardığı  bildirilmiştir  (20,  21,  24, 

109, 110). IGF2 düzeyinin ise miyogenez sırasında arttığı ve kas farklılaşmasında rol 

aldığı gösterilmiştir (111‐113). Ayrıca  IGF’lerin merkezi ve periferal sinir sisteminde 
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gelişim  ve  olgunlaşmada  fonksiyon  gördüğü  ve  motor  nöron  sağ  kalımı,  nörit 

uzaması,  dallanması,  sinaps  oluşumu,  rejenerasyonu  gibi  önemli  fonksiyonları 

olduğu bilinmektedir (22, 23, 25, 114‐116).  

 

2.2.2. İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü Reseptörleri  

IGF1  ve  IGF2  etkilerini  tirozin  kinaz  aktivitesine  sahip  olan  IGF1  reseptörü 

(IGF1R)  aracılığıyla  gerçekleştirmektedir.  İnsülin  reseptörü  ile  yapısal  benzerlik 

gösteren IGF1R, birbirine disülfit bağları ile bağlı 2 alfa ve 2 beta zincirinden oluşan 

tetramer yapıdadır (Şekil 2.5) (117).  

 

Şekil 2.5. IGF1, IGF2 ve insülin reseptörlerinin yapısı. 

Sistein bakımından  zengin olan alfa  zincirleri ekstraselüler  ligand bağlanma 

bölgesini, beta zincirleri ise intraselüler kinaz domainini taşımaktadır (118). Tersiyer 

yapılarının benzerliği nedeniyle IGF1R’ü IGF1, IGF2 ve insülin ligandlarının üçüne de 

bağlanabilmektedir.  Ancak,  IGF2’den  10  kat,  insülinden  ise  100  kat  daha  yüksek 

afiniteyle  IGF1’e  bağlanmaktadır  (95,  119).  Ligand  bağlandığında  konformasyon 

değiştiren  IGF1R,  intraselüler beta alt birimi üzerindeki  tirozin otofosforilasyonunu 
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tetikleyerek  insulin  reseptör  substratı  (IRS)  1/2  ile  SHC  (Src  2  domain‐containing) 

adaptör  proteinlerini  fosforilasyonla  aktive  ederek  hücre  proliferasyonu, 

farklılaşması, göçü ve sağ kalımıyla ilgili sinyal yolaklarını uyarmaktadır (99, 120).  

IGF2  reseptörü  yapısal  olarak  insülin  ve  IGF1  reseptörlerinden  farklılık 

göstermektedir.  Ekstraselüler domaini  sistein  tekrarları  içeren 280  kDa  ağırlığında 

monomerik  bir  transmembran  proteinidir.  IGF2’ye  IGF1’den  100  kat  daha  fazla 

afinite göstermektedir  (24).  IGF2R  intraselüler  tirozin bağlanma bölgesi  içermediği 

için  IGF2 bağlandıktan sonra hücre  içi sinyal yolaklarını uyaramamakta ve  IGF2’nin 

hücre yüzeyinden alınarak lizozomal yıkıma yönlendirilmesini sağlamaktadır (121).  

2.2.3. IGF Bağlayıcı Proteinler  

IGFBP’ler  IGF  ailesinin  önemli  üyelerini  oluşturmaktadır.  IGF1  ve  IGF2 

proteinlerine  yüksek  afiniteyle  bağlanan  6  farklı  IGFBP  (IGFBP1‐6)  tipi 

tanımlanmıştır.  IGF’lerin  yarı  ömrünün  uzamasını  sağlayıp,  hedef  dokulara 

taşınmasını ve kontrollü şekilde serbest kalarak fonksiyon görmelerini sağlamaktadır 

(17).  

IGFBP’ler,  yüksek  afiniteyle bağlandıkları  IGF’lerin  reseptörle etkileşimlerini 

engellemektedir.  Özgül  proteazlar  tarafından  kesildiklerinde  IGF’lere  olan  ilgileri 

azalmakta ve serbest kalan IGF’ler reseptörle etkileşime girip biyolojik aktivitelerini 

gösterebilmektedir  (18).  IGFBP’ler  reseptörle  bağlanacak  serbest  IGF 

konsantrasyonu belirlemeleri nedeniyle  IGF’lerin biyolojik aktivitesinin kontrolünde 

önemli rol almaktadır (17).  

Serumda bulunan IGF’ler büyüme hormonu uyarısıyla sentezlenen IGFBP3 ya 

da  IGBFP5  proteinlerinden  biri  ile  bağlanıp  ikili  kompleks  şeklinde  taşınmaktadır 

(Şekil 2.6)(122). Oluşan  ikili kompleks, serbest haldeyken dakikalarla sınırlı olan IGF 

yarı ömrünü uzatıp  (20‐30 dakika),  kontrollü olarak  salınarak  fonksiyon  görmesini 

sağlarken  bu  yapıya,  IGFBP’lerin  karboksil  ucundan  bağlanan  ALS  proteininin 

eklenmesi  ile  oluşan  150  kDa  büyüklüğündeki  üçlü  yapı,  kompleksin  stabilitesinin 
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daha  uzun  süreli  (16‐20  saat)  korunmasını  sağlamaktadır  (123,  124).  Bu  nedenle 

üçlü  yapının  oluşmasını  engelleyecek  ALS  kodlayan  gen  mutasyonları  ikili 

kompleksin  stabilitesinin  bozularak  hem  IGF  hem  de  taşıyıcı  proteinlerin  serum 

konsantrasyonlarının  azalmasına  neden  olmaktadır  (19,  125).  ALS  ifadesinin 

olmadığı in vivo modeller IGF1 düzeyinin % 65 oranında azaldığını göstermiştir (126). 

IGF1’in % 80’i serumda üçlü kompleks yapı şeklinde bulunmaktadır. Hedef dokulara 

taşınırken bu kompleks dağılmakta ve ALS proteini molekül ağırlığının yüksek olması 

nedeniyle  vasküler  alanda  kalırken,  ikili  kompleks  damar  endotelinden  hedef 

dokulara geçmektedir (127).  

 

 

 
Şekil 2.6. Dolaşımda bulunan IGF’lerin taşınması (124). 

 

IGF  bağlayıcı  protein  ailesini  kodlayan  genlerin  evrimsel  süreçte 

duplikasyonlar sonucu ortaya çıkarak farklılaştığı düşünülmektedir (128). 24‐45 kDa 

ağırlığında  olan  IGFBP’ler  benzer  protein  yapısına  sahip  olup,  amino  ve  karboksil 

bölgelerinde korunmuş sistein dizileri içermektedir. Amino ucu IGF’lerle bağlanmayı, 

karboksil ucu ise diğer proteinlerle ilişki kurmayı sağlamaktadır. Aralarında yer alan 

L  (linker) bölgesi  ise evrimsel olarak daha az korunmuştur ve  IGFBP’lerin aktivitesi 

için  önemli  post  translasyonel  modifikasyon  bölgelerini  içermektedir  (129). 

IGFBP’lerin  aktivitelerini  fosforilasyonları  ve ekstraselüler matriksle  (ECM)  ilişkileri 
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etkileyebilmektedir  (130, 131).  IGFBP4  ve  IGFBP6  IGF  aktivitesini  inhibe edici etki 

gösterirken IGFBP1, 2, 3 ve 5 inhibe ya da uyarıcı olabilmektedir (18). 

IGFBP’ler  dokuya  özgül  fonksiyon  göstermektedir.  IGFBP’lerden  birinin 

ifadesinin  baskılanması  tek  başına  fenotipik  bir  etki  yaratmayıp,  diğer  IGFBP’lerin 

ifadesindeki  artışla  kompanse  edilmektedir  (132).    IGFBP3  serumda,  IGFBP5  ise 

kasta  bulunan  temel  bağlayıcı  proteinler  olmaları  nedeniyle  önem  taşımaktadır 

(133,  134).  IGFBP5’in  kasta  yüksek  ifade  edildiği  ve  farklılaşma  sırasında  IGF2’nin 

etki  gösterebilmesi  için  önemli  bir  faktör  olduğu  bildirilmiştir  (134).  Bu  etkileri 

ECM’ye  bağlanıp  hücre  yüzeyi  yakınında  IGF  havuzu  oluşturmasını  sağlayarak 

gerçekleştirdiği  düşünülmektedir  (135).  Fonksiyonları  tartışılmaya  devam  eden 

IGFBP3  ve  IGFBP5’in  nükleer  lokalizasyon  sinyali  taşıdığı,  bu  nedenle  nükleer 

fonksiyonları  olabileceği  ve  IGF  etkisini  kontrol  etmenin  yanı  sıra  IGF’lerden 

bağımsız olarak büyüme faktörü gibi rol oynayabilecekleri öne sürülmektedir (136).  

2.2.4. IGF Sinyal Yolağı  

IGF’ler  iskelet  kas  dokusu  ve  motor  nöron  hücreleri  üzerindeki  anabolik 

fonksiyonlarını  IGF1R  sinyal  yolağını  uyararak  göstermektedir.    IGF1  ya  da  IGF2 

bağlanması sonucu aktive olan IGF1R’ü konformasyon değiştirerek intraselüler beta 

subünite  üzerindeki  tirozin  otofosforilasyonunu  tetiklemekte  ve  IRS  1/2  ve  SHC 

adaptör  proteinlerini  fosforile  etmektedir  (99,  120).  Bunun  sonucunda  hücre 

proliferasyonu,  farklılaşması, göçü ve sağ kalımıyla  ilgili PI3K/Akt ve ERK 1/2 sinyal 

yolakları uyarılmaktadır. PI3K/Akt yolağı metabolik olayları kontrol edip  sağ kalımı 

sağlarken, ERK 1/2 yolağı ise hücre büyümesi ve mitojenik aktiviteleri uyarmaktadır  

(28, 29, 137).  

IGF1  reseptör  aktivasyonu baskılandığında  farelerde  kas  kitlesinin % 10‐30 

oranında  azaldığı  ve  hasar  sonrası  rejenerasyonda  gecikme  olduğu  gösterilmiştir 

(138). Kas hücrelerine büyüme ya da hasar sinyali geldiğinde kas kök hücreleri olan 

satellit  hücreler  prolifere  olarak  miyoblast  hücrelerini,  miyoblastlar  farklılaşarak 

miyositleri  ve miyositler  göç  edip  birbirleriyle  füzyona  girerek  olgun miyotüpleri 
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oluşturmaktadır.  IGF’lerin  bu  süreçte  satellit  hücrelerinin  uyarılması  ve  kas 

farklılaşmasında  rol  aldığı  bilinmektedir  (109).  Olgun  kas  dokusunda  ise  IGF’ler 

IGF1R’ünü aktive ederek protein senteziyle ilgili sinyal yolaklarını indükleyip, protein 

yıkımı  ve  apoptozla  ilgili  yolakları baskılayarak  kas  kitlesinin  farklı mekanizmalarla 

kontrol edilmesini sağlamaktadır (Şekil 2.7)(24, 139, 140). IGF1R sinyal yolağının en 

önemli efektörü Akt proteinidir (29). Akt’nin fosforilasyonla aktivasyonu, otofaji ve 

apoptotik yolakları baskılamanın yanı sıra, protein yıkımına neden olan atrogenlerin 

ifadesini  kontrol  eden  forkhead  ailesi  transkripsiyon  faktörlerinin  (FoxO) 

inaktivasyonunu  sağlamaktadır  (141).  Ayrıca,  mammalian  target  of  rapamycin 

(mTOR) yolağı üzerinden ribozamal protein S6 kinaz 1B (RPS6K1B)’yi aktive ederek 

hücre  proliferasyonu  ve  protein  sentezinin  arttırılıp  hipertrofinin  uyarılmasını 

sağlamaktadır. Glikojen sentez kinaz 3 beta (GSK3β) proteinin Akt fosforilasyonu ile 

baskılanması  hipertrofinin  uyarılmasını  sağlayan  ikinci  bir  mekanizma  olarak 

bilinmektedir (29, 139‐145).  

 
Şekil 2.7. İskelet kas kitlesini kontrol eden IGF sinyal yolağı. 
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Kas gelişimi ve farklılaşmasında olduğu gibi merkezi ve periferal sinir sistemi 

gelişiminde  de  IGF’lerin  ve  IGF  sinyal  yolağının  önemli  rolü  olduğu  bilinmektedir. 

IGF’ler destek hücrelerinin ve farklı nöron tiplerinin gelişimi ve sağ kalımında, nörit 

uzaması, dallanması,  sinaps oluşumu  ve  rejenerasyonunda  rol  almaktadır  (22, 23, 

25,  116).    Hücre  büyümesi,  mitojenik  aktiviteler  ve  nöronal  farklılaşma  Erk1/2 

yolağının aktivasyonuyla gerçekleşirken, apoptotik yolaklar baskılanarak nöron  sağ 

kalımının uyarımı ve hücre göçü gibi süreçler PI3K/akt yolağı  ile gerçekleşmektedir 

(28, 116, 146).   

 
2.2.5. IGF Ailesinin SMA ve Nörodejeneratif Hastalıklarla İlişkisi 

Çeşitli nörodejeneratif hastalıklarda, hastalık etiyolojisinden bağımsız olarak 

IGF1  ve  IGFBP  düzeylerinin  normalden  farklılık  gösterdiği  bilinmektedir. Hastalığa 

özgü  olarak  IGF1  düzeyi  azalmakta  ya  da  hücrelerin  IGF1’e  karşı  duyarlılığını 

kaybetmesi nedeniyle artmaktadır  (147). Her  iki durumda da  IGF mekanizmasında 

oluşan hata kas ve motor nöron üzerindeki güçlü trofik desteğin azalmasına neden 

olarak  hastalık  patolojisini  etkileyebilmektedir.  Bu  nedenle  nörodejeneratif 

hastalıklarda  IGF1 uygulaması önemli bir  tedavi  yaklaşımı olarak dikkat  çekmiş  ve 

amyotrofik  lateral  skleroz,  spinal  bulbar  müsküler  atrofi  (SBMA),  diyafragma 

paralizili  distal  infantil  spinal müsküler  atrofi  (SMARD1),  DMD  ve  Alzheimer  gibi 

nörodejeneratif  hastalıklarda  IGF1  uygulamasına  yönelik  preklinik  araştırmalar 

yürütülmüştür (148‐158). Amyotrofik lateral skleroz ve DMD gibi hastalıklarda IGF1 

uygulandığında  motor  nöron  dejenerasyonu,  kas  atrofisi  ve  yaşam  süresinde 

iyileşme  sağlaması,  bu  hastalıklarda  klinik  çalışmaların  önünü  açmıştır  (38,  159). 

SBMA  hastalarında  geçtiğimiz  yıllarda  patent  almış  olan  bir  IGF1  varyantının 

uygulamasıyla  ilgili  klinik  araştırmalar başarılı  şekilde devam  etmektedir  (Kenneth 

Fischbeck,  kişisel  görüşme)1.  2016  yılında  Allodi  ve  ark.  (160)  amyotrofik  lateral 

skleroz hastalarında IGF2’yi nöron dejenerasyonuna direnç sağlayan bir faktör  

 

1Kenneth Fischbeck, National Institute of Neurological Disorders and Stroke, Bethesda, MD, USA. 
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olarak  tanımlamış,  IGF2  uygulamasının  ALS’de  olduğu  gibi  SMA  hasta 

fibroblastından  geliştirilen motor  nöron  hücrelerinde    de  nöron  dejenerasyonunu 

önlediğini göstermişlerdir. 

SMA hastaları ve hayvan modellerinde yapılan çalışmalar SMA’da IGF sistemi 

regülasyonun bozulduğuna işaret etmektedir. Farklı klinik tiplerde SMA hastalarında 

yapılmış  olan  biyobelirteç  analizleri  ve  transkriptom  verileri  (yayınlanmamış  data) 

bir grup IGFBP’nin hastalık ciddiyle ilişkili olarak değiştiğini göstermiştir (16).  Benzer 

şekilde,  SMA hastalarının  kas biyopsi örneklerinde  yapılan  transkriptom  analizleri, 

IGF sinyal yolağında yer alan moleküllerin  ifadesinin tip  I hastalarda tip  II’lere göre 

daha  düşük  olduğunu,  IGF1R  ifadesinin  ise  hastalık  ciddiyetiyle  korelasyon 

göstererek  arttığını  göstermiştir  (161).  Bu  artışın  IGF1  düşüklüğünü  kompanse 

etmek amacıyla değil, patolojik bir durum nedeniyle olduğu ve sonuçta kas/motor 

nöron  hücrelerinde  anabolik  etkileri  olan  Akt  yolağının  ifadesinin  azaldığı 

gösterilmiştir  (110,  162‐164).  Ayrıca  SMA  fare  modellerinde  karaciğerden 

sentezlenen serum Igf1 ifadesinin düşük olduğunun saptanması ve SMA tedavisinde 

kullanılan alel spesifik oligonükleotitlerin SMN proteininin yanı sıra  Igf1 sentezinde 

de  artış  sağlaması  SMN  ve  IGF  düzeyi  arasında  açıklanamamış  bir  ilişki  olduğunu 

düşündürmektedir (39, 40). 

Ağır  SMA  fare  modellerinde  IGF1  uygulandığında  kas  atrofisinde  azalma, 

hipertrofinin  uyarılması,  sağ  kalım  süresinde  artış,  vücut  ağırlığı  ve  motor 

koordinasyon artışı gibi başarılı sonuçlar sağlanmıştır (40, 54, 110, 165). Literatürde 

bildirilen  tüm  bu  çalışmalar  birlikte  değerlendirildiğinde  SMA  hastalarında  IGF 

sinyalizasyonunun  bozulmuş  olabileceğine,  preklinik  çalışmalardan  elde  edilen 

sonuçlar  ise  IGF1  eksikliği  olan  hastalarda  IGF1  verilmesinin  potansiyel  bir 

destekleyici  tedavi  yaklaşımı  olarak  değerlendirilebileceğine  işaret  etmektedir.  Bu 

nedenle  daha  önce  SMA  hastalarında  detaylı  olarak  çalışılmamış  olan  IGF  ailesi 

üyelerinin  araştırılması  ve  hastalık  patolojisiyle  ilişkisinin  kurulması  önem 

taşımaktadır.  
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Bu  tez  çalışmasında  SMA’lı  hasta  serumlarında  ve  arşivlenmiş  olan  SMA 

hastalarına  ait  kas  biyopsisi  örneklerinde  IGF  ve  IGFBP  seviyelerinin  araştırılarak, 

SMA  hastalarındaki  fenotipik  çeşitlilikle  ilişkilendirilmesi  amaçlanmıştır.  Serum 

araştırmalarında; 15 SMA hastası ve 18 kontrol bireye ait serum örneğinde IGF1 ve 

IGFBP3 protein miktarları  IRMA,  IGFBP5 ve ALS protein miktarları  ise ELISA  tekniği 

ile belirlenmiştir. Kas biyopsi örneklerinde yapılan analizlerde  ise 9 SMA hastası, 4 

sağlıklı birey ve SMA dışında kas atrofisi görülen 6 hastaya ait arşivlenmiş kas biyopsi 

örneğinde  IGF1,  IGF2,  IGFBP5  ve  IGF1R  protein  düzeyleri  immünfloresan  boyama 

tekniği  ile  analiz  edilmiştir.  Elde  edilen  sonuçlar  kontrol  bireyler  ve  farklı  kliniğe 

sahip SMA hastaları arasında karşılaştırılarak yorumlanmıştır.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Çalışmada İncelenen Bireyler 

Bu  tez  çalışmasında  karaciğerden  sentezlenerek  seruma  verilen  ve  lokal 

olarak kasta  sentezlenen  IGF  sistemi elemanlarının düzeyleri araştırılmıştır. Serum 

çalışmalarına  2012‐1015  yılları  arasında  Hacettepe  Üniversitesi  İhsan  Doğramacı 

Çocuk  Hastanesi’ne  başvurmuş  olan  15  SMA  hastası  ve  18  sağlıklı  çocuk  dahil 

edilmiştir. IGF1 düzeyini etkilediği bilinen büyüme hormonu tedavisi almıyor olmak, 

diyabet,  karaciğer,  tiroid  ya  da  kanser  hastası  olmamak  çalışmaya  dahil  edilme 

kriterleri olarak değerlendirilmiştir. Hasta grubu 9 tip  I ve 6 tip  II SMA hastasından 

oluşmaktadır. Hastalarda  SMN1  exon  7/8  delesyonu  bulunduğu HÜ  Tıbbi  Biyoloji 

Anabilim  Dalı  Rutin  Laboratuvarı’nda  doğrulanmıştır.  Çalışma  grubunda  yer  alan 

bireylerin hepsi pre‐pubertal dönemde olup hastaların ortalama yaşı 36.3 (1‐89 ay), 

kontrol grubunun  ise 32.3 aydır  (5‐77 ay).   Periferal kan örnekleri alındığı sırada 4 

numaralı hasta dışındaki tüm tip I hastalar mekanik ventilasyon desteği almaktaydı. 

Çalışma grubuna ait klinik ve antropometrik veriler tablo 3.1’de belirtilmiştir. 
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Tablo 3.1.  Serum analizleri yapılan SMA hastaları ve kontrol grubuna ait klinik ve 
antropometrik bilgiler. 

 

No  SMA Tipi  Mekanik 
ventilasyon desteği  Cinsiyet  Yaş (ay)  Boy (cm)  Kilo (kg) 

HASTA 
1  I  +  Kız  11  70  10 
2  I  +  Erkek  72  105  23,8 
3  I  +  Kız  10  72  6,67 
4  I  −  Erkek  1  58  3,5 
5  I  +  Kız  3  57  3,5 
6  I  +  Kız  12  74  8 
7  I  +  Erkek  7  60  5,9 
8  I  +  Kız  6  63  5 
9  I  +  Erkek  5  67  6,6 
10  II  −  Erkek  60  100  16 
11  II  −  Kız  66  106  15 
12  II  −  Erkek  65  104  13.6 
13  II  −  Erkek  89  92  12 
14  II  −  Erkek  57  91  16 
15  II  −  Erkek  81  103  30 

KONTROL 
1  Erkek  60  110  23 
2  Kız  68  120  23 
3  Kız  63  118  26 
4  Kız  3  59  5,6 
5  Erkek  66  113  21 
6  Kız  67  117  23 
7  Erkek  57  110  20 
8  Kız  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  5  69  9,3 
13  Erkek  6  67  9,4 
14  Kız  12  69  8,7 
15  Erkek  17  86  12,5 
16  Kız  13  76  9,4 
17  Erkek  77  116  19 
18  Kız  9  77  8,9 

 
 



	 24

Kastaki  lokal  sentezin  araştırılmasında  ise HÜ, Çocuk  Sağlığı  ve Hastalıkları 

Anabilim  Dalı,  Pediatrik  ve  Perinatal  Patoloji  Ünitesi  tarafından  tanı  zamanında 

alınmış  ve  arşivlenmiş olan  kas biyopsi örnekleri  kullanılmıştır. Analizlerde 9  SMA 

hastası,  kas  biyopsisinde  patolojik  bulgu  saptanmayan  4  sağlıklı  birey  ve 

histopatolojik bulguları farklı nöromüsküler hastalıklarla ilişkili olan 6 bireye (hasta‐

kontrol) ait kas biyopsi örnekleri değerlendirilmiştir  (Tablo 3. 2). Sağlıklı bireylerde 

yavaş  (tip  1)  ve  hızlı  kasılan  (tip  2)  kas  lifleri  homojen  dağılım  gösterirken,  SMA 

hastalarında atrofik liflerin çoğunlukla tip 2 liflerden oluştuğu bilinmektedir.  Hasta‐

kontrol  grubu  hem  tip  1  hem  de  tip  2  lif  atrofisi  görülen  hastalıklar  seçilerek 

oluşturulmuştur.  

Tablo 3.2. IF analiz yapılan kas biyopsi örneklerine ait bilgiler. 

Örnek No  Tanı  Atrofik Lif Tipi 
SMA Hastaları 

1  Tip III SMA  Tip 2 
2  Tip III SMA  Tip 2 
3  Tip III SMA  Tip 2 
4  Tip III SMA  Tip 2 
5  Tip III SMA  Tip 2 
6  Tip I SMA  Tip 2 
7  Tip II/III SMA  Tip 2 
8  Tip II/III SMA  Tip 2 
9  Tip II/III SMA  Tip 2 

Hasta‐Kontrol Grubu 
10  Konjenital lif tipi oransızlığı (CFTD)  Tip 1 
11  Konjenital lif tipi oransızlığı (CFTD)  Tip 1 
12  Konjenital lif tipi oransızlığı (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  yapılan  analizler  için  farklı  hastalar  analiz  edilmiş,  aynı 

hastaya ait kas ve serum örneklerinde çalışma yapılması mümkün olmamıştır. SMA 

hastalarında tanı amaçlı kas biyopsi örneği rutin olarak alınmadığı için serum örneği 

alınan  hastaların  kas  biyopsileri  bulunmamaktadır.  Kasta  yapılan  çalışmalarda  ise 

yaşa  bağlı  olarak  serum  IGF  düzeylerinin  değişiklik  göstermesi  nedeniyle  biyopsi 
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zamanında alınmış olan serum örneklerinin kullanılması gerekmiş; ancak hastaların 

serum örnekleri rutin olarak alınmadığı için mümkün olmamıştır.  

Bu  çalışmalar  HÜ  Girişimsel  Olmayan  Klinik  Araştırmalar  Etik  Kurulu’nun 

20.11.2013  tarih  ve GO13/518‐05  karar numaralı  izniyle  ailelerden bilgilendirilmiş 

onam formu alınarak gerçekleştirilmiştir (Bkz. EK 1). 
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3.2. Gereçler 

3.2.1. Serum Analizleri 

x IGF1 IRMA kiti (A15729, Beckman Coulter) 

x IGFBP3 IRMA kiti (IGFBP3 Active® IRMA, DSL6600, Beckman Coulter) 

x IGFBP5 ELISA kiti, (CSB‐E13263h, Cusabio) 

x ALS ELISA kiti (E35, Mediagnost) 

x ELISA mikroplaka okuyucu (Sunrise, Tecan) ve analiz programı (Magellan) 

x ELISA mikroplaka yıkayıcı (ELx50, Biotek) 

x Gama okuyucu (Berthold, LB2111) 

x Çalkalayıcı (FALC, F350SL) 

x Vorteks (BioSan V‐1 plus) 

3.2.2. İmmünfloresan Boyama Analizleri 

x Paraformaldehit (Sigma):�% 4, pH: 7.2 
x 1X Tuzlu fosfat tamponu (PBS):   

� 10 adet PBS tablet  (Invitrogen) 800 ml dH2O içinde çözülür. 
� Son hacim 1lt’ye tamamlanır, pH: 7.3’e ayarlanır. 

x Triton X‐100; 0.2% /PBS (h/h): 
� 50 ml 1X PBS tamponu içine 100 μl Triton X 100 (Sigma) eklenir. 
� Manyetik karıştırıcıda, köpürmeden çözünene kadar karıştırılır. 

x Tween 20; 0.1% /PBS (h/h): 
� 100 ml 1X PBS tamponu içine 100 μl Triton X 100 (Sigma) eklenir. 
� Manyetik karıştırıcıda, köpürmeden çözünene kadar karıştırılır. 

x Sığır Serum Albumin (BSA);�0,1 gr/ml : 
� 5 gr BSA (Sigma) üzerine 30 ml 1X PBS tamponu eklenir. 
� Manyetik karıştırıcıda çözünene kadar karıştırılır.   
� Son hacim 50 ml’ye tamamlanır. 
� 500 μl’lik alikotlar hazırlanıp, ‐20 °C’de saklanır.  

x Keçi serumu (Sigma) 
x 4’, 6‐diaminodino‐2‐fenilindol (DAPI), 5 mg/ml stok  
x Preparat kapatma solüsyonu (ProLong Gold Antifade Reagent, Invitrogen)  
x Doku  kesitlerinin  etrafına  hidrofobik  bariyer  çizmek  için  kalem  (PAP 

pen,Sigma, Z672548‐ 1EA)  
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x Primer antikorlar:  
� Poliklonal keçi anti‐insan IGF1 (R&D Systems, AF‐291‐NA)  
� Poliklonal keçi anti‐insan IGF2 (R&D Systems, AF‐292‐NA)  
� Monoklonal fare‐anti insan IGFBP5 (R&D Systems, MAB875) 
� Monoklonal tavşan anti‐insan IGF1R (Abcam, ab131476) 

x Sekonder antikorlar:  
� Tavşan‐anti‐keçi IgG Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Invitrogen) 
� Keçi‐anti‐fare IgG Alexa Fluor 488  (Molecular Probes, Invitrogen) 
� Keçi‐anti‐tavşan IgG Alexa Fluor 488  (Molecular Probes, Invitrogen) 
� Keçi‐anti‐tavşan IgG Alexa Fluor 568 (Molecular Probes, Invitrogen) 

x Lam (Poly Prep Slides, Sigma, P0425‐ 72EA) 
x Lamel (40x50 cm) 
x Floresan mikroskop (AxioPlan 2, Zeiss ve Nikon Eclipse E400) 
x Çalkalayıcı (FALC, F350SL) 
x Manyetik karıştırıcı (Quick Mag, İnterMed) 
x pH metre (Hanna, HI 2211) 
x Elektronik tartı (AND, GX‐2000) 
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3.3. Yöntemler 

3.3.1. Antropometrik Verilerin Değerlendirilmesi  

Serum analizleri yapılan çalışma grubunu oluşturan bireylerin antropometrik 

verileri  Amerikan  Hastalıktan  Koruma  ve  Önleme  Merkezi  (CDC  2000)  büyüme 

eğrileri  kullanılarak  malnütrisyon  ve  boy  kısalığı  bakımından  değerlendirilmiştir 

(166). Malnütrisyon düzeyinin belirlenmesi için ideal ağırlık yüzdesi; 

[(çocuğun ağırlığı/aynı yaştaki sağlıklı çocuğun ağırlığı) x 100]  

formülüyle hesaplanmıştır. Gomez sınıflandırmasına göre  ideal ağırlık yüzdesinin % 

60’ın  altında  olması  ağır,  %  60‐74  orta  ve    %  75‐89  hafif   malnütrisyon  olarak 

değerlendirilmiştir  (167).  Boy  kısalığı  ise  yaşa  göre  boyu  ortalamanın  3  persentil 

altında  olan  bireyler  için  pozitif  olarak  değerlendirilmiştir.  Ayrıca,  boy  standart 

sapma skorları (SSS);    

[(ölçülen boy uzunluğu ‐ 50 persentildeki değer) / standart sapma]  

formülüyle hesaplanmış ve boyların normalden ne kadar saptığı belirlenmiştir.  

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

Analizi 

Çalışmada  yer  alan  tüm  katılımcılardan  5 ml  periferal  kan  alınarak  serum 

izolasyonu  yapılmış,  IGF1  ve  IGFBP3  düzeyleri  antikor  kaplı  (coated  tube)  IRMA, 

IGFBP5 ve ALS düzeyleri ise ELISA tekniği ile analiz edilmiştir. Analizler için serum ve 

solüsyonlar oda sıcaklığına getirilmiştir. 4 tip  II SMA hastasının çalışmaya geç dahil 

olması nedeniyle bu hastalarda IGFBP5 analizleri yapılamamıştır. 
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Periferik Kandan Serum İzolasyonu 

1. Serum toplama tüpüne (Becton Dickinson) 5 ml kan alınmıştır. 

2. Kan oda sıcaklığında 45 dk bekletilmiştir.  

3. 1300 G ve + 4qC sıcaklıkta tüpler 10 dk santrifüj edilmiştir. 

4.  Santrifüj  sonunda  şeffaf  sarı  renkli  olarak  üst  fazda  toplanan  serum, miktarına 

göre  4  ayrı  tüpe  100‐150  μl  hacimde  bölünmüştür.  Tüpler  araştırılacak  her 

parametre için hasta bilgisi ve tarih belirtilerek etiketlenmiş, kalan serum yeni bir 

tüpe aktarılarak yedek olarak saklanmıştır. 

Serum  örnekleri  analiz  tarihine  kadar  ‐80qC  dondurucuda  saklanmış  ve 

tekrarlayan dondurup çözdürme işlemlerinden kaçınılmıştır.  

IGF1 Düzeyinin Analizi 

1. Liyofilize kalibratörler ve kontrol serumu kitte belirtilen oranda dH2O eklenerek 

sulandırılmıştır.  30  dk  bekledikten  sonra  nazikçe  pipetleme  yapılarak  aşağıda 

verilen kontrol ve kalibratör konsantrasyonları elde edilmiştir. 

Kontrol serum: 308‐508 ng/ml 

Kalibratör 0: 0 ng/ml         

Kalibratör 1: 25  ng/ml 

Kalibratör 2: 81 ng/ml 

Kalibratör 3: 280 ng/ml 

Kalibratör 4: 543 ng/ml 

Kalibratör 5: 1219 ng/ml 

2. Yıkama solüsyonu 1:20 sulandırılmıştır. 

3.  Serbest  IGF1  elde  etmek  amacıyla  25  μl  kontrol  ve  analiz  edilecek olan  serum 

örneklerinin üzerine 500 μl ayırma solüsyonu eklenmiştir.  

4. Vorteksle karıştırılarak 1 saat çalkalayıcıda inkübe edilmiştir. 

5.  Kalibratör,  kontrol  ve  analiz  edilecek  serum  örneklerinden  50  μl  alınarak 

monoklonal fare antikoru ile kaplı tüplere koyulmuştur. 

6. 300 μl iyot 125 işaretli monoklonal anti‐fare antikoru eklenmiştir. 
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7. 350 rpm çalkalayıcıda 1 saat inkübe edilmiştir. 

8. 2 ml yıkama solüsyonu ile 2 kez yıkanmıştır. 

9. Gama  okuyucuda analiz yapılarak konsantrasyon belirlenmiştir. 

IGFBP3 Düzeyinin Analizi  

1.  Liyofilize  kalibratörler  ve  kontrol  serumu  kitte  belirtilen  oranda  dH2O  ile 

sulandırılmış, 10 dk bekledikten sonra nazikçe pipetlenerek aşağıdaki kontrol ve 

kalibratör konsantrasyonları elde edilmiştir: 

Kontrol serum:  3.57‐5.95 ng/ml 

Kalibratör 0: 0 ng/ml           

Kalibratör 1: 2.10 ng/ml 

Kalibratör 2: 5.40 ng/ml 

Kalibratör 3: 21.70 ng/ml 

Kalibratör 4: 54 ng/ml 

Kalibratör 5: 110 ng/ml 

2. Analiz edilecek serum örneklerinden 10 μl alınarak, 1:50 oranında sulandırılmıştır.  

Kontrol ve kalibratörler sulandırılmamıştır. 

3. 50 μl serum örneği, kalibratör ve kontrol serumu keçi‐poliklonal antikoru ile kaplı 

tüplere koyulmuştur. 

4. 200 μl iyot 125 işaretli poliklonal antikor eklenmiştir. 

5. 180 rpm çalkalayıcıda 18‐24 saat inkübe edilmiştir. 

6. 3 ml yıkama solüsyonu ile 3 kez yıkanmıştır. 

7. Gama  okuyucuda analiz yapılarak konsantrasyon belirlenmiştir. 

IGFBP5 Düzeyinin Analizi  

1. Yıkama tamponu dH2O ile 1:25 oranında sulandırılmıştır.  

2.  Standart  tüpüne  100  μl  örnek  sulandırma  solüsyonu  eklenerek  10  ng/ml 

konsantrasyonda ana stok elde edilmiştir.  

3.  15  dk  oda  sıcaklığında  bekletildikten  sonra  tüp  nazikce  alt  üst  edilerek 

karıştırılmıştır.  
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4. 1:2 seri dilüsyon yapılarak aşağıda belirtilen konsantrasyonlarda standartlar elde 

edilmiştir: 

Standart 0: 0 ng/ml           

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  örnekleri  sulandırma  solüsyonu  kullanılarak  1:200  oranında 

sulandırılmıştır: 

‐ 5 μl serum ve 45 μl sulandırma solüsyonu karıştırılarak 1:10 dilüsyon yapılmıştır. 

‐ 15 μl bu serum örneğinden ve 285 μl sulandırma solüsyonu karıştırılarak 1:20 

dilüsyon yapılmıştır.  

6.  Sulandırılmış  serum  örnekleri  ve  standartlar    (100  μl)  deney  planına  göre  96 

kuyucuklu mikroplakada ilgili kuyucuklara eklenmiştir. 

7. 37 °C’de 2 saat inkübe edilmiştir. 

8.  İnkübasyon  süresi  dolduğunda  mikroplaka  ters  çevrilerek  kuyucuklardaki  sıvı 

boşaltılmıştır. Whatman kağıdına birkaç kez sertçe vurularak sıvı kalmadığından 

emin olunmuştur. 

9. Biotin antikoru biotin sulandırma solüsyonu ile 1:100 oranında sulandırılmış, 100 

μl eklenmiştir. 

10. 37 °C’de 1 saat inkübe edilmiştir. 

11. İnkübasyonun son 15 dakikasında HRP‐avidin, HRP‐avidin sulandırma solüsyonu 

kullanılarak 1:100 oranında sulandırılmıştır.  

12.  İnkübasyon  süresi  dolduğunda  200  μl  yıkama  tamponuyla  3  kez  yıkama 

yapılmıştır. 

13. Yıkama  sonrası kalan  sıvının uzaklaştırılabilmesi  için mikroplaka  ters  çevrilerek 

whatman kağıdına bir kaç kez vurulmuştur. 

14. 100 μl HRP‐avidin eklenmiştir. 
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15. 37 °C’de 1 saat inkübe edilmiştir. 

16. 200 μl yıkama tamponuyla 5 kez yıkama yapılmıştır. 

17. 90 μl tetrametil benzidin eklenmiştir. 

18. 37 °C’de karanlık ortamda 15‐30 dk inkübe edilmiştir. 

19. 50 μl durdurma solüsyonu eklenmiştir.  

20.  450  nm  dalga  boyunda  ELISA  okuyucuda  absorbans  okunarak  konsantrasyon 

belirlenmiştir. 

ALS Düzeyinin Analizi  

1. Yıkama tamponu dH2O ile 1:20 oranında sulandırılarak hazırlanmıştır.   

2.  Standart  tüplerinin  (Standart  A‐F)  her  birine  1000  μl  sulandırma  tamponu 

eklenerek standartlar hazırlanmıştır. 15 dk oda  sıcaklığında bekletildikten sonra 

hafifçe  vorteksle  karıştırılarak  aşağıda  belirtilen  konsantrasyonlarda  standartlar 

elde edilmiştir: 

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 örnekleri  serum  sulandırma  tamponu  ile 1:150 oranında  sulandırılmıştır. 

Hafifçe karıştırılmıştır. 

4. Liyofilize haldeki kontrol 1 ve kontrol 2 etiketli serumlar 250 μl serum sulandırma 

tamponu  ile  sulandırılarak  hazırlanmıştır.  15  dk  oda  sıcaklığında  bekletildikten 

sonra  köpürtmeden  vorteksle  karıştırılmıştır.  Serum  sulandırma  tamponu  ile 1: 

150 oranında sulandırılmıştır. 

5. ALS antikoru antikor sulandırma tamponu ile 1:50 oranında sulandırılmıştır. 

6. 50 μl antikor deney planına göre 96 kuyucuklu mikroplakanın  ilgili kuyucuklarına 

koyulmuştur. 
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7.  Mikroplakanın  A  sırasına  sırasıyla  50  μl  standartlar,  kontrol  1  ve  kontrol  2 

serumları eklenmiştir.  

8.  Analiz  edilecek  olan  serum  örneklerinden  50  μl  alınarak  ilgili  kuyucuklara 

koyulmuştur. 

9. Mikroplakanın  üzeri  kapatılarak  oda  sıcaklığında  350  rpm  çalkalayıcıda  2  saat 

inkübe edilmiştir. 

10. 350 μl yıkama tamponuyla 5 kez yıkama yapılmıştır. 

11.  İnkübasyon  süresi  dolduğunda  mikroplaka  ters  çevrilerek  yıkama  tamponu 

dökülmüştür. Whatman kağıdına birkaç kez sertçe vurularak sıvı kalmadığından 

emin olunmuştur. 

12. 100 μl enzim konjugatı eklenmiştir. 

13. Oda sıcaklığında 350 rpm çalkalayıcıda 30 dk inkübe edilmiştir. 

14. 350 μl yıkama tamponuyla 5 kez yıkama yapılmıştır. 

15. 100 μl substrat solüsyonu eklenmiştir. 

16. Oda sıcaklığında, karanlık ortamda 30 dk inkübe edilmiştir. 

17. 100 μl durdurma solüsyonu eklenmiştir.   

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

konsantrasyon belirlenmiştir. 

Testler  arası  (inter‐assay)  varyasyonu  önlemek  amacıyla  örnekler  aynı 

çalışmada analiz edilmiştir. Testlerin güvenilir olması için kontrol serum, standart ve 

kalibratör değerlerin beklenen aralıkta sonuç vermesi ve kabul edilebilir bir standart 

eğri çizmesi gerekmektedir. Analizler sonucu elde edilen coefficient variation (167) 

değerinin kitlerin kabul edilen sınırları içerisinde olması beklenmektedir.  

 
IGF1 ve IGFBP3 düzeylerinin yaş ve cinsiyete göre değişik dağılım gösterdiği, 

bilinmektedir. Bu nedenle nomogramlar kullanılarak IGF1 ve IGFBP3 sonuçları yaş ve 

cinsiyete  göre  normalize  edilmiş,  standart  sapma  değerleri  hesaplanmış  ve 

istatistiksel analizler bu değerler üzerinden yapılmıştır. Standart sapma değerlerinin  



	 34

‐2’nin  altında  olması  konsantrasyonun  ciddi  derecede  düşük  olduğunu 

göstermektedir. IGFBP5 ve ALS düzeyleri bireyler arasında normal dağılım gösterdiği 

için bu hesaplamalara gerek duyulmamıştır.  

 

3.3.3. İstatistiksel Değerlendirme 
 

Serumda  yapılan  analiz  sonuçları  Statistical  Package  for  Social  Sciences 

(SPSS, v10) programı kullanılarak  istatistiksel olarak değerlendirilmiştir. Spearman, 

Ki‐kare  ve Mann‐Whitney  U  testleri  kullanılarak  veriler  analiz  edilmiş  ve  P<0.05 

değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir.  

 
3.3.4.  SMA Hastalarının  İskelet Kas Hücrelerinde Lokal Olarak Sentezlenen     

IGF1, IGF2, IGFBP5 ve IGF1R Protein Düzeylerinin Araştırılması  
 

 Lokal  olarak  sentezlenen  IGF1,  IGF2,  IGF1R  ve  IGFBP5  proteinleri  sıvı 

nitrojende  dondurulmuş  ve  ‐80°C’de  saklanan  arşivlenmiş  vastus  lateralis  kas 

biyopsilerinden  alınan  7  μm  kalınlığındaki  kesitlerde  IF  boyama  tekniği  ile  analiz 

edilmiştir.  Boyamalar  kesitler  alındıktan  sonra  aynı  gün  içinde  bekletilmeden 

gerçekleştirilmiş  ve  kullanılan  antikora  bağlı  olarak  değişen  bloklama,  primer  ve 

sekonder antikor uygulamaları aşağıda belirtilmiştir.  

 

1. Fiksasyon basamağı: 

x Oda  sıcaklığında  30  dk  bekletilen  kesitlerin  etrafı  hidrofobik  bariyer 

oluşturmak  için  kalemle  (Pap  pen)  çizilmiştir.  Oda  sıcaklığına  getirilmiş  olan %  4 

paraformaldehit (pH: 7.2) dokunun üzerini kaplayacak şekilde uygulanmıştır.  

x 15 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiştir.  

x 2 kez 10 dk 1X PBS tamponu (pH: 7.3) ile yıkama yapılmıştır. 

 

2. Permeabilizasyon basamağı:  

x Dokunun  üzerini  kaplayacak  şekilde %  0.2  Triton  X  100  içeren  1X  PBS 

tamponu eklenmiştir.  
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x 5 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

x 3 kez 5 dk 1X PBS tamponu ile yıkama yapılmıştır. 

 

3. Bloklama basamağı:  

x IGF1,  IGF2  ve  IGFBP5  analizleri  için; %  0.1  Tween  20  içeren  1X  PBS 

tamponu ve % 10 hacim oranında BSA (0.1 gr/ml) karıştırılarak hazırlanan bloklama 

solüsyonu dokunun üzerine uygulanmıştır. 

x IGF1R analizi  için; % 0.1 Tween 20 içeren 1X PBS tamponu, % 10 hacim 

oranında  BSA  (0.1  gr/ml)  ve  %  10  hacim  oranında  keçi  serumu  karıştırılarak 

hazırlanan bloklama solüsyonu dokunun üzerine uygulanmıştır. 

x 1 saat oda sıcaklığında  inkübe edilmiştir. 

x Lam  bir  peçetenin  üzerine  dik  tutulup  nazikçe  bir  kaç  kez  vurularak 

bloklama solüsyonu uzaklaştırılmıştır.  

 

4. Primer antikor uygulaması:  

x IGF1 analizleri  için; % 0.1 Tween 20 içeren 1X PBS tamponu içerisine % 

10  hacim  oranında  BSA  (0.1  gr/ml)  ve  7  μg/ml  konsantrasyonda  primer  antikor 

(keçi) eklenmiştir.  

x IGF2 analizleri  için; % 0.1 Tween 20 içeren 1X PBS tamponu içerisine % 

10  hacim  oranında  BSA    (0.1  gr/ml)  ve  5  μg/ml  konsantrasyonda  primer  antikor 

(keçi) eklenmiştir.  

x IGFBP5 analizleri  için; % 0.1 Tween 20 içeren 1X PBS tamponu içerisine 

%  10  hacim  oranında  keçi  serumu  ve  16  μg/ml  konsantrasyonda  primer  antikor 

(fare) ekle eklenmiştir.  

x IGF1R analizleri için; % 0.1 Tween 20 içeren 1X PBS tamponu içerisine % 

10 hacim oranında keçi serumu ve 1/50 dilüsyon oranında primer antikor  (tavşan) 

eklenmiştir. 

x Negatif  kontrol  olarak  değerlendirilecek  olan  dokunun  üzerine  primer 

antikor yerine 1X PBS tamponu eklenmiştir. 

x  +4°C’de gece boyu inkübe edilmiştir (16.5 saat). 
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x 3  kez  10  dk  1X  PBS  tamponu  ile,  düşük  hızda  çalkalayıcı  kullanılarak 

yıkama yapılmıştır. 

 

5. Sekonder antikor uygulaması:  

x IGF1  ve  IGF2  analizi  için;  %  0.1  Tween  20  içeren  1X  PBS  tamponu 

içerisine % 10 hacim oranında BSA (0.1 gr/ml) ve 1/1000 dilüsyon oranında tavşan‐

anti‐keçi AF488 sekonder antikoru eklenmiştir.  

x IGFBP5 analizi  için; % 0.1 Tween 20  içeren 1X PBS tamponu  içerisine % 

10 hacim oranında BSA (0.1gr/ml) ve 1/1000 dilüsyon oranında keçi‐anti‐fare AF488 

sekonder antikoru eklenmiştir.  

x IGF1R analizi için; % 0.1 Tween 20 içeren 1X PBS tamponu içerisine % 10 

hacim oranında goat  serumu  ve 1/1000 dilüsyon oranında  keçi‐anti‐tavşan AF488 

sekonder antikoru eklenmiştir.  

x 30 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

x 3 kez 5 dk 1X PBS tamponu ile yıkama yapılmıştır. 

 

6. DAPI uygulaması: 

x 5 mg/ml konsantrasyonundaki DAPI ara stoğundan 1 μl alınmış ve 2000 

μl dH2O içerisinde dilüsyon yapılmıştır (1/2000). 

x 1 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

x 1 kez 5 dk dH2O ile yıkama yapılmıştır. 

 

7. Kesitlerin üzerinin kapatılması: 

x Kesitler tamamen kuruduktan sonra üzerine oda sıcaklığına gelmiş olan 

kapatma solüsyonu eklenmiştir. 

x Lamel 45° açıyla  tutularak, hava  kabarcığı oluşturmadan  lamın üzerine 

kapatılmıştır.  

x Hava almaması için lamelin etrafı şeffaf oje ile kapatılmıştır.  

x 1  saat  oda  sıcaklığında  bekletildikten  sonra  kesitler  ışık  almayacak 

şekilde +4°C’de saklanmıştır.  
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IGF1 ve IGF1R Antikorlarıyla Eş IF Boyama Protokolü 

 

1. Fiksasyon basamağı: 

x Oda  sıcaklığında  30  dk  bekletilen  kesitlerin  etrafı  hidrofobik  bariyer 

oluşturmak  için  kalemle  (Pap  pen)  çizilmiştir.  Oda  sıcaklığına  getirilmiş  olan %  4 

paraformaldehit (pH: 7.2) dokunun üzerini kaplayacak şekilde uygulanmıştır.  

x 15 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiştir.  

x 2 kez 10 dk 1X PBS tamponu (pH: 7.3) ile yıkama yapılmıştır. 

 

2. Permeabilizasyon basamağı:  

x Dokunun  üzerini  kaplayacak  şekilde %  0.2  Triton  X  100  içeren  1X  PBS 

tamponu solüsyonu  eklenmiştir.  

x 5 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

x 3 kez 5 dk 1X PBS tamponu ile yıkama yapılmıştır. 

 

3. Bloklama basamağı:  

x % 0.1 Tween 20  içeren 1X PBS tamponu % 10 hacim oranında BSA (0.1 

gr/ml) karıştırılarak hazırlanan bloklama solüsyonu dokunun üzerine uygulanmıştır. 

x 1 saat oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

x Lam  bir  peçetenin  üzerine  dik  tutulup  nazikçe  bir  kaç  kez  vurularak 

bloklama solüsyonu uzaklaştırılmıştır.  

 

4. IGF1 ve IGF1R primer antikor uygulaması: 

x % 0.1 Tween 20  içeren 1X PBS tamponu  içerisine % 10 hacim oranında 

BSA  (0.1  gr/ml),  7μg/ml  konsantrasyonda  IGF1  primer  antikoru  (keçi)  ve  1:50 

oranında IGF‐1R primer antikoru (tavşan) eklenmiştir.  

x Negatif  kontrol  olarak  değerlendirilecek  olan  dokunun  üzerine  primer 

antikor yerine 1X PBS tamponu eklenmiştir. 

x  +4°C’de gece boyu inkübe edilmiştir (16.5 saat). 
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x 3  kez  10  dk  1X  PBS  tamponu  ile,  düşük  hızda  çalkalayıcı  kullanılarak 

yıkama yapılmıştır. 

 

5. IGF1 ve IGF1R sekonder antikor uygulaması: 

x IGF1 analizi için; % 0.1 Tween 20 içeren 1X PBS tamponu içerisine % 10 

hacim oranında BSA  (0.1  gr/ml)  ve 1/1000 dilüsyon oranında  tavşan‐anti‐keçi  (AF 

488) sekonder antikoru eklenmiştir.  

x 30 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

x 3 kez 5 dk 1X PBS tamponu ile yıkama yapılmıştır. 

x IGF1R analizi için; % 0.1 Tween 20 içeren 1X PBS tamponu içerisine % 10 

hacim oranında keçi serumu ve 1/1000 dilüsyon oranında keçi‐anti‐tavşan (AF 568) 

sekonder antikor eklenmiştir.  

x 30 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

x 3 kez 5 dk 1X PBS tamponu ile yıkama yapılmıştır. 

 

6. DAPI uygulaması: 

x 5 mg/ml konsantrasyonundaki DAPI stoğundan 1 μl alınmış ve 2000 μl 

dH2O içerisinde dilüsyon yapılmıştır (1/2000). 

x 1 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

x 1 kez 5 dk dH2O ile yıkama yapılmıştır. 

 

7. Kesitlerin üzerinin kapatılması: 

x Kesitler tamamen kuruduktan sonra üzerine oda sıcaklığına gelmiş olan 

kapatma solüsyonu eklenmiştir. 

x Lamel 45° açıyla  tutularak, hava  kabarcığı oluşturmadan  lamın üzerine 

kapatılmıştır.  

x Hava almaması için lamelin etrafı şeffaf oje ile kapatılmıştır.  

x 1  saat  oda  sıcaklığında  bekletildikten  sonra  kesitler  ışık  almayacak 

şekilde +4°C’de saklanmıştır.  
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3.3.5. IF Boyama Sonuçlarının Değerlendirilmesi 
 
IF boyama yapılan kesitler boyama yapıldıktan bir gün sonra upright floresan 

mikroskobu   (Zeiss Axioplan 2 ve Nikon Eclipse E400)  ile görüntülenmiştir. Boyama 

sonuçları proteinin dokudaki yerleşimi, yaygınlığı ve boyanma yoğunluğu açısından 

değerlendirilmiş,  SMA  hastaları,  sağlıklı  bireyler  ve  farklı  nöromüsküler  hastalığa 

sahip bireylere ait kas dokuları arasında karşılaştırılmıştır. Ayrıca her bireye ait kas 

kesitleri kendi içerisinde de değerlendirilerek yorumlanmıştır. 
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4. BULGULAR 

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

Analizleri 

15  SMA  hastası  ve  18  kontrol  bireyin  serumlarında  bulunan  IGF1,  IGFBP3, 

IGFBP5  ve  ALS  proteinlerinin  düzeyi  araştırılmış,  sonuçlar  hastalara  ait  klinik 

bilgilerle ve antropometrik verilerin değerlendirme sonuçlarıyla birlikte Tablo 4.1’de 

verilmiştir.  
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Tablo 4.1. SMA hastaları ve kontrol grubuna ait klinik, antropometrik veriler ve serum analiz sonuçları. 

 
 
SSS: Standart sapma skoru, SA: Sonuç alınamayan örnek.

Ekzon 
7

Ekzon 
8

HASTA
1 Kız 11 ‐1,56 117 −  I 2 2 45,48 ‐0,2 3228,2 0,91 1520 78,21
2 Erkek 72 ‐1,87 144 −  I 2 2 86,36 ‐0,97 2362,1 ‐0,97 2680 55,45
3 Kız 10 0,71 74 orta  I 2 2 30,05 ‐1 2480,5 0,14 4640 50,77
4 Erkek 1 ‐1,25 70 orta  I SA SA 39,38 ‐0,7 1368,5 ‐1,96 900 38,17
5 Kız 3 ‐0,93 70 orta  I 2 2 8,29 ‐3,13 1614,1 ‐1,21 3860 29,92
6 Kız 12 ‐0,1 83 hafif  I 2 2 33,79 ‐0,72 1605,8 ‐1,32 4800 40,87
7 Erkek 7 ‐3,5 102 −  I 2 2 13,9 ‐2,5 883,6 ‐4 1826 12,76
8 Kız 6 ‐1,07 75 hafif  I 2 2 66,2 0,53 2581 0,32 232 50,91
9 Erkek 5 ‐0,51 82 hafif  I 2 2 6,17 ‐4,14 872,94 ‐4,09 566 13,28
10 Erkek 60 ‐1,75 103 −  II 4 4 26,94 ‐2,46 2464,2 ‐0,36 1520 43,89
11 Kız 66 ‐0,91 88 hafif  II 2 2 121,44 0 3026,8 0 3400 78,51
12 Erkek 65 ‐1,51 80 hafif  II 2 3 49 ‐1,57 1793,4 ‐1,62 Yapılamadı 41,56
13 Erkek 89 ‐5,5 86 hafif  II 2 2 131,9 0,36 2709,9 ‐0,42 Yapılamadı 67,39
14 Erkek 57 ‐3,7 118 −  II 3 3 105,76 1 3082,9 0,64 Yapılamadı 68,25
15 Erkek 81 ‐2,7 200 −  II 2 3 85,5 ‐0,85 1981 ‐1,57 Yapılamadı 52,05

KONTROL
1 Erkek 60 0,36 121 − 98,91 ‐0,08 3464,1 0,98 5500 74,34
2 Kız 68 1,28 104 − 67,44 ‐1,07 3311,2 0,31 1233,82 69,22
3 Kız 63 1,34 120 − 173,97 0,69 3067,8 0,19 1330,93 74,67
4 Kız 3 0 100 − 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 Kız 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 Kız 12 ‐0,45 89 hafif 75,21 0,69 3317,1 1 1108,49 62,19
9 Erkek 7 1,84 84 hafif 35,52 ‐1 2433 0,31 847,39 48,54
10 Erkek 18 0,96 114 − 64,52 0,08 1930,9 ‐0,7 820,33 46,02
11 Erkek 21 ‐0,2 98 − 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 0 2875,8 0,93 1040,21 58,36
14 Kız 12 ‐2 106 − 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 Kız 13 0,67 94 − 37,15 ‐0,55 1660,6 ‐1,33 701,81 39,37
17 Erkek 77 ‐0,3 94 − 122,92 0,5 2529,2 ‐0,58 1090,57 61,18
18 Kız 9 2,7 87 hafif 104,6 1,23 3293,3 1 1281,51 71,89

No Cinsiyet Yaş 
(ay)

Boy 
SSS

Malnütrisyon 
düzeyi

IGFBP3 
(ng\ml)

IGFBP3 
SSS

IGFBP5 
(ng\ml)

Asit‐labil 
subünit 
(μg/ml)

İdeal  
ağırlık 
%

SMA 
Tipi

SMN2 kopya 
sayısı IGF1 

(ng\ml) IGF1 SSS
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Analizler  sonucunda  IGF1  standart  sapma  skorunun  hastalarda  kontrol 

grubuna  göre  anlamlı  derecede  düşük  (medyan  ‐0,85  ve  ‐0,4;  p=  0,033),  IGFBP5 

düzeyinin  ise  anlamlı derecede  yüksek  (medyan 1826  ve  979,6; p= 0,049) olduğu 

belirlenmiştir.  Özellikle  5,  7,  9  ve  10  numaralı  4  hastada    IGF1  standart  sapma 

skorunun ‐2’den daha düşük değerlerde olması önemli bulunmuştur (Şekil 4.1. A ve 

C). IGFBP3 standart sapma skoru ve ALS düzeyinin ise hastalarda kontrole göre daha 

düşük olduğu (IGFBP3 medyan ‐0,97 ve ‐0,12; IGFBP5 medyan 50,77 ng/ml ve 54,96 

ng/ml) belirlenmiş, ancak fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (Şekil 4.1. C, 

D).  
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A.            B. 

 
 

C.            D.  

 
Şekil. 4.1. SMA hastaları ve kontrol grubunda IGF ailesi üyelerinin serum analizi. A.  
       IGF1  B.  IGFBP5  C.  IGFBP3  D.  ALS. Mann‐Whitney  U,  p  ≤  0,05  anlamlı 
kabul         edilmiştir. ★aykırı değeri, SSS* standart sapma skorunu göstermektedir. 
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SMA  hastalığının  ciddiyetiyle  IGF  sistemi  elemanlarının  düzeyi  arasındaki 

ilişkinin araştırılması amacıyla analiz sonuçları tip  I ve tip  II SMA hastaları arasında 

karşılaştırılmıştır  (Şekil  4.2).  Tip  I  SMA  hastalarının  serum  IGF1,  IGFBP3  ve  ALS 

düzeylerinin tip II hastalara göre daha düşük olduğu belirlenebilmiş olsa da bu fark 

istatistiksel  olarak  anlamlı  bulunmamıştır.  Ayrıca,  tip  I  hastalara  ait  değerlerdeki 

varyasyonun  tip  II  hastalara  göre  daha  yüksek  olduğu,  IGF1  düzeyi  düşük  olan 

hastaların  IGFBP3 ve/veya ALS düzeylerinin de düşük olduğu dikkat çekmiştir. Dört 

tip II SMA hastasının çalışmaya geç dahil olması nedeniyle IGFBP5 düzeyi yalnızca 2 

tip  II  SMA  hastasında  (#  10  and  11)  belirlenebilmiş,  bu  nedenle  IGFBP5  düzeyini 

tipler arasında karşılaştırmak mümkün olmamıştır. 
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A. B.  

 

C. 

 
Şekil  4.2.  Serum  IGF1,  IGFBP3  ve  ALS  düzeylerinin  tip  I  ve  tip  II  SMA  hastaları 

arasında karşılaştırılması.  A. IGF1 B. IGFBP3 C. ALS. Mann‐Whitney U, p 
≤ 0,05 anlamlı kabul edilmiştir. SSS*: Standart sapma skoru.  

 

SMA hastalarında görülen serum IGF1 düzeyi düşüklüğünün büyüme geriliği 

veya  malnütrisyona  bağlı  olabileceği  düşünülerek  çalışma  grubunda  yer  alan 

çocuklar bu açıdan değerlendirilmiştir. Boy standart sapma skorları hesaplandığında 

kontrol  bireylerde  boy  kısalığına  rastlanmazken,  hastalarda  yaygın  olduğu  (%  47) 

görülmüştür.  Beklendiği  şekilde  malnütrisyon  oranı  SMA  hastalarında  kontrol 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek (sırasıyla % 60 ve % 17, ki‐
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kare, p= 0,010) bulunmuştur. Ayrıca malnütrisyon hesaplamalarında kullanılan ideal 

ağırlık  yüzdelerinin  hastalarda  kontrole  göre  anlamlı  derecede  düşük  (p=  0,031) 

olduğu  belirlenmiş,  9  SMA  hastasının  altısında  hafif,  üçünde  orta  şiddette 

malnütrisyon  görülürken,  3  kontrol  bireyde  yalnızca  hafif  malnütrisyon  olduğu 

saptanmıştır. Bu değerlendirmeler sonucunda  istatistiksel analizler hastalarda  IGF1 

düşüklüğünün malnütrisyon ya da büyüme geriliğiyle  ilişkili olmadığını göstermiştir 

(Şekil 4.3). 

 

 

 
Şekil 4.3. IGF1 düzeyinin malnütrisyonla karşılaştırılması (Mann‐Whitney U, p ≤ 0,05 

anlamlı  kabul  edilmiştir).    °  işareti  aykırı  değeri,  SSS*  standart  sapma 
skorunu göstermektedir.  
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4.2.  İskelet Kas Hücrelerinde Lokal Olarak Sentezlenen  IGF1,  IGF2,  IGFBP5 

ve IGF1R Protein Analizleri  

 

SMA  hastaları  ve  kas  biyopsisinde  patolojik  bulgu  saptanmayan  sağlıklı 

bireylere  ait  arşivlenmiş  iskelet  kas  biyopsilerinde  IGF1,  IGF2,  IGFBP5  ve  IGF1R 

proteinlerinin IF boyama sonuçlarının 40X objektifle çekilen mikroskobik görüntüleri 

şekil 4.4‐4.7 arasında verilmiştir.  

 

Araştırılan  kas  kesitlerinin  arşiv materyali  olması  nedeniyle  bütünlüğün  iyi 

korunduğu,    atrofik/hipertrofik  liflerin  bir  arada  olduğu  ve  aralarındaki  boyanma 

farkının  gösterilebildiği  örnek  fotoğraflar  seçilmiştir.  Bu  nedenle  aşağıda  verilmiş 

olan şekillerde farklı SMA hastalarına ait örnek görüntüler bulunmaktadır.  
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Şekil 4.4. Sağlıklı birey (K1) ve SMA hastalarına (H1‐H5) ait kas biyopsi kesitlerinde 

IGF1  IF boyama görüntüleri. Yeşil:  IGF1, Mavi: DAPI,  çekirdek boyaması, 
hasta ve kontrol bireyde örnek olarak verilmiştir. 
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Şekil  4.5.  Sağlıklı  birey  (K1)  ve  SMA  hastalarına    (H1, H2, H5‐H7)  ait  kas  biyopsi 

kesitlerinde  IGF1R  IF  boyama  görüntüleri.  Yeşil:  IGF1R,  Mavi:  DAPI, 
çekirdek boyaması, hasta ve kontrol bireyde örnek olarak verilmiştir. 
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Şekil  4.6.  Sağlıklı  birey  (K2)  ve  SMA  hastalarına  (H2,  H3,  H5‐H7)  ait  kas  biyopsi 

kesitlerinde  IGF2  IF  boyama  görüntüleri.  Yeşil:  IGF2,  Mavi:  DAPI, 
çekirdek boyaması, hasta ve kontrol bireyde örnek olarak verilmiştir. 
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Şekil  4.7.  Sağlıklı  birey  (K3)  ve  SMA  hastalarına  (H1‐H3,  H6,  H7)  ait  kas  biyopsi 

kesitlerinde  IGFBP5  IF  boyama  görüntüleri.  Yeşil:  IGFBP5, Mavi: DAPI, 
çekirdek boyaması, hasta ve kontrol bireyde örnek olarak verilmiştir. 
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IF  boyama  yapılan  kas  kesitlerinin  beklendiği  gibi  sağlıklı  bireylerde 

normotrofik  liflerden,  SMA  hastalarında  ise  atrofik,    hipertrofik  ve  normotrofik 

liflerden oluştuğu görülmüştür.  Analiz sonuçları değerlendirildiğinde: 

 

x IGF1,  IGF2,  IGFBP5  ve  IGF1R  proteinlerinin  kas  liflerinde  sarkoplazma, 

sarkolemma  ve  çekirdek  çevresinde  noktasal  ya  da  çizgisel  olarak  bulundukları, 

IGFBP5’in  ek  olarak  ECM’de  yerleşim  gösterdiği  belirlenmiştir.    SMA  hastaları  ve 

sağlıklı bireyler arasında yerleşim farkı olmadığı gösterilmiştir. 

x Sağlıklı  bireylere  ait  kas  kesitlerindeki  boyama  yoğunluğu  SMA 

hastalarıyla karşılaştırıldığında iki grup arasında belirgin bir fark dikkat çekmemiştir.  

x Ancak,  SMA  hastalarına  ait  kas  biyopsi  örneklerinde  atrofik  liflerin 

hipertrofiklere oranla daha yoğun boyandığı tespit edilmiştir. Bu durumun hastalar 

arasında  ve  aynı hastaya  ait  kesitin  farklı  alanlarında değişkenlik  gösterdiği dikkat 

çekmiştir.  

 

Elde  ettiğimiz  sonuçların  SMA  hastalığına  özgüllüğünün  araştırılması 

amacıyla, LGMD, DMD, tip 2 lif atrofisi görülen kas distrofisi ve CFTD hastalarına ait 

6  kas  biyopsi  örneği  hasta‐kontrol  grubu  olarak  araştırmaya  dahil  edilmiştir  (Bkz. 

tablo 3.2). SMA hastalarının kas dokusunda tip 2 lif atrofisi olduğu bilinmektedir. Kas 

distrofisinde SMA’ya benzer olarak tip 2, konjenital lif tipi oransızlığı hastalığında ise 

tip  1  lif  atrofisi  görülür. Hasta‐kontrol  grubunun  çalışmaya  dahil  edilmesiyle  SMA 

hastalarının  atrofik  liflerinde  görülen  IF  boyanma  özelliğinin  SMA  hastalığına 

özgüllüğünün araştırılmasının yanı sıra, tip 2 liflere özgü bir durum olup olmadığının 

araştırılması  mümkün  olmuştur.  IGF1,  IGF2,  IGFBP5  ve  IGF1R  proteinlerinin  IF 

boyama sonuçlarının 20X objektifle çekilen mikroskobik görüntüleri şekil 4.8‐4.11’de 

verilmiştir.  

 

 

 

 



	 53

 

Şekil  4.8.  Hasta‐kontrol  grubuna  ait  kas  biyopsi  kesitlerinde  IGF1  IF  boyama 
görüntüleri. A.  LGMD B. DMD C. Tip 2  lif atrofisi görülen kas distrofisi   
D. CFTD. 
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Şekil  4.9.  Hasta‐kontrol  grubuna  ait  kas  biyopsi  kesitlerinde  IGF1R  IF  boyama  
görüntüleri.   A. LGMD B. DMD C. Tip 2  lif atrofisi görülen kas distrofisi  
D. CFTD. 
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Şekil  4.10.  Hasta‐kontrol  grubuna  ait  kas  biyopsi  kesitlerinde  IGF2  IF  boyama 
görüntüleri.  A. LGMD B. DMD C. Tip 2 lif atrofisi görülen kas distrofisi 
D. CFTD.  
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Şekil  4.  11. Hasta‐kontrol  grubuna  ait  kas  biyopsi  kesitlerinde  IGFBP5  IF  boyama 
görüntüleri. A. LGMD B. DMD C. Tip 2  lif atrofisi görülen kas distrofisi 
D. CFTD.  

 
 

LGMD, DMD,  tip 2 atrofisi görülen  kas distrofisi  ve CFTD hastalarına ait  IF 

boyama  sonuçları değerlendirildiğinde  IGF  sistemi elemanlarının  SMA hastaları  ile 

benzer  yerleşim gösterdiği ve bu hastaların atrofik liflerinin de hipertrofiklere göre 

daha koyu boyandığı gözlenmiştir. Bu durum atrofik liflerde hastalık patogenezinden 

ve atrofiye uğrayan lif tipinden bağımsız olarak IGF sistemi elemanlarının sentezinin 

arttığını göstermiştir. 
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IGF1  proteini  etkisini  IGF1  reseptörüne  bağlanarak  çeşitli  hücre  içi  sinyal 

yolaklarının  uyarılmasıyla  göstermektedir.  Bu  nedenle  hücrelerde  IGF1  ve  IGF1 

reseptörünün  eş  yerleşim  göstermeleri  beklenmektedir.  İki  proteinin  birlikteliğini 

göstermek amacıyla SMA hastaları, sağlıklı bireyler ve hasta‐kontrol grubuna ait kas 

biyopsi örneklerinde  IGF1‐IGF1R eş boyamaları yapılmış  (Şekil 4.12‐ 4.16),  IGF1 ve 

IGF1R proteininin eş yerleşim gösterdiği belirlenmiştir.  
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Şekil 4.12. Sağlıklı bireye ait kas biyopsi kesitinde yapılan IGF1‐IGF1R eş IF boyama       

görüntüleri. Görüntülemede 20 X objektif kullanılmıştır. 
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Şekil 4.13. SMA hastasına ait kas biyopsi kesitinde yapılan IGF1‐IGF1R eş IF boyama 

görüntüleri. Görüntülemede 20 X objektif kullanılmıştır. 
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Şekil 4.14. LGMD hastasına ait kas biyopsi kesitinde yapılan IGF1‐IGF1R eş IF 
boyama görüntüleri. Görüntülemede 20 X objektif kullanılmıştır.
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Şekil 4.15. DMD hastasına ait kas biyopsi kesitinde yapılan IGF1‐IGF1R eş IF boyama 
görüntüleri. Görüntülemede 20 X objektif kullanılmıştır. 
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Şekil 4.16. CFTD hastasına ait kas biyopsi kesitinde yapılan IGF1‐IGF1R eş IF boyama 
görüntüleri. Görüntülemede 20 X objektif kullanılmıştır. 
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5. TARTIŞMA 

 

Büyüme  ve  gelişme  için  önemli  olan  IGF’ler  normal  fizyolojik  süreçleri 

kontrol etmenin  yanı  sıra patolojilerle de  ilişkilendirilmiş olan pleiotropik büyüme 

faktörleridir.  Çeşitli  nöromüsküler  hastalıklarda  IGF  sistemi  regülasyonundaki 

bozukluk motor nöron ve kas hücreleri üzerindeki güçlü trofik desteğin azalmasına 

neden  olarak  hastalıkların  patolojisiyle  ilişkilendirilmektedir  (116,  147).  Bu 

bakımdan, motor  nöron  dejenerasyonu  ve  kas  atrofisi  görülen  SMA  hastalarında 

daha  önce  detaylı  olarak  çalışılmamış  olan  IGF  sisteminin  araştırılması  önem 

taşımaktadır. 

 

Farklı  kliniğe  sahip  SMA  hastalarına  ait  plazma  örneklerinde  yapılmış  olan 

biyobelirteç  çalışmaları  ve Anabilim Dalı’mızda  tip  I  ve  tip  III  SMA  hastalarına  ait 

fibroblast hücrelerinde yapılmış olan  transkriptom çalışmaları  incelendiğinde ortak 

bulgu olarak IGFBP’lerin ifadesinde tiplere göre farklılık olduğu dikkat çekmiştir (16). 

Ayrıca  SMA’lı  hayvan modellerinde;  1.  serum  IGF1  ve  IGFBP3  düzeylerinin  düşük 

olması  (39, 40),  2.  kasa özgül  IGF1  ifade  artışının  SMA’da  görülen  kas patolojisini 

düzeltebilmesi  (110),  3.  SMN  proteini  ve  IGF1  düzeyleri  arasında  korelasyon 

olduğunu gösteren çalışmalar SMA hastalığının patogenezinde  IGF sisteminin etkisi 

olabileceğini düşündürmüştür (39, 54, 169, 170). Kas ve motor nöron hücrelerindeki 

anabolik etkileri ve  literatürde bulunan çalışmalar doğrultusunda SMA hastalarında 

görülen  fenotipik  çeşitlikle  IGF  ailesi  üyelerinin  düzeyi  arasında  ilişki  olabileceği 

hipotezi  kurulmuştur.  Bu  tez  çalışması  kapsamında  SMA  hastalarında  IGF  ve  IGF 

bağlayıcı proteinlerin karaciğerden sentezlenerek seruma verilen sistemik düzeyleri 

ve  lokal  olarak  iskelet  kasındaki  sentezleri  ilk  kez  detaylı  olarak  araştırılmış  ve 

hastalık fenotipindeki çeşitlilikle ilişkisi incelenmiştir. 

 

Sistemik  düzeyin  belirlenmesi  için  serum  örnekleri  kullanılarak  yapılan 

analizlerde 15 SMA hastası (9 tip I ve 6 tip II) ve 18 kontrol bireyde serumda bulunan 

temel IGF ailesi üyeleri olan IGF1, IGFBP3, IGFBP5 ve ALS proteinlerinin düzeyi IRMA 
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ve ELISA teknikleriyle araştırılmıştır. Sonuçlar değerlendirildiğinde, SMA hastalarında 

kontrol  grubuna  göre  IGF1  standart  sapma  skorunda  istatistiksel  olarak  anlamlı 

düşme, IGFBP5 düzeyinde ise anlamlı yükselme olduğu görülmüştür. IGFBP3 ve ALS 

protein düzeylerinin  ise hastalarda daha düşük olduğu saptanmakla birlikte bu fark 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Elde edilen sonuçlar SMA hastalarında IGF 

sistemi regülasyonunun bozuk olduğuna işaret etmiştir.  

 

SMA  hastalarında  IGF1  düşüklüğü  görülmekle  birlikte  özellikle  5,  7  ve  9 

numaralı tip  I ve 10 numaralı tip  II SMA hastasında  IGF1 standart sapma skorunun    

‐2’ nin altında olması, bu hastalarda IGF1 takviyesi gerektirecek kadar ciddi düzeyde 

IGF1 düşüşü olduğunu göstermektedir. SMA hastalarında IGF1 düşüklüğünün primer 

ya da sekonder nedenleri olabilir (171). Beslenme IGF1 regülasyonunda rol alan en 

önemli faktörlerden birisi olarak kabul edilmektedir (172). SMA hastalarında iskelet 

kas  atrofisi  ve  beslenme  problemlerine  bağlı  olarak  malnütrisyona  sık  

rastlanmaktadır. Bu nedenle  çalışmaya  yalnızca malnütrisyonu olmayan hastaların 

dahil edilmesi mümkün olamamıştır. Çalışma grubunda yer alan bireylerin beslenme 

düzeyleri analiz edildiğinde hastaların % 40’ında hafif ve   % 20’sinde orta düzeyde 

malnütrisyon  olduğu  görülürken  kontrol  bireylerin %  17’sinde  hafif malnütrisyon 

olduğu belirlenmiştir. İstatistiksel analizler IGF1 düşüklüğünün malnütrisyonla ilişkili 

olmadığını göstermiştir.  

 

IGF1  düzeyinin  diğer  regülatörleri,  dolaşımda  IGF1’e  bağlanarak  ikili 

kompleks  oluşturan  IGFBP3  ve  IGFBP5  proteinleri  ile  bu  kompleksin  stabilitesini 

sağlayan  ALS  proteinidir  (19,  127,  173).  Tez  çalışmasından  elde  edilen  sonuçlar 

IGFBP5  düzeyinin  hastalarda  kontrollere  göre  istatistiksel  olarak  anlamlı  arttığını, 

IGFBP3 ve ALS düzeyindeki düşüşün ise anlamlı olmadığını göstermiştir. Amyotrofik 

lateral  skleroz  hastalıklarında  IGFBP5  düzeylerinin  yüksek  olduğu  literatürde 

bildirilmiştir (34, 38). Bu çalışmalarda da belirtildiği gibi, SMA hastalarında saptamış 

olduğumuz  artan  IGFBP5’in  serbest  IGF1’lere  bağlanarak  onların  IGF1R’üne 

bağlanmasını  engelleyip  kas  ve  motor  nöron  patolojisine  etki  edebileceği 
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düşünülmüştür.  SMA  hastalarının  ALS  düzeyindeki  azalma  anlamlı  olmamasına 

rağmen bireysel olarak değerlendirildiğinde 7 ve 9 numaralı tip I SMA hastalarındaki 

düşüklük dikkat çekici bulunmuştur. Bu hastalarda ALS proteininin yanı sıra IGF1 ve 

IGFBP3  düzeylerinin  de  ciddi  derecede  düşük  olduğu,  doğumdan  sonraki  ilk  2  ay 

içerisinde hastalık belirtilerini gösterdikleri ve mekanik solunum desteği alan diğer 

hastalara  göre  daha  erken  dönemde  (5  aylık)  bu  desteğe  ihtiyaç  duydukları 

görülmüştür.  Hastalarda  saptadığımız  ALS  eksikliğinin  ikili  kompleks  stabilitesini 

bozarak  IGF1  ve  IGFBP3  konsantrasyonunda  azalmaya  neden  olduğu 

düşünülmektedir  (19,  173).  Benzer  bulgular  SMA  fare  modellerinde  yapılan 

çalışmalarda da bildirilmiştir (39, 40). 

 

IGF  sistemi  elemanlarının  düzeyi  ile  SMA  hastalarında  görülen  fenotipik 

çeşitlilik arasındaki  ilişki, klinik olarak birbirinden  farklı olan  tip  I ve  tip  II hastalar 

birbiriyle  karşılaştırılarak  araştırılmıştır.  İstatistiksel  olarak  anlamlı  olmasa  da 

hastalık ciddiyetiyle paralel olarak IGF1, IGFBP3 ve ALS düzeylerinin tip I hastalarda 

tip II’lere göre daha düşük olduğu belirlenmiştir. Benzer şekilde Millino ve ark.  (161) 

SMA  hasta  kasında  yaptıkları  transkriptom  çalışmasında  IGF/PI3K/Akt  yolağı 

elemanlarının  ifadesinin hastalık ciddiyetine göre değişiklik gösterdiğini bildirmiştir. 

Bu  nedenle  tip  I  ve  tip  II  SMA  hastaları  arasında  saptamış  olduğumuz  farklılığın 

istatistiksel  olarak  anlamlı  olmasa  bile  biyolojik  olarak  anlamlı  olabileceği  ve  IGF 

sistemi  ile klinik ciddiyet arasındaki  ilişkinin kesinleşebilmesi  için daha  fazla sayıda 

hastada araştırma yapılmasının faydalı olacağı düşünülmüştür.  

 

Sistemik  IGF1  tedavisinin  SMA  fare  modelinde  motor  nöron 

dejenerasyonunu azaltarak motor  fonksiyonlarda  iyileşme, kas atrofisinde azalma, 

vücut  ağırlığı  ve ömür uzunluğunda  artış  sağladığı  gösterilmiştir. Kas  ya da motor 

nöronlara uygulanan tedavilere göre sistemik  IGF1 uygulamasının SMA’da periferal 

dokularda  görülen patolojilerin de  iyileşmesini  sağlayarak  yüksek  fayda  gösterdiği 

bildirilmiştir  (55).  SMA  hastalığında  IGF  sisteminin  kapsamlı  olarak  anlaşılabilmesi 

için  serumda  bulunan  IGF  sistem  elemanlarının  yanı  sıra  lokal  sentezin  de 
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araştırılması  önemlidir.  Lokal  sentez,  hastaların motor  nöron  hücrelerine  ulaşmak 

mümkün  olmadığı  için  arşivlenmiş  kas  biyopsi  örneklerinde  IF  boyama  tekniği  ile 

araştırılmıştır. Çalışma kapsamında IGF1 ve  IGF2 kas gelişimi, farklılaşması ve hasar 

sonrası  rejenerasyonda  rol  almaları,  IGFBP5  kasta  ifade  olan  temel  IGF  bağlayıcı 

protein olması ve IGF1R’ü IGF sinyalizasyonundaki rolü nedeniyle analiz edilmiştir.  

 

IF boyama  çalışmaları  sonucunda,  araştırılan proteinlerin  çekirdek periferi, 

sarkoplazma ve sarkolemmada noktasal ya da çizgisel olarak yerleşim gösterdikleri 

belirlenmiş,  kontrol  bireyler  ve  SMA  hastaları  arasında  hücre  içi  yerleşim 

bakımından  farklılık  saptanmamıştır.  Atrofi  düzeyinin  hastalar  arasında  ve  aynı 

hastaya  ait  doku  kesitlerinde  değişkenlik  gösterdiği  gözlenmiştir.  Boyanma 

yoğunluğu bakımından histolojik olarak birbirinden farklı olan sağlıklı ve SMA hasta 

kası arasında belirgin bir farklılık dikkat çekmezken, SMA hastalarında atrofik liflerin 

hipertrofiklere  göre  daha  koyu  boyandığı  belirlenmiştir.  Bu  durumun  SMA’ya 

özgüllüğünün araştırılması için SMA hastalığı dışında tip I ve tip II lif atrofisi görülen 

nöromüsküler  hastalık  (DMD,  LGMD,  CFTD  ve  tip  II  lif  atrofisi)  grupları  çalışmaya 

dahil edilmiştir. SMA  ile benzer şekilde  IGF sistemi elemanlarının sentezinin atrofik 

liflerde hipertrofiklere göre artış göstermesi, bu durumun hastalık patogenezinden 

ve  atrofiye  uğrayan  lif  tipinden  bağımsız  olarak  kas  atrofisi  durumunda  görülen 

ortak bir cevap olduğunu göstermiştir.  

 

Kas kitlesi anabolik ve katabolik sinyaller arasındaki dengeyle korunmaktadır. 

Anabolik  sinyallerin  azalması  ya  da  denervasyon  nedeniyle  uzun  süreli  katabolik 

sinyaller kas atrofisine neden olmaktadır (174‐176). IGF1’in iskelet kas büyümesinin 

pozitif regülatörü olduğu, kasa özgül olarak ifadesi arttırıldığında protein sentezi ve 

hipertrofiyle  ilgili  sinyal  yolaklarını  indüklerken,  protein  yıkımı  ve  apoptozla  ilgili 

yolakları  baskılayarak  atrofiyi  önleyebildiği  bilinmektedir  (24,  177‐179).  IGF2  ise 

miyoblast proliferasyon ve sağ kalımında rol almasının yanı sıra kas farklılaşmasında 

önemli  rol oynamaktadır  (111,  112,  180). Bu  bilgiler  ışığında  atrofik  kas  liflerinde 

saptamış  olduğumuz  IGF1  ve  IGF2  artışının  sağ  kalım,  rejenerasyonu  uyarmak, 
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hipertrofi sağlamak ya da kası  innerve eden motor nöronların korunması amacıyla 

gerçekleştiği düşünülmektedir.  

 

İnsan primer kas kültüründe  IGF1 uygulamasının  IGFBP5 sentezini arttırdığı 

bildirilmiştir  (181).  Kastan  sentezlenen  IGFBP5  farklılaşma  sırasında  hem  kendi 

ifadesi  hem  de  IGF2  ifadesini  arttırarak  kas  farklılaşmasında  önemli  rol 

oynamaktadır  (180).  Bu  tez  çalışmasında  atrofik  liflerde  yoğun  olarak  görülen 

IGFBP5’in  diğer  IGF  sistemi  elemanlarından  farklı  olarak  ekstraselüler  alanda  da 

yerleşimi  olduğu  saptanmıştır.  IGFBP5’in  ECM  proteinleri  ile  bağlanması  sonucu 

IGF’lere  olan  ilgisinin  azaldığı,  IGF’lerin  serbest  kalarak  IGF1R’ünü  uyardığı  ve 

böylece  IGFBP5’in  hücre  yüzeyinde  IGF1R’üne  yakın  bir  IGF  havuzu  oluşturduğu 

bilinmektedir (136). Bu bilgiler ışığında, nöromüsküler hastalıklardan oluşan çalışma 

grubunda gözlediğimiz  IGFBP5 artışının kas hücrelerinin sağ kalımını sağladığı,  IGF2 

sentezini uyardığı ya da IGF etkisini arttırdığı şeklinde yorumlanmıştır. 

 

Kas biyopsi örneklerinde araştırılan diğer bir  IGF ailesi üyesi  ise  IGF1R’üdür. 

Atrofik  liflerde  IGF1’in  yanı  sıra  IGF1R’ünün  de  artış  gösterdiği  saptanmıştır.  Tez 

çalışmasında  yapmış  olduğumuz  eş  boyamalar  sonucunda  IGF1  ve  IGF1R’ünün 

birlikte yerleşim gösterdiği belirlenmiştir. SMA hayvan modelleri, amiyotrofik lateral 

skleroz ve Alzheimer gibi hastalıklarda iskelet kası ve merkezi sinir sisteminde IGF1R 

artışı  daha  önce  yapılmış  çalışmalarda  gösterilmiştir  (34,  36,  110,  157,  161,  164, 

182).  IGF1R  sentezindeki  artışın nörodejeneratif hastalıklar  için ortak patolojik bir 

bulgu  olabileceği  ve  IGF1R’ünün  kısmi  inaktivasyonunun  SMA’lı  farelerde  hastalık 

fenotipini  iyileştirip yaşam sürelerini uzattığı bildirilmiştir (164).  İlginç olarak Biondi 

ve ark. (164) SMA’lı fare omurilik dokusunda yaptıkları çalışmalarda IGF1R artışının 

hangi  sinyal  yolağının  uyarılacağının  belirleyicisi  olduğunu  ve  nöronların 

korunmasını sağlayan PI3K/Akt yolağı yerine ERK yolağını aktive ettiğini göstermiştir.  

Bu  durum  SMN2  tranksripsiyonunun  baskılanmasına  neden  olan  Elk‐1’in 

transkripsiyon  faktörünü  aktive  ederek  hastalık  fenotipini  negatif  olarak 

etkilemektedir. Bu bilgiler  ışığında  çalışmamızda  atrofik  kas  liflerinde  saptadığımız 
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IGF1R artışının nöromüsküler hastalıklarda ortak görülen ve hastalık patolojisine etki 

eden bir faktör olabileceği düşünülmüştür. 2016 yılında yapılan bir başka çalışmada 

IGF1  ve  IGF1R  düzeyi  kadar  reseptörün  sinyal  iletimini  gerçekleştirmesinin  de 

önemli  olduğu  gösterilmiştir  (183).  Denervasyon  nedeniyle  ortaya  çıkan  kas 

atrofisinde,  kas  kitlesinin  negatif  regülatörü  olan myostatin  yolağı  elemanlarının 

biriktiği  ve  böylece  IGF1  düzeyi  normal  olsa  bile  sinyal  iletimini  engellediği 

görülmüştür (183).  

 

Serumda  ve  kasta  bulunan  IGF  düzeylerinin  analizleri  birlikte 

değerlendirildiğinde SMA hastalarında sistemik ve lokal IGF regülasyonun bozulduğu 

belirlenmiştir. Sistemik  IGF1 düzeyindeki ciddi azalma pleiotropik etkileri nedeniyle 

IGF1’in hedeflediği bir çok periferal doku ve organı etkileyebileceği  için önemli bir 

bulgudur.  Bu  nedenlerle  bu  tez  çalışması  IGF1  ve  regülatörlerinin  hastalardaki 

sistemik düzeyinin analiz edilmesinin önemini ortaya koymuştur.  Ayrıca, atrofik kas 

liflerinde  IGF  sistem  elemanlarının  artışının  çalıştığımız  farklı  nöromüsküler 

hastalıklar  arasında  ortak  bir  bulgu  olması  bu  durumun  hastalığa  özgül  olmayan, 

atrofi  durumunda  görülen  bir  cevap  olduğunu  göstermiştir.  Bu  nedenle  artışın 

moleküler  etki mekanizmasının  araştırılması  kas  atrofisinin  daha  iyi  anlaşılmasını 

sağlayarak yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesine yardımcı olacaktır. Nöromüsküler 

hastalıklarda kaybedilen motor nöronların yerine koyulması mümkün olmadığı  için 

kasın  rejeneratif  kapasitesinin  hedeflenmesinin  tedaviyi  destekleyici  bir  faktör 

olabileceği düşünülmektedir. 
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

6.1. Sonuçlar 

x Serumda yapılan analizler sonucunda: 

�  IGF1  düzeyinin  SMA  hastalarında  kontrole  göre  istatistiksel  olarak 

anlamlı  derecede  düşük,  IGFBP5  düzeyinin  ise  anlamlı  derecede  yüksek  olduğu 

belirlenmiştir.  

� ALS ve  IGFBP3 düzeylerinin hastalarda daha düşük olduğu saptanmış ve 

bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. 

� IGF1 düzeyi 3/15  tip  I ve 1/15  tip  II SMA hastasında  ‐2 SSS’nun altında 

kalarak IGF1 takviyesi gerektirecek kadar düşük bulunmuştur.  

� İstatistiksel analizlerle IGF1 düşüklüğünün malnütrisyonla  ilişkili olmadığı 

gösterilmiştir. 

� Tip  I  ve  tip  II  SMA  hastaları  karşılaştırıldığında  IGF1,  IGFBP3  ve  ALS 

düzeylerinin  ağır  seyreden  tip  I  hastalarda  diğerlerinden  daha  düşük  olduğu 

belirlenmiştir. Bu düşüklük, istatistiksel olarak anlamlı olmasa da hastalık ciddiyetiyle 

uyumlu bulunmuştur.   

x Arşivlenmiş kas biyopsilerinde yapılan analizler sonucunda: 

� IGF1,  IGF2,  IGFBP5  ve  IGF1R  proteinlerinin  SMA  hastaları  ve  kontrol 

bireylerde  sarkoplazma,  sarkolemma  ve  çekirdek  çevresinde  yerleşim  gösterdiği 

belirlenmiştir.  

� IGFBP5’in ECM’de de yerleşim gösterdiği saptanmıştır.   

� Boyanma  düzeyinin  hastalar  arasında  ve  aynı  hastaya  ait  kesitin  farklı 

alanlarında değişkenlik gösterdiği belirlenmiştir.  

� Analiz  edilen  tüm  proteinlerin  SMA  hastalarının  atrofik  kas  liflerinde 

hipertrofiklere göre daha yoğun boyandığı saptanmıştır.  

� DMD, LGMD, CFTD ve tip 2  lif atrofisi görülen hastalarda SMA’ya benzer 

şekilde atrofik liflerdeki boyanmada artış olduğu görülmüştür.  

� IGF1  ve  IGF1R  eş  boyaması  sonucunda  iki  proteinin  birlikte  yerleşim 

gösterdiği belirlenmiştir.  
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� Atrofik  liflerde  IGF1,  IGF2,  IGFBP5  ve  IGF1R  proteinlerindeki  artışın 

hastalığa ya da atrofiye uğrayan lif tipine özgül olmadığı ve atrofi durumunda görülen 

bir cevap olduğu saptanmıştır.  

 

6.2. Öneriler 

x Serumda  bulunan  IGF  ailesi  üyelerinin  düzeyi  ve  SMA’nın  fenotipik 

çeşitliliği  arasındaki  ilişkinin  güçlendirilmesi  için  SMA  hastalarının  farklı  klinik 

tiplerinden oluşan daha büyük bir grupta çalışılması önerilmektedir. 

x Atrofik  kas  liflerinde  IGF  ve  IGF1R  sentezindeki  artışın moleküler  etki 

mekanizmasının  aydınlatılması  için  IGF  sinyal  yolağında  yer  alan  efektör 

moleküllerden Akt, ERK ve Foxo3a proteinlerinin aktivasyonunun SMA hastalarında 

araştırılması önerilmektedir.  
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� “Predictive  and  Personalized Medicine/Healthcare  in Daily Modern Medicine 

and  Pharmacy”    konulu  sertifika  programı,  Anadolu  Üniversitesi  Eczacılık 
Fakültesi‐McGill Université Faculté dé Médicine (13‐16 Eylül 2012) 

� 8. Ankara Biyoteknoloji Günleri, Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü (8‐
10 Kasım 2011) 

� “Temiz oda ve Çeker Ocak Sistemleri” eğitim programı, Metis Biyoteknoloji (21‐
22 Haziran 2011). 

� Moleküler Yaşlanma Çalıştayı, Gülhane Tıp Akademisi (21‐22 Kasım 2005) 
� Biyokimyada Yeni Uygulamalar, Proteom Analizleri ve Uygulama Alanları Eğitim 

Programı, Ankara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi (23‐24 Haziran 2005) 

   

 
	


