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OZET

Arslan, D., Nusinersen Tedavisi Alan Eriskin Spinal Muskiiler Atrofi (SMA)
Hastalarinda inflamasyon ve Glial Hiicre Iliskili Biyobelirteclerin Tespiti,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Noroloji Uzmanhk Tezi, Ankara, 2023.
Spinal muskiiler atrofi (SMA), ilerleyici motor ndron kaybu ile karakterize kalitsal bir
hastaliktir. Gilinlimiizde, SMA patogenezinin sadece motor noron dejenerasyonuyla
kisith olmadigi, basta glial hiicreler ve noroinflamasyon olmak {izere bir¢ok farkl
hiicre ve doku tipinin siirece katki sagladigi diisiiniilmektedir. Nusinersen, tilkemizde
onaylanmis tek tedavi secenegidir. Bu calismada, glial hiicre ve nodroinflamasyon
iligkili molekiillerin siirece katkisin1 tanimlamak ve tanisal ve/veya tedavi yanitini
degerlendiren biyobelirte¢ler saptamak amaglanmistir. Nusinersen tedavisi alan 24
eriskin SMA hastas1 ve 12 kontrol ¢calismaya dahil edilmistir. Glial hiicre iliskili olan
(GFAP ve GDNF) ve noroinflamatuvar etkinlik gosteren (YKL-40 ve IL-6) dort
molekiil secilerek, bu molekiillerin beyin omurilik sivist (BOS) o6rneklerindeki
diizeyleri, hastalarda nusinersen tedavisi Oncesi ve tedavinin 15.ayinda
degerlendirilmistir. Ayrica, kontrol grubu ile yapilan karsilastirmalar sonucu
patogeneze olan katkilar1 tartigilmistir. Kontrol grubuna kiyasla SMA hastalarinin
GFAP ve IL-6 seviyeleri yiiksek (p<0,05) ve GDNF diizeyi diisiiktiir (p<0,05). ROC
egrisi analizlerinde GFAP molekiiliiniin tanisal karar verdiriciligi, sinir >6,12 ng/ml
alindiginda, %87,5 duyarlilik ve %100 6zgiilliiktedir. Farkli biyomolekiil degerleri
(GFAP, GDNF ve YKL-40) birlestirilerek olusturulan lojistik regresyon modelinde ise
egri altinda kalan alan 1,0 degerine ulasmistir (p<0,001). Tedavi altinda IL-6 ve YKL-
40 diizeyleri azalmis olup; GDNF diizeylerinde artis gézlenmistir (p<<0,05). Yiiksek
BOS GFAP seviyeleri daha iyi klinik sonlanim ile iliskilendirilmistir (OR= 0,624,
p<0,05). Bulgular, glial hiicrelerin ve noroinflamatuvar degisikliklerin SMA
patogenezine katkisini dogrular. GFAP, SMA hastaligi hem tanisal hem de prognostik
onemi olan bir belirtectir ve yiiksek seviyeleri daha 1yi klinik sonlanimla iligkilidir.
Glial hiicrelere yonelik yeni tedaviler ve anti-inflamatuvar ajanlar mevcut tedavilerin

klinik faydasi lizerine olumlu etki yapabilir.

Anahtar Kelimeler: Biyobelirteg, nusinersen, astrosit, GFAP, noroinflamasyon



ABSTRACT

Arslan, D., Evaluation of Inflammatory and Glial Cell-related Biomarkers in
Adults with Spinal Muscular Atrophy (SMA) under Nusinersen Treatment,
Hacettepe University, Thesis in Neurology, Ankara, 2023. Spinal muscular atrophy
(SMA) is an inherited disease characterized by progressive loss of motor neurons
affecting anterior horn cells of the spinal cord and brainstem motor nuclei. It is thought
that the pathogenesis of SMA is not limited to motor neuron degeneration, but many
different cell and tissue types, especially glial cells, and neuroinflammation contribute
to the process as well. Nusinersen is the only approved treatment option in Turkey. In
this study, it was aimed to examine the contribution of glial cell and
neuroinflammation-related molecules to the process and to identify biomarkers related
to diagnosis and/or treatment response. Accordingly, 24 adult SMA patients receiving
nusinersen therapy and 12 controls were included in the study. Four molecules
associated with glial cells (GFAP and GDNF) and neuroinflammatory activity (YKL-
40 and IL-6) were selected, and levels of these molecules in cerebrospinal fluid (CSF)
samples were evaluated in SMA patients before nusinersen and 15 months after
nusinersen treatment. In addition, their contribution to the pathogenesis were evaluated
with control group comparisons. SMA patients had higher GFAP and IL-6 levels
(p<0.05) and lower GDNF levels (p<0.05) compared to controls. In ROC curve
analyses, the diagnostic determinacy of GFAP had 87.5% sensitivity and 100%
specificity when cutoff set at >6.12 ng/ml. In logistic regression model created by
combining different molecules (GFAP, GDNF, YKL-40), the area under the curve
reached 1.0 (p<0.001). IL-6 and YKL-40 levels decreased under treatment; on the
contrary, GDNF levels increased (p<0.05). Higher CSF GFAP levels were associated
with better clinical outcome (OR= 0.624, p<0.05). To sum up, these findings support
the hypothesis of glial cells and neuroinflammation contribute to SMA pathogenesis.
GFAP is a biomarker of SMA with both diagnostic and prognostic significance, and
its higher levels are associated with better clinical outcome. New therapy strategies
against glial pathways and anti-inflammatory agents may have additional positive

impact on existing therapies.

Keywords: Biomarker, nusinersen, astrocyte, GFAP, neuroinflammation
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1. GIRIS

Spinal Muskiiler Atrofi (SMA), spinal kordun 6n boynuz hiicrelerini ve beyin
sap1 motor niikleuslarini tutan, ilerleyici motor néron kaybi ile karakterize kalitsal bir
hastaliktir. Hastaligin seyri sirasinda istemli kaslarda, bulber kaslarda ve solunum
kaslarinda ilerleyici giigsiizlik gelisir. Hastalarin  %95’inde 5q11,2-13,3’de
haritalanmig Survival Motor Neuron 1 (SMN1) genindeki ekzon 7 ve/veya ekzon 8’deki
homozigot delesyonlar patogenezden sorumludur. Ancak hastaligin klinik seyrini ve
alt tiplerini belirleyen en 6nemli faktérden biri, SMN1 geninden birkag niikleotit farkla

ayrilan Survival Motor Neuron 2 (SMN2) geninin kopya sayisidir.

2000’11 yillara kadar bilinen herhangi bir tedavisi olmayan SMA hastaliginin
tanisinin konulmasi; hastalar ve aileleri tizerinde derin bir etki olusturmaktaydi. Fakat
2010’larin basindan itibaren SMA tedavisinde yeni molekiiller ve gen tedavisi
giindeme gelmedi ve hastaligin seyrinde dramatik degisiklikler gozlenmeye basladi.
Glinimiizde hastaligin tedavisinde kullanilmak i¢in onay almig 3 tedavi
bulunmaktadir. 5q ile iliskili tiim SMA tiirleri i¢in iilkemizde onaylanmis tek tedavi
olan nusinersen bir antisense-oligoniikleotid (ASO) tiirevidir ve ana farmakolojik etki
mekanizmas: SMN2 pre-mRNA’daki spesifik diziye baglanmasidir. Bu sayede SMN2
pre-mRNA splicing siirecini degistiren nusinersen, tam uzunlukta Survival Motor
Neuron (SMN) proteini ekspresyonunu tetikler. Sonug¢ olarak, SMN2 geninden
fonksiyonel SMN protein sentezini arttirir ve hastalik seyrinde klinik iyilesme saglar.
Eriskin SMA hastalarinda tedavi yanitin1 degerlendirmek amaciyla kullanilan ve kabul
goren tek biyobelirteg Hammersmith Functional Motor Scale Expanded (HFMSE)
motor skalasi olup, bu skorlamadaki 3 puanlik artig klinik anlamli yanit olarak kabul
edilmektedir. Ancak, mevcut motor Olgcek hastalardaki mindr degisiklikleri
degerlendirmede yetersiz kalmakta ve bazi hasta gruplarindaki motor gelisimi

yansitamamaktadir.

SMA hastalarindaki fenotipik heterojenite; erken tani, prognoz ve tedavi
yanitinin izlenmesinde zorluklara neden olabilmektedir. Bu dinamik ortamda, hastalar
icin klinik karar vermeyi kolaylastirmak ve tedavi yanitini degerlendirmek icin

biyobelirteglere olan ihtiyac tedavi seceneklerinin artmasi ile 6nem kazanmistir. Son



yillarda ¢alismalar, SMA gibi nadir hastaliklarin patogenezinde rol oynayan ortak
mekanizmalar1 tanimlayarak tedavi hedefleri bulma veya mevcut hastaliklar igin
tanisal ve terapotik biyobelirteg gelistirme lizerine yogunlasmis durumdadir. Ayrica,
SMA patogenezinin sadece motor noron dejenerasyonuyla kisitli olmadigi, basta
immiin sistemle iligkili birgok farkli hiicre ve doku tipinin de siirece katki sagladigi
son yillarda ortaya koyulmustur. Glia hiicrelerinin ve ikincil néroinflamasyonun SMA
stirecine Katkisi giincel literatiirde kendine yer edinmis, biyobelirte¢ calismalarina ve

hatta tedavi hedeflerine konu olmustur.

Bu calismada, glial hiicre iirlinleri ve ndroinflamatuvar molekiillerin SMA
patogenezindeki roliinii gostermek Ve hastaliga 0Ozgii biyobelirte¢ olabilecek
molekiilleri saptamak amaglanmistir. Se¢ilen molekiillerin beyin omurilik s1visi (BOS)
orneklerindeki diizeyleri, nusinersen tedavisi Oncesi ve tedavi siiresince
degerlendirilmistir. Tedavi siiresinde molekiillerin diizeyinde ortaya ¢ikan degisikligin
Klinige yansimasi irdelenmis, tedavi yamtim1 degerlendirebilecek ve/veya
ongorebilecek molekiiller arastirilmistir. Caligmanin sonuglarinin tanisal, prognostik
ve terapotik biyobelirteglerin tanimlanmasina ve kisiye 6zgii tedavi yaklasimlarinin

gelistirilmesine katki saglayacag diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TARIHCE

1891 yilinda Viyana Universitesi’nde arastirmalarini yiiriiten Guido Werdnig,
alt ekstremitede ilerleyici gligsiizliikle birlikte iist ekstremitede tremor izlenen ve
infantil donemde Sliimle sonlanan iki vakay1 yayinlamistir [1]. Bu hastalarin otopsi
bulgularinda, bilateral simetrik 6n boynuz motor néron kaybi izlendigini rapor etmistir
[1]. Aymi y1l, Heidelberg Universitesi’nden Johann Hoffman ise benzer bulgularla
izlenen ve erken ¢ocukluk doneminde hayatin1 kaybeden hastalar1 derlemis ve ilk kez
“Spinale Muskelatrophie” (Spinal Muskiiler Atrofi) tanimini kullanmistir [2, 3]. Ek
olarak, Dr. Hoffman etkilenmis bebeklerin saglikli ebeveynlerden dogdugunu ancak
kardeslerinde ayni hastaligi tasidiginin altin1 ¢izmistir [2]. Gozlemleri SMA
hastaliginin tanimlanmasini saglayan bu iki bilim insaninin anisina halen giiniimiizde
SMA tip 1, Werdnig-Hoffman hastalig1 olarak adlandirilmaktadir. SMA taniminin ilk
kez kullanilmasindan yaklagik olarak yarim asir sonra; Wohlfart [4], Kugelberg ve
Welander [5] benzer bulgular1 olan daha ge¢ baslangich ve hafif seyirli vakalar
bildirmistir. Gilinlimiizde SMA tip 3 olarak tanimlanan bu gruba katkis1 olan bilim
adamlarinin isimleri verilmis olup; halen Wohlfart-Kugelberg-Welander hastaligi
olarak anilmaktadir. 1964'te ise Dubowitz, bebeklik doneminde baslayan ve Werdnig
ile Hoffmann tarafindan tanimlanan infantil forma gore daha uzun sag kalima sahip 12
vakalik bir seri yaymlamistir [6]. Bu veriler, bebeklik doneminde baslayip gorece daha
yavas ilerleyen bir fenotip olmasi nedeniyle “ara form” olarak adlandirilan SMA tip
2’nin ilk sistematik tanimi1 olarak kabul edilir [6]. SMA tip 2’nin gliniimiizde Dubowitz

hastalig1 olarak anilmasi bu nedenledir.

Werdnig ve Hoffman’in hastalik tanimindan yaklasik yiizyil sonra, 1995
yilinda, Dr. Melki ve ekibi, SMN1 genini tanimlamis ve SMA'l1 bireylerde bu genin
mutasyona ugradigini gostermistir [7]. Ayn1 zamanda, Dr. Melki SMN1’in "yedek
geni" olarak adlandirilan SMN2 genini de ayni y1l tanimlamustir [7]. SMN1 ve SMN2
genlerinin kesfi, bir taraftan SMA tanisin1 dogrulamak i¢in glinlimiizde kullanilan
genetik testlerin gelismesine yol acarken; diger taraftan da glinlimiizde kullanima giren

tedavi segeneklerine yol gosterici olmustur.



2.2. TANIM

Spinal Muskiiler Atrofi, spinal kordun 6n boynuz hiicrelerini ve beyin sap1
motor niikleuslarini tutan, ilerleyici motor néron kaybi ile karakterize kalitsal bir
hastaliktir [8]. Hastaligin seyri siiresince istemli kaslarda, bulber kaslarda ve solunum
kaslarinda progresif gii¢ kaybi gelisir [8]. Otozomal resesif kalitim gdsteren bu hastalik
5011.2-13.3’te  haritalanmis SMN1 genindeki homozigot delesyonlar ile
iliskilendirilmistir [7, 9]. Hastalik fenotipi hastalar arasinda belirgin farkliliklar
gosterir ve hastaligin klinik seyrini ve alt tiplerini belirleyen en 6nemli faktorlerden

biri SMN2 geni kopya sayisidir [10].

Semptomlarin ortaya ¢ikis yasina ve hastalarin ulasabildigi en ileri motor
gelisim basamagina gére SMA hastalar1 gruplara ayrilmistir [8]. Bu gruplandirma
giiniimiizde halen prognostik agidan yol gosterici olmaya devam etmektedir ve
ozellikle klinik deneylerde kohortlari tanimlamak i¢in kullanilmaktadir [11]. Fenotipik
Ozelliklere gore yapilan siiflandirmada hastaligin bilinen bes formu tanimlanmistir
(Bknz: 2.5 Hastaligin Klinik Ozellikleri) [8]. SMN2 kopya sayisi bu hastalarda
hastaligin siddetini belirleyen 6nemli bir faktordiir; kopya sayisindaki artis daha hafif
ve geg baslangigh fenotipler ile iliskilendirilmistir [10].

2.3. EPIDEMIiYOLOJi

SMA'nin diinya ¢apindaki insidansi ~10.000 canli dogumda ~1 [12-14] veya
100.000 canli dogumda ~7.8-10'dur [15]. Amerika Birlesik Devletleri’nde laboratuvar
verileri kullanilarak belirlenen tahmini pan-etnik insidans 11.000 canli dogumda 1’dir
[12]. Avrupa'da insidans 3.900-16.000 canli dogumda ~1'dir (~100.000 canli
dogumda medyan 11.9) [16, 17]. 29 iilkeyi temsil eden kiiresel SMA kayit veri tabani
verilerine gore hastaligin cinsiyet dagilimi yaklasik olarak benzerdir [17]. SMA tip
1'in prevalansi, beklenen yasam siiresinin daha kisa olmasi nedeniyle diger alt tiplere
gore daha distiktiir. Ancak, hastalik modifiye edici ilaglarin ortaya ¢ikmasi ile
sagkalim artmistir. Bu durum prevalans artigin1 da beraberinde getirmektedir. Tedavi
secenekleri ortaya ¢gikmadan dnce, SMA'nin prevalansi genellikle 100.000 kiside 1-2
olarak bildirilmekteydi [18].



Gebelik oOncesi tastyici bireylerin tarama yontemleri ile taninmasit ve bu
bireylerde yardimci iireme tekniklerinin kullanilmasi ile diinyanin bir¢ok yerinde
SMA insidansinin zaman igerisinde azalmasi beklenmektedir. Diger taraftan, yeni
hastalik modifiye edici ilaglarin bulunmasi ve bakim standartlarindaki artisla birlikte

kiiresel hastalik prevalansinin artmasi muhtemeldir.

2.4. GENETIK VE PATOFIiZYOLOJi

Hastalik fenotipindeki degiskenligi ve mevcut tedavilerin etki mekanizmalarin
anlamak i¢in SMA genetigine ve patofizyolojisine asina olmak gerekir. Genetik
etiyoloji kesfedilmeden 6nce SMA hastalari arasindaki farkli fenotipik seyir hastalik
patofizyolojisini anlamay1 zorlastiriyordu [19]. Tek bir gen kusurunun nasil bu kadar
genis bir spektrumda bulgu verdigi klinisyenler arasinda tartigma konusuydu. Bu
bilmecenin ¢oziimii, 1995 yilinda Dr. Melki’nin fenotipten bagimsiz olarak SMA
vakalarinin  %95'inin, SMN1 genindeki homozigot delesyondan kaynaklandigini

kesfetmesiyle basladi [20].

Insanlarda, her alelde SMN geninin 2 formu bulunur: telomerik form (SMN1)
ve sentromerik form (SMN2) [20]. SMN1 geninin transkripsiyonu, SMN proteinini
kodlayan tam uzunlukta mRNA transkriptleri tiretir. SMN2 geninin; SMN1 geninden
ayrismasina yol acan ise ekzon 7 lizerindeki tek niikleotid degisimidir [21]. Bu tek
niikleotid degisikligi ekzon 7 splicing bolgesinde bulunan sitozinin timine (C>T,
transisyon) doniisiimiidiir. Ekzon 7'deki bu translasyonel olarak sessiz tek niikleotid
degisikligi, SMN2 geninden tiretilen mRNA transkriptlerinin %90’ ninda ekzon 7'nin
atlanmasina yol agar [21, 22]. SMNA7 olarak adlandirilan ve ekzon 7 eksik olan bu
transkriptten elde edilen protein kararsizdir ve hizla bozulur. Diger taraftan insanlarda
degisken kopya sayilarinda bulunabilen SMN2 geninin transkriptlerinin %10’u kararl
ve tam uzunlukta SMN proteini kodlar [23]. Dolayisiyla, SMN2 mRNA
transkriptlerinin yalnizca kiigiik bir kismi1 ekzon 7'yi i¢erir ve normal protein iiretebilir
(Sekil 2.1). Bu nedenle normalde alt motor néronlar1 korumak i¢in gerekli olan SMN

proteini diizeyi, SMN1 geninin en az bir kopyasina sahip bireylerde elde edilebilir [24].
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Sekil 2.1. SMA Hastalig1 Patofizyolojisi

SMA hastalig1 ¢ogunlukla (%95) SMN1 geni iizerindeki ekzon 7 ve 8'de veya
yalnizca ekzon 7°deki homozigot delesyonlardan kaynaklanir [23]. Yaklasik %5
hastada bir alelde SMN1 geninde delesyon izlenirken diger alelde bir nokta mutasyonu

olacak sekilde bilesik heterozigot mutasyon mevcuttur [23].

SMA hastalarinda her iki SMN1 kopyas1 da mutanttir. Boylece, motor ndronun
hayatta kalmasi, yalnizca bireyin SMN2 kopyalar1 tarafindan {iretilebilen yetersiz
miktardaki SMN proteinine bagli hale gelir. Daha fazla SMN2 kopyasina sahip
bireyler, daha fazla SMN proteini iiretir ve bu nedenle daha hafif bir fenotipe sahiptir
[10, 25, 26]. Bu anlayisla, SMN1 geninin degistirilmesi ve SMN2 geninden protein

iretiminin arttirilmasi, SMA tedavisinde dnemli hedefler olarak goriilmiistiir.

Yeterli dliizeyde SMN proteininin olmamasi, alt motor néronlarin kaybina ve

buna bagl olarak ilerleyici giigsiizliige ve iskelet kaslarinda atrofiye yol agar [11].



Ancak halen giinimiizde SMN proteininin motor noéronlardaki rolii kesin olarak
bilinmemektedir. Molekiiler diizeyde, SMN proteini tiim hiicrelerde eksprese
edilmekte, fakat azalan SMN protein seviyelerinden daha ¢ok motor néronlar
etkilenmektedir [27]. SMN proteininin birincil roliiniin, pre-mRNA splicing siireci i¢in
gerekli olan kiigiik niikleer riboniikleoprotein (SNRNP) komplekslerini bir araya
getirmek oldugu disiiniilmektedir [28]. SMN2 geni olmayan hayvanlar tizerinde
yapilan ¢aligmalar SMN geninin susturulmasinin; embriyonik donemde veya yasamin
¢ok erken donemlerinde &liimciil oldugunu géstermistir [29-31]. insanlarda da total
SMN protein eksikliginin embriyonik olarak o6ldiiriicii oldugu hem SMN1 hem de
SMN2  genlerinden yoksun hasta vakalarimin  bildirilmemis  olmasiyla
desteklenmektedir. Yapilan bir caligmada insan SMN2 transgeninin, homozigot mutant
SMN (-/-) fareye aktarilmasi sonucunda embriyonik 6liim onlemistir [32]. Hatta
insanlardaki SMA hastaligina benzer sekilde, SMN2 kopya sayisindaki artis sayesinde
daha hafif fenotiplere sahip hayvan modelleri gelistirilmistir [32]. Calismalar, SMN
proteininin hem motor {initenin embriyonik gelisiminde hem de dogum sonrasi ve

yasam boyunca motor néronlarin korunmasinda rol oynadigi diisiindiirmektedir [33].

2.5. HASTALIGIN KLIiNiK OZELLIKLERIi

SMA hastaliginda hakim klinik 6zellikler kas giigsiizliigii ve kas atrofisidir.
Gigsiizliik genellikle simetrik olup proksimal kaslar distal gruplara gore daha fazla
etkilenir [34]. Son 125 yilda, hastaligin klinik belirtilerini ve genis klinik siddet
araligii inceleyen raporlarin tiimii hastaliktaki temel patolojiyi 6n boynuz motor
noron dejenerasyonu olarak kabul etmis ve vurgulamistir [19, 35]. Hastalik seyri
sirasinda aksiyal, interkostal ve bulber kaslarin da etkilemesi beklenir [35]. Genel
olarak, hastalik siireci boyunca, daha erken baslangicli hastalarda gii¢siizliik daha hizl
ilerlerken, eriskin baslangicli hastalarda zayiflik nispeten stabil seyredebilmektedir
[36]. Klinik siiphe infantlarda hipotoni, iist ekstremitede hakim proksimal gii¢ kayb1
ve hiporefleksi veya arefleksi ile kendini gosterir. Yiiz kaslariin korunmasina ragmen
belirgin bulber gii¢siizliik bir diger onemli bulgudur. Ayrica interkostal kaslarda
zayiflik ve diyaframin goreceli olarak korunmasi vardir, bu da tipik "can seklinde"
g0glis ve paradoksal solunum paterni ile sonuglanir [24]. Cocukluk ¢ag1 baslangigh

SMA hastalar da benzer sekilde hipotoni ve proksimal hakim gii¢stizliik ile karakterize



edilir, ancak daha bulber ve solunum bulgular1 daha az belirgindir. Ge¢ baslangich
hastalarda proksimal hakim gii¢ kaybina eslik eden alt motor néron bulgular1 klinik

sliphenin temelini olusturur [37].

Tanimlanan ¢oklu fenotipler 1991 yilinda Spinal Muskiiler Atrofi Uluslararasi
Konsorsiyumu’nda bir siniflandirma altinda birlestirilmistir [38]. Bu siiflandirma,
hastanin sahip olabilecegi en yiiksek motor gelisim basamagina (oturma veya ayakta
durma) ve baslangi¢c yasina gore temel olarak tic SMA tipi oldugunu vurgulamigtir
[38]. Yillar igerisinde yapilan modifikasyonlar ile SMA tip 3 kategorisi baslangi¢
yasina gore yeniden diizenlenmis, eriskin baslangigli vakalar igin tip 4 kategorisi
eklemistir [36]. Ayrica, 1991 siniflamasina sonradan, dogum 6ncesi baslangigli ve
haftalar i¢inde 6len hastalar i¢in tip 0 grubu dahil edilmistir [36]. Siniflama (Tablo
2.1) giinlimiizde halen gegerliligini korumakla beraber, tek bir SMA tipi icerisindeki
bireylerde dahi hastalik siddetinin farklilik gosterdigi bilinmektedir. Giiniimiizde
siniflama siklikla klinisyenlerin hastalara ve ailelerine prognostik bilgi saglamasina
yardimci olur ve hastalarin ileride gelisebilecek ihtiyaclarmi tahmin etmeye olanak
saglar. Ayrica, klinik c¢alismalarda hastalarin siniflandirilmasinda da Onemini

korumaktadir.

Tablo 2.1. SMA Alt Tipleri ve Ozellikleri

SMN2 i

Siniflandirma Baslangi¢c Yas1 Kopya Sayisi Klinik

Hipotoni, arefleksi,
Tip0 Prenatal 0 fasiyal dipleji, kardiyak

anomaliler
Tip1 i Flask paralizi hakimdir ve
Werdnig-Hoffinann Hastalig: <6ay 1-2 desteksiz oturamaz
Tip 2 ) Desteksiz oturabilir ama
Dubowitz Hastahig -18ay 3 ylrilyemez
Tip 3 . i Yiirtiyebilir
Wohlfart- Tip 3a <3 yas 3-4 (eriskinlikte kaybedebilir)
tenge herg- Yiiriiyebilir
elanaer 1 - -

Hastahigi Tip 3b 3-21 yas 3-4 (eriskinlikte siirdiirebilir)

Proksimal gii¢siizliik
Tip4 >21 yas 4-8 hakimdir ve yavas
seyirlidir




2.5.1. Spinal Muskiiler Atrofi Tip 0

SMA tip 0, fetal hareketlerde azalma Gykiisii olan siddetli halsizlik ve hipotoni
ile bagvuran yenidoganlar1 tanimlamak i¢in kullanilir. Bu durumda, zayiflik
muhtemelen dogum Oncesi baslangiclidir. Muayenede, tip 0 olan bebeklerde arefleksi,
fasiyal dipleji, atriyal septal defektler ve eklem kontraktiirleri olabilir [39]. Solunum
yetmezligi erken donemlerde ortaya ¢ikar ve hastalar siklikla yasamin ilk 6 ayinda
kaybedilir [40].

2.5.2. Spinal Muskiiler Atrofi Tip 1

Werdnig-Hoffman hastaligi olarak da bilinen tip 1 SMA’l1 bebekler, 6 aydan
once hipotoni, zayif bas kontrolii ve azalmig tendon refleksleri ile kendini gosterir.
Hastalar, yardimsiz oturma becerisine asla ulasamazlar [1-3, 41]. Derin hipotoni,
uzanirken “kurbaga bacagi” durusu ve bas kontroliiniin olmamasi sik rastlanan
bulgulardir. interkostal kaslardaki zayiflik ve diyaframin gdreceli olarak korunmast,
can seklinde bir gogiis ve bazen “gobek solunumu” olarak adlandirilan paradoksal bir
solunum modeli olusturur [42, 43]. Tip 1 SMA’l1 bebeklerde dil ve yutkunma giicliigii
gelisir ve siklikla dilde fasikiilasyonlar izlenir. Fasiyal gii¢stizliik beklenir, ancak bu
genellikle erken donemde ortaya ¢ikmaz. Dil kaslar1 ve faringeal kaslarin zayiflamasi
ile aspirasyon riski gelisir ve 2 yasindan 6nce solunum yetmezligi ortaya ¢ikar. Bu
bebeklerde agir kas giigsiizliigline ragmen bilis normaldir; tan1 aninda genellikle

uyanik ve dikkatlidirler [41-43].

2.3.3. Spinal Muskiiler Atrofi Tip 2

Tip 2 SMA’l ¢ocuklar gelisimlerinin bir noktasinda yardimsiz oturabilirler; ancak
asla bagimsiz olarak yiiriiyemezler [6]. SMA’nin bu ara formu, kollardaki gii¢siizliikten
ziyade ilerleyici proksimal alt ekstremite giigsiizligii ile kendini gosterir. Muayenede
hipotoni ve arefleksi izlenir [42]. Komorbiditelerin ¢ogunu, kaslardaki zayifliga bagh
olarak ortaya ¢ikan kemik ve eklem gelisim komplikasyonlar1 olusturur. Progresif
skolyoz, eklem kontraktiirleri ve mandibula ankilozu beklenen komplikasyonlardir.
Skolyoza eslik eden interkostal kaslardaki gligsiizliik restriktif akciger hastaligina zemin

hazirlar [36]. Bu ¢ocuklarda da bilissel kapasite normaldir [44].
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2.3.4. Spinal Muskiiler Atrofi Tip 3

Wohlfart-Kugelberg-Welander hastaligi olarak da adlandirilan tip 3 SMA’I1
cocuklar ve yetiskinler, yasamlar1 boyunca bir noktada yardimsiz yiiriiyebilirler [4, 5].
Kollardan ¢ok bacaklarda ilerleyici proksimal giigsiizliik hakimdir [19]. Bacaklardaki
glicsiizlik bir noktada tekerlekli sandalye ihtiyacini gerektirebilir. Tip 2 SMA’l1
bireylerden farkli olarak, skolyoz ve buna bagli komorbiditeler daha nadirdir. Solunum
kaslarinda giicstizliik de ¢ok azdir veya hi¢ yoktur. Kognisyon ve yasam beklentisi
saglikli bireylerle benzerdir [45, 46]. SMA tip 3, giiniimiizde tip 3a (semptomlarin 3
yasindan Once baslayanlar) ve tip 3b (semptomlar1 3 yasindan sonra baslayanlar)
olarak iki alt gruba ayrilmistir [11]. Tip 3b grubuna dahil olan hastalarin, 20 yasindan

sonra bagimsiz olarak yiirimeye devam etme olasilig1 daha ytiksektir [42].

2.3.5. Spinal Muskiiler Atrofi Tip 4

En nadir goriilen ve en hafif SMA formudur. Bu grup hastalar, SMA
vakalarinin %5’ten azin1 temsil eder. Bu bireyler yiiriiyebilirler ve tip 3’e benzer
sekilde proksimal gii¢ kaybindan sikayetgidir [8]. Baslangi¢ yetiskinlik donemindedir
ve genellikle 30 yasinda veya daha biiyiiklerde ortaya ¢iktigi kabul edilir, ancak daha
geng baslangigli olabilir [42, 47].

2.4. TANI

Hipotoni ve motor gelisim basamaklarinda gecikme olan infantlarda ayirici
tanida SMA mutlaka disiiniilmelidir [37]. SMA hastaligiin tanisinda giiniimiizde
kabul edilen altin standart genetik tani olup hastaligi diisiindiiren klinik bulgularin
varhiginda ilk basamak tani yontemi olmalidir [48]. Genetik tani1 imkanlarinin

yayginlagmast ile diger tan1 yontemlerinin kullanimi sinirlanmustir.

SMA hastalarinda en sik gézlenen mutasyon, SMN1 geninde ekzon 7’nin izole
veya ekzon 8 ile homozigot delesyonudur. Bu mutasyon “polymerase chain reaction —
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP)” veya alele spesifik
“polymerase chain reaction (PCR)” yontemi ile %95 duyarlilik ve %100 6zgiilliikle
saptanmaktadir. Hastalarin yaklasik %96’s1 bu sekilde tani alabilmektedir [49, 50].
Ancak klinik siiphe devam eden hastalarda bu yontem ile tan1 dogrulamadiginda;

SMN1 geni kopya sayisinin multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)
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yontemi ile tayin edilmesi gerekmektedir. %3-4 vakada SMNZ1’deki diger
mutasyonlarin  hastalifa neden oldugu bilinmektedir (Bknz: 2.4 Genetik ve
Patofizyoloji). Bu hastalarda tipik olarak diger aleldeki SMN1 delesyonuna bagl
olarak tek kopya SMN1 geni izlenebilir. Tek kopya SMN1 geni olan hastalarda mevcut
kopyada olabilecek nokta mutasyonu, insersiyon veya delesyon varliginin arastirilmasi
gerekir. Bu vakalarda SMN1 geninin ekzonlarindan yeni nesil dizileme (“next

generation sequencing”, NGS) ile sekanslama onerilmektedir [24, 49].

SMN1 geninde homozigot mutasyon saptanan hastalarin bir sonraki asamada
SMN2 kopya sayisinin MLPA ile analiz edilmesi, SMA tipini ve prognozu belirlemek
amaciyla birgok merkezde uygulanan bir yontemdir [24, 51]. SMN2 kopya sayilari,

genel popiilasyonda kromozom basina 0 ile 4 arasinda degisebilir [11].

SMA tip 1 ve tip 2 hastalarinda genellikle elektrofizyolojik degerlendirme
gerekmez. Elektrofizyolojik degerlendirme fenotipin daha az siiphe ¢ektigi kronik
formlarda bulgular1 desteklemeye ve atipik vakalarda hastaligin nérojenik dogasini
aydinlatmaya yardimci olur. Sinir iletim ¢aligmalarinda, duyusal tutulum genellikle
beklenmez. Ancak, bilesik kas aksiyon potansiyeli (BKAP) amplitiidlerinde azalma ve
motor ileti hizinda hafif diizeyde yavaslama izlenebilir. Ardi sira uyarim incelemelerde
diisiik frekanslarda dekrement gozlenebilir. Benzer sekilde, tek lif elektromiyografi
(EMG) calismalarinda artmis jitter saptanabilir. Ardi sira uyarim g¢aligmalarinda
gozlenen bu 6zellikler, amiyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi daha hizli denervasyon
Ve re-inervasyon potansiyeline sahip motor ndron hastaliklarinda daha nadirdir. Igne
EMG’de alt motor noron tutulusuna isaret eden bulgular kaydedilir. Istemli kasi
sirasinda, motor iinite aksiyon potansiyelinde (MUAP) azalmaya bagl olarak zayif
katilim, kompanzasyona bagl olarak biiyiik MUAP’lar ve anormal spontan aktivite
gostergesi olan fibrilasyon potansiyelleri tipiktir. Fibrilasyon potansiyellerinin yani
sira pozitif keskin dalgalar kaydedilebilir ve anormal spontan aktivitenin sayisi,
hastaligiin agirhigr ile iliskilidir. Erigskin donemde ¢ok daha diisiik amplitiitlii ve kisa
stireli olabilirler. Elektrofizyolojik bulgular hastaligin siiresi ilerledikge agirlasir;

katilimda azalma belirginlesir ve biiyilk MUAP’lar yayginlasir.

Serum kreatin kinaz (CK) seviyeleri genellikle normal veya hafif yiiksektir.

Ancak belirgin sekilde (10x) yiiksek CK seviyeleri olan birka¢ olgu literatiirde
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mevcuttur. Bu nedenle bu test taniy1 dislamaz [52]. Tipik olgularda kas biyopsisine

gerek yoktur.

2.5. TARAMA

Spinal Muskiiler Atrofi, yaklasik 1/50 (% 0,98-2,02, etnik kdkene bagli olarak)
tastyici frekansi ile en yaygin genetik bozukluklardan biridir [12]. SMN1’deki nispeten
yiiksek tastyici delesyon sikligi goz oniine alindiginda, ailede SMA Gykiisti olmasa
bile, irk veya etnik kokene bakilmaksizin tim ¢iftlere tasiyici testi yapilmasini
onerilmektedir [53]. Ulkemizde de Ocak 2022°den beri tasiyici taramasi evlilik plani
olan ¢iftlere yapilmaktadir. Ayrica, hastalig1 modifiye eden tedavilerin ortaya ¢ikmasi
ile SMA Tiirkiye’nin de i¢inde oldugu bir¢ok iilkede yenidogan tarama programina

alinmistir.

2.6. HASTALIGIN YONETIMi

SMA’1 hastalarin bakimi disiplinler arasi1 yonetim gerektirir. Hastalarin
genetik, respiratuvar, gastroenterolojik, ortopedik ve psikososyal agidan ele alinmasi
gerekir. SMA’da bakim standartlari konusunda genel tedavi Onerileri ilk kez 2007
yilinda yaymlanmistir [54]. Ancak, bakim standartlarinin uygulanmasi oldukga
degiskendir ve toplumlarin kiiltiirel bakis agis1, sosyoekonomik faktorler ve bolgesel
kaynaklarin mevcudiyeti gibi bircok faktorden etkilenmektedir. Hastaligin tedavi
stirecinde ortaya ¢ikan yeniliklerle birlikte SMA tanist ve hasta bakimina iligkin
tavsiyelerin  giincellenmis versiyonu 2018 yilinda yayinlanmistir [24, 55].
Koordinasyonu saglayan bir doktorun kontrolinde farkli  uzmanlarin
degerlendirmeleri ile multidisipliner bir yaklasima duyulan ihtiya¢ son kilavuzda
vurgulanmustir (Sekil 2.2) [55].

Fizyoterapi, zayiflamis kas fonksiyonunu optimize etmeyi veya korumayi ve
eklem kontraktiirleri veya skolyoz gibi ciddi deformiteleri 6nlemeyi amaglar [24].
Progresif skolyozun ortopedik tedavisi erken cerrahi miidahale gerektirebilir [24].
Respiratuvar bakim i¢in 6neriler, solunum fonksiyon testleriyle hastalarin diizenli olarak
degerlendirilmesine ve uykuda solunum aktivitesinin takibine vurgu yapar [55]. Hipoksi
ve hiperkarbi acisindan klinisyenin dikkatli olmas1 6nerilir. Gerekli durumlarda 6nce

non-invaziv sonrasinda invaziv mekanik ventilasyon planlanmalidir [55]. Non-invaziv
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pozitif basin¢l ventilasyon (NIV), solunum yetmezligine “hazirlanmak”, gogiis duvari
distorsiyonunu Onlemek ve nefes darligini hafifletmek i¢in tiim semptomatik
bebeklerde ve desteksiz oturma basamagina erisememis hastalarda onerilmektedir
[56]. SMA’11 hastalar i¢in Onerilen destekleyici non-invaziv yontem bifazik pozitif
hava yolu basingli (BiPAP) ventilasyondur [57]. Siirekli pozitif hava yolu basingl
(CPAP) ventilasyonun SMA hastalarin1 yorabilecegi ve tam zamanli kullanim
durumunda makinadan ayrilmay1 zorlastiracagi bilinmelidir [57]. CPAP, kronik
solunum yetmezligini tedavi etmek icin bu hastalarda kullanilmamalidir, ancak
ventilatorle senkronize olamayan hastalarda kontrollii kullanimi 6nerilir [55]. En iyi
yaklagim, her hastanin ihtiyacina ve yasam kalitesine gére NIV kullaniminin
kisisellestirilmesidir. Bu amagla, uykuda solunum bozuklugu veya solunum
yetmezligi siiphesi olan hastalarda BiPAP gerekliligi acisindan uyku c¢alismasi
planlanmalidir [55]. Ambulatuvar veya destekli oturma kabiliyeti olan SMA’l
hastalarda proaktif respiratuvar miidahale endike degildir ve klinik degerlendirme
sonucuna gore destekleyici bakim saglanmasi onerilir [58]. Invaziv ventilasyon,
NIV’ nin yetersiz veya basarisiz oldugu se¢ilmis hastalarda veya ventilasyon saglamak
i¢in etkili bir cihaz saglanamayacak durumlarda tercih edilmelidir [55]. Trakeostomi
karari; hastanin klinik durumu, hastaligin prognozu ve bireyin yasam kalitesi goz

ontinde bulundurularak alinmalidir [55].

Respiratuvar

/ peserindime \
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Ozellikle tip 1 ve tip 2 hastalarinda, yutma ve konusma terapistleri ile beslenme
uzmanlarini igeren diizenli bitylime degerlendirmesi gereklidir [24]. Gastro6zofageal
reflii ve kabizlik gibi gastrointestinal semptomlar SMA’l1 hastalarda yaygindir ve
yakin takip gerektirir. Oral alimin yetersiz oldugu durumlarda endoskopik gastrostomi
ile besin alim1 saglanmalidir [24]. Yutma testinde basarisiz olan ve gelisime geriligi
izlenen tip 1 ve 2 tanili hastalarda uzun stireli gastrostomi tiipii yerlestirilene kadar
nazogastrik veya nazojejunal tiip ile beslenmenin saglanmasi onerilir [24]. Desteksiz
oturabilen hastalarin yaklagik %37’sinde beslenme yetersizligi bildirilmis olup; bu
hastalarda beslenme tiiplerinin takviye nutrisyonel destek saglamak amaciyla
kullanilabilecegi belirtilmistir [59]. Ambulatuvar hastalarda yutma giigligii ve
beslenme gii¢liigli nadiren ortaya ¢ikmaktadir ve bu durumda kisiye 6zgii yaklagim

onerilmektedir [59].

SMA’nin akut bakimina yonelik Oneriler arasinda, hastane ortaminda
kullanilacak protokollerle akut olaylarin yonetimi ve yerel acil durum servisleriyle 6n
toplantilar yer alir. T1ibbi tesislere glivenli ulagimin planlanmasi da dahil olmak tizere

evde hastalik yonetim planlarinin yapilandirilmasi tizerinde durulur [24, 55].

2.7. TEDAVIi STRATEJILERI

Monogenetik néromuskiiler bir hastalik olmasina ragmen genis fenotipik
spektrumda karsimiza ¢ikan ve son on yila kadar bilinen tedavisi olmayan SMA
hastaligi, gliniimiizde riboniikleik asit (RNA) ve deoksiriboniikleik asit (DNA) hedefli
tedavilerle semptomlar1 diizeltilebilir hatta tedavi edilebilir bir hastalik olarak kabul

edilmektedir.

2010’larmn bagindan itibaren SMA tedavisinde yeni molekiiller ve gen tedavisi
giindeme gelmistir. Bircok molekiil preklinik modellerde gdsterilen etki
mekanizmalar1 nedeniyle klinik calismalara dahil edilmistir. ilk olarak histon
deasetilaz (HDAC) enzim inhibasyonu saglayan valproik asit [60-62] ve fenilbiitirat
[63] gibi molekiillerin, hiperasetilasyon yoluyla SMN protein ekspresyonunu
artirabilecegi disiiniilmiis fakat randomize kontrollii ¢aligmalarda etkinligi
gosterilememistir. Kas giicii ve kas kitlesinde artis sagladigi diistintilen albuterol [64]
ve biilylime hormonu [65] gibi anabolik ajanlar SMA hastalarinda denenmis, ancak

beklenen etkinlik gosterilememistir. Benzer sekilde, noronal eksitoksiteyi azaltan
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gabapentin [66], riluzol [67] ve olesoxime [68] gibi noroprotektif ajanlarin da etkinligi
klinik arastirmalarla test edilmistir. Birincil sonlanim noktalarindaki olumsuz
sonuclara ragmen, bu aragtirmalar gelecek calismalarin sonlanim 6l¢iitlerinin ve hasta

alim kriterlerinin belirlenmesi agisindan 6nemli bilgiler saglamistir.

Spinal muskiiler atrofi tedavisinde en O6nemli gelisme RNA ve DNA’y1
hedefleyen tedavilerin klinikte kullanilmaya baslanmasidir. SMN2 geni splicing
stirecini degistiren nusinersen [69] ve risdiplam [70] tedavilerinin yan1 sira SMN1
genini yerine koymay1 hedefleyen onasemnogene abeparvovec [71] olmak iizere 3
tedavi glinimiizde United States Food and Drug Administration (FDA) ve European
Medicines Agency (EMA) tarafindan SMA tedavisinde onaylanmistir. Bu tedaviler
hastaligin ~ erken  donemlerinde  (miimkiinse  presemptomatik  donemde)
uygulandiginda; bireylerin ‘yiiriime’ gibi hastaligin dogal seyrinde miimkiin olmayan
motor gelisim basamaklarina ulasabildigi gosterilmistir [69-71]. Ulkemizde onayli tek

tedavi segenegi ise intratekal uygulanan nusinersendir (Spinraza®).

2.7.1. Nusinersen

Nusinersen, erken ve ge¢ infantil baslangicli SMA hastalarinda randomize
sham kontrollii klinik ¢aligsmalar1 [69, 72] basariyla tamamlayan ve 2016'da FDA
tarafindan onaylanan, ardindan da diinya ¢apinda bir¢ok iilkede kullanilmaya baslayan
ilk ilagtir [69, 72, 73]. Nusinersen bir antisense-oligoniikleotid (ASO) tiirevidir.
Antisense-oligoniikleotidler, RNA zincirlerindeki niikleotid dizilerine baglanip ¢esitli
etki mekanizmalari ile protein sentezini degistiren molekiillerdir. Nusinersenin ana
farmakolojik etki mekanizmasi; niikleazlara direngli olmasi ve SMN2 pre-mRNA’daki
spesifik alana (intron 7'deki splicing susturucu alan) baglanmasi sonucu meydana gelir
[69, 72, 73]. Bu sayede SMN2 pre-mRNA splicing siirecinde ekzon 7’nin atlanmasini
onler ve tam uzunlukta SMN proteini ekspresyonunu saglar [74]. Sonug olarak SMN2
geninden, SMN1 geninden {iretilen protein gibi fonksiyonel ve uzun émiirlii protein
sentezlenmesini saglar [69, 72, 73]. Giinlimiizdeki sonuclarla ilacin bilinen ciddi yan
etkisi olmamakla birlikte, nefrotoksisite, kan pihtilasma bozukluklart ve
trombositopeni gibi diger ASO'larda oldugu gibi tedaviye sekonder gelisen yan etkiler
nadiren bildirilmistir [75].



16

[lacin etkinligini gosteren ilk ¢alisma olan ¢ift kor, sham kontrollii, faz 3
ENDEAR c¢alismasina SMA tip 1 tanil1 7 aydan kiigtik bebekler dahil edilmistir [69].
Bu c¢aligmada nusinersen, dort yiikleme dozunu (ilk ii¢li 14 giin, sonuncu 30 giin ara
ile olacak sekilde) takiben dort ay araliklarla idame tedavi olarak uygulanmistir.
Tedavi edilen bebeklerin >%50'sinde bas kontrolii ve bagimsiz oturma gibi yeni motor
gelisim basamaklaria ulasilmistir. Tedavi grubundaki hastalarin %39’u kaybedilmis
veya mekanik ventilatdre ihtiya¢ duymusken, kontrol grubunda bu oran %68’dir
(p<0.05) [69]. Takiben yayinlanan CHERISH ¢alismasinda ise nusinersen 0, 29, 85
ve 274’1incii glinler olmak tlizere 4 doz yiikleme dozu seklinde uygulanmis, ENDEAR
calismasina benzer sekilde yiikleme dozu sonrasi idame tedaviye 4 ay araliklarla
devam edilmistir [72]. CHERISH c¢aligmas1 verileri incelendiginde nusinersen ile
tedavi edilen ¢ocuklarin %57'sinde motor 6lgeklerde daha iyi yanitlar elde edilirken,
sham uygulanan ¢ocuklarin ancak %?26'sinda bu skorlarda iyilesme gézlemlenmistir
[72]. ENDEAR ve CHERISH ¢alismalarindan gelen veriler 1s18inda nusinersen tiim
SMA hastalarinin tedavisi i¢in 2016’da 6nce FDA takiben de EMA tarafindan
onaylanmistir. Ayrica, uzatma calismast (SHINE) sonuglari, ilacin uzun vadeli
etkinligi ve giivenlik profilini dogrular niteliktedir [76]. Gergek yasam verileri ve
erken erisim programlarindan elde edilen veriler, nusinersenin en siddetli neonatal
baslangi¢li form olan geng bebeklerden [77-79], daha hafif fenotipleri olan ¢ocuklara
[80, 81] ve hatta yetiskinlere kadar ¢ok genis ve ¢esitli hasta popiilasyonlarinda
giivenliligini ve etkililigini gostermistir [82-87]. 2022'nin baslarinda, 12.000'den fazla
SMA hastas1 nusinersen ile tedavi edilmistir [18, 76]. Ilk calismalar bebeklere ve
cocuklara odaklanirken, yetiskin hastalarda nusinersen kullaniminin giivenliligini ve
etkililigini gosteren artan sayida ¢aligma ve ger¢ek yasam verisi pes pese gelmistir [82-
87]. Grubumuz tarafindan yayinlanmis 32 eriskin SMA hastasinin tedavi yanitlarini
degerlendiren c¢aligmada da hastalarin %78'inde motor fonksiyonel degerlendirme
Olgeklerinde klinik olarak anlamli artis gézlenmistir [87]. Calismada, tedaviye yanit
veren SMA tip 3 hastalarinin motor fonksiyonlarindaki diizelmenin 19. aya kadar
devam ettigi goriilmiistiir [87]. SMA tip 2 ve 3 hastalarinda nusinersen kullanimina
dair bildirilen makalelerin 2021'de yayimlanan gbézden gecirmesinde, etkinligi
degerlendirmek i¢in kullanilan fonksiyonel 6lgtimlerin en az birinde her yastan SMA

hastasinda pozitif degisiklikler gosterilmistir [88]. Bu sonuglar, tedavi edilmemis
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kohortlar1 igeren ve giinlimiizde artik tarihsel bir 6neme sahip arastirmalara gore

belirgin farklilik géstermektedir [89-91].

Nusinersen, iilkemizde 05.07.2017 tarihinde 6 aydan kiigiik SMA tip 1 hastalar1
igin, 01.02.2019 tarihinde ise eriskin hastalar dahil tiim 5q SMA hastalari i¢in Saglik
Bakanlig1 onayr almistir. Erigkin yas gurubunda ilacin iilkemizde kullanimi resmi
gazete de 01.02.2019 tarihinde yapilan ilk teblig ile SMA tip 2 ve 3 hastalarinda
CHERISH c¢alisma protokolii [72] uyarinca 0, 29, 85 ve 274’lincii giinlerde olmak
lizere 4 doz yiikleme dozu seklinde uygulanmak iizere onaylanmustir. idame tedaviler
ilk dozu tedavinin 15.ayinda olmak iizere 4 ay araliklarla olacak sekilde planlanmustir.
Ilk 4 yiikleme dozu icin tek saglik kurulu raporu, idame tedavilerde ise her bir
uygulama i¢in ayr1 ayr1 saglik kurulu raporuna istinaden “Saglik Bakanlig1 — Tiirkiye
[lag ve Tibbi Cihaz Kurumu ilaglarm Kisisel Tedavide Kullanilmalarim
Degerlendirme Komisyonu” tarafindan verilecek “Ila¢  Kullanom Onay1”
gerekmektedir. ilgili ilag, Saglik Bakanlig1 onayi ile temin edilebilmekte olup basvuru
sirasinda; SMA tanisim1 kanitlayict genetik analiz, vertebra grafisi ve radyolojik
raporu, ortopedi boliimiince lomber ponksiyon yapilabilecegine dair onay yazisi
gerekmektedir. intrakraniyal enfeksiyon bulgusu olan, solunum destegi veya oral alim
destegi gereken hastalarda ila¢ kullanimina Saghik Bakanligi tarafindan onay
verilmemektedir. Ilgili kuruma basvuru sirasinda ek olarak bir motor kapasite
degerlendirme testi olan HFMSE sonuglar1 gonderilmektedir. Hastalarin ilag onay1
Saglik Bakanlig tarafindan ilk 4 yiikleme dozu i¢in verilmekte olup, 4. doz sonrasi
motor kapasite skorundaki 3 puanlik artis tedavi lehine degerlendirilmektedir. Tlk
yayilanan teblig uyarinca HFMSE skorunda 3 puanlik artig gsteren hastalarda idame
tedaviye devam edilmistir. 20.08.2020 tarihinde yayinlanan saglik uygulama tebligi
ile tedavi protokolii Saglik Bakanlig1 tarafindan ENDEAR [69] ¢alismasi uyarinca
diizenlenmis ve 08.02.2022 tarihinde yapilan teblig ilacin devami i¢in motor kapasite
skorunda degisiklik aranmasi sart1 kaldirilmigstir. 25.06.2023 tarihinde resmi gazetede
yayinlanan son saglik uygulama teblig ile nusinersen tedavisi geri 6deme kapsamina

alinmis ve “Ilag Kullanim Onay1” gerekliligi kaldirilmustur.

Onerilen prosediir uygulama bagsina intratekal 12 mg'dir (SmL). Anestezi
gerektirmeden, steril kosullarda yapilan lomber ponksiyon (LP) isleminin ilk

asamasinda 5 mL beyin omurilik s1vis1 bosaltilir, sonrasinda nusinersen spinal anestezi
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ignesi kullanarak 1 ila 3 dakika i¢inde intratekal bolus enjeksiyon ile hastaya uygulanir
[69, 72]. Tedavi sonras1 hasta bir siire dinlendirilir ve ayn1 giin i¢inde taburcu edilir.
[lacin verilme sekli nedeniyle LP ile iliskili yan etkiler rapor edilmistir. En yaygin yan
etkiler; sirt agris1 (%41) ve intrakraniyal hipotansiyon (%41) olarak belirtilmistir. Bu
yan etkilerin ¢gogu lomber ponksiyondan sonraki 5 giin i¢inde meydana gelmistir [72,
75, 92-96].

2.7.2. Onasemnogene Abeparvovec

Gen yerine koyma tedavisi, SMN1 geninin adeno-iliskili viriis 9 (AAV9)
vektori araciligiyla tek doz intravendz yolla uygulanmasi prensibine dayanmaktadir
[97]. Onasemnogene abeparvovec uygulamasi sonrasinda, infiize edilen transgenin
hiicrelerde, 6zellikle motor ndronlarda, protein ekspresyonunu saglamasi: amaglanir.
Onasemnogene abeparvovec etkinligini ve gilivenligini degerlendiren ilk klinik
calisma olan START caligmasina yas araligi yenidogandan 9 aya kadar uzanan 15
SMA tip 1 tanil1 bebek dahil edilmistir [71]. Izlem sonrasinda, 20 aya ulasan hastalarin
11’inin konusabildigi ve oturma fonksiyonu kazandig1 gozlenmistir. Ek olarak, hi¢bir
hastada solunum destegi gerekmemistir [71]. Bu sonuglar, 2019 yilinda 24 aya kadar
SMA'l1 bireylerin tedavisi i¢in onasemnogene abeparvovec (Zolgensma®) tedavisinin
FDA tarafindan onaylanmasini saglamis, takiben diinya capinda birgok baska iilke
endikasyonlarla ilac1 onaylamistir. Amerika [98] ve Avrupa'da [99] birbirini takip eden
iki biiyiik, a¢ik etiketli, cok merkezli faz III ¢alisma (STR1VE ve STR1VE-EU) da
START c¢alismas1 [71] ile benzer sonuglara ulagsmistir. Calismalarda katilimei
bebeklerin %90'dan fazlasi 18 aylikken hayatta kalmis ve motor fonksiyonda 6nemli
kazanimlar elde etmistir [98, 99]. Ayrica, onasemnogene abeparvovec tedavisinin
onaylanmasindan bu yana yayinlanan gercek yasam verileri mevcut bulgulari
desteklemektedir [100-102].

2.7.3. Risdiplam

Oral yolla alinan kii¢iik bir molekiil olan risdiplam (Evrysdi ®), SMN2 gen
tiriini pre-mRNA’ya baglanarak splicing siireci i¢in gerekli olan kii¢iik niikleer
riboniikleoprotein (SnRNP) komplekslerinde konformasyonel degisiklige neden olur
[103]. Nusinersen benzeri bu mekanizma splicing siirecinde ekzon 7’nin atlanmasini

onler ve bu modiilasyon sayesinde SMN protein ekspresyonunu arttirir [70, 104, 105].



19

Iki aydan bilyiik tiim SMA hastalarinda kullanim igin iki biiyiik klinik
arastirmanin tamamlanmasinin ardindan onaylanmustir [70, 104, 105]. Ilk ¢alismada
(FIREFISH), SMA tip 1 hastalarinda, bas kontrolii ve bagimsiz oturma gibi motor
gelisim basamaklart basarilmis, sagkalim ve fonksiyonel iyilesme 6nemli Ol¢iide
artmistir [70]. 2 ile 25 yas arasindaki SMA tip 2 veya ambulant tip 3 hastalarinin dahil
edildigi ikinci ¢alismada (SUNFISH), tedavi alan hastalarda hem motor fonksiyon
skorlarinda iyilesme saglamig hem de kandaki SMN protein miktarinda artig

gozlemistir [104, 105].

2.8. HASTALIK AKTIiVITESININ TAKIBI

SMA hastalarinda daha fazla SMN2 kopya sayisina sahip olma daha iyi fenotip
ile iliskilendirilmis ve 6nceki boliimlerde de deginildigi gibi SMN2 kopya sayis1 uzun
yillardir SMA tiplendirmesinde kullanilmigtir [10, 25, 26]. Ancak artan klinik
calismalar ve teknolojik gelismeler; hastalik seyrini ongérmede SMN2 kopya sayisinin
yetersizligini ortaya koymustur. Klinisyenler hem hastalarin takibinde kullanilacak ve
hem de klinik ¢alismalarda sonlanim noktasi olusturacak valide edilmis motor

fonksiyonel degerlendirme 6l¢eklerine yillar igerisinde ihtiya¢ duymustur.

SMA tiplerine ve hastalarin yas gruplarina gore kullanilan hastalik aktivitesini
degerlendiren motor fonksiyon 6l¢ekleri mevcuttur (Tablo 2.2). Bu 6lgeklerden alinan
puanlarin diizeyine asina olmak, klinik arastirma verilerini yorumlamada ve molekiiler
terapilere verilen terapotik yaniti degerlendirmede yararlidir. Kullanilmakta olan
fonksiyonel sonug¢ Olgiitlerinden birkagt SMA i¢in valide edilmistir. Ek olarak
herhangi bir néromuskiiler bozuklugu olan hastalar i¢in valide edilmis Olgekler de

kullanilabilmektedir [106-112].

“Hammersmith Functional Motor Scale Expanded (HFMSE)”, tip 2 ve 3 tanili
hastalarda hastalik ilerlemesini degerlendirmek i¢in onaylanmis SMA'ya 6zgii bir
Olgektir [107, 113]. O ile 66 puan araliginda skorlanan 33 maddeye sahiptir ve her bir
madde 0 ile 2 arasinda puanlanir. Daha yiiksek puanlar, daha gelismis motor islevi
gosterir [107]. Giinlimiizde eriskin popiilasyonda tedavi yanitini degerlendirmede
HFMSE olgegindeki 3 puanlik artig, klinik anlamli yanit olarak kabul edilmektedir
[69, 72]. Ancak, tedavi Oncesi yiiksek skorlara sahip olan hastalarda bu artisi

gostermek her zaman miimkiin olmamaktadir [87]. Diger taraftan, skorlama sisteminin
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tedavi sonrasi ortaya c¢ikan minér faydalanmalar1 gostermede yetersiz kaldigi

klinisyenler arasinda son donemde tartigilmaktadir.

Tablo 2.2. SMA Hastalarinda Motor Fonksiyonel Durumu Degerlendiren Olgekler

Motor Olcek Degerlendirilen Fonksiyonlar Hedef Popiilasyon
Bas kontrolii, yuvarlanma, iist ve alt
i SMATip1
CHOP-INTEND ~ ckstremite — kaba =~ - motor VAT
fonksiyonlari, aksiyal kas giicli ve  (yenidoganlar ve bebekler)
tonus
Bas kontrolii, oturma, k?\{rama, SMA Tip 1 ve Tip 2
HINE-2 tekmeleme, yuvarlanma, siiriinme, <24
ayakta durma, yiirlime ( ay)
Yuvarlanma, oturma, yatar
pozisyondan oturma pozisyonu _ _
alma, diz ¢6kme, ayakta dururken SMATip2veTip 3
HFMSE : N ;
diz ¢O0kme pozisyonu alma, (>24 ay)
¢omelme, ziplama, merdiven ¢ikma
ve inme

Ust ve alt ekstremite kaba ve ince
motor fonksiyonlari, yuvarlanma,

MFM yatar pozisyondan oturma
pozisyonu alma, otururken ayaga
kalkma, kosma, ziplama

Noromuskiiler Hastaliklar
(3 ve 64 yas arast)

Ust ekstremite kaba ve ince motor SMA Tip 2 ve Tip 3

RULM fonksiyonlari (> 3 yas)

25 metrelik dongiiler seklinde 6
6DYT dakika igerisinde yiriiyebildigi SMA Tip 3
maksimum mesafeye ulagsma

CHOP-INTEND: Children’s Hospital of Philadelphia Infant Test of Neuromuscular Disorders
HINE-2: Hammersmith Infant Neurological Examination Section-2

HFMSE: Hammersmith Functional Motor Scale Expanded

MFM: Motor Function Measure

RULM: Revised Upper Limb Module

6DYT: 6 Dakika Yiiriime Testi

Noromuskiiler hastaliklarda klinik takip amaciyla valide edilmis ve son
zamanlarda ambulatuvar SMA tip 3 tanili hastalarda kullanimi artan bir diger dlgek ise
6 dakika yiirime testidir (6DYT). Ekibimiz tarafindan yayinlanan bir ¢alisma da bu
testte kaydedilen 30 metrelik artisin ambulatuvar hastalarda klinik anlamli iyilesmeyi
gosterdigini vurgulamaktadir [112]. Benzer sekilde, 3 yas iistii tim SMA hastalarinda
“Revised Upper Limb Module (RULM)” testi hasta takibinde klinisyenler tarafindan
siklikla kullanilmaya baglamistir. Ust ekstremite motor fonksiyonlarmi degerlendiren

bu test 6zellikle tekerlekli sandalyeye bagimli tip 2 ve 3 hastalarinda, tedavi sonrasi
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klinik yanmitin degerlendirilmesine katki saglamaktadir [109]. Ancak, bu 6lgek igin

anlamli klinik yanit1 6n géren bir sinir puan belirlenmemistir.

Solunum yetmezligi, SMA'l1 geng hastalarda 6nemli bir morbidite ve mortalite
nedenidir, ancak bu yas grubunda solunum fonksiyon testleri zor ve giivenilir degildir.
Eriskin yas grubunda klinik arastirmalarda hasta izleminde solunum fonksiyon testleri

de kullanilmaktadir [11].

2.9. BIYOBELIRTECLER

SMA hastalarindaki fenotipik heterojenite; erken ve dogru tani, prognoz,
hastalik aktivitesinin degerlendirilmesi ve tedavi yanitinin izlenmesinde zorluklara
neden olabilmektedir. Bu dinamik ortamda, hastalar i¢in klinik karar vermeyi
kolaylastirmak, giiniimiizde sayisi artan tedavilerden hastaya uygun olanini belirlemek
ve tedavi yanitin1 ongorebilmek i¢in, objektif bir 61¢ii olabilecek biyobelirteglere olan
ihtiya¢ daha 6nce olmadig1 kadar 6nem tagimaktadir [114]. Mevcut motor dlgekler
hastalarin takip ve tedavi izlem siirecini degerlendirmede yetersiz kalmis ve tedavi
seceneklerinin gelismesi ile tedavi yamitini 6n gorebilmek adina biyobelirteg
calismalar1 hiz kazanmistir. Kan ve BOS analizlerine dayanan molekiiler
biyobelirteglerin yan1 sira goriintiilleme tabanli dijital biyobelirte¢ler de dahil olmak

tizere bir¢ok kaynak tartisilmistir [115].

Biyobelirtegler, saglikli bireylere kiyasla etkilenen bireyleri tanimlamak i¢in
hastalik kohortlarinda anlamli sekilde farkli seviyede bulunmali, yiiksek hassasiyet,
Ozgiillik, kesinlik ve tekrarlanabilirlik Ozelliklerine sahip olmalidir. Ek olarak,
biyobelirtegler hastalik epifenomeninden ziyade hastalik patolojisini yansitmali ve
ideal olarak hedef popiilasyonda kolaylikla, hizla ve minimum masrafla 6l¢iilmelidir
[114]. Bu ilkeler esas alindiginda giiniimiizde ¢aligmalar kan veya BOS analizi ile
saptanabilecek biyobelirtegler iizerinde durmaktadir [115]. Bugiine kadar, SMA
yonetiminde valide edilmis motor fonksiyon olg¢ekleri kullanilmakta ve klinik
deneyimlerde bu Ol¢limlerin yetersizligi vurgulanmaktadir. Biiylik cabalar
gosterilmesine ragmen, simdiye kadar SMA hastalarinda klinik rutinde
kullanilabilecek higbir tanisal ve/veya tedavi yanitin1 gosteren kabul gérmiis bir

biyobelirteg yoktur.
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2.9.1 Elektrofizyolojik Biyobelirte¢ Calismalar:

SMA tipini 6ngérmede SMN2 kopya sayisinin 6nemine ek olarak, motor néron
islevine iliskin elektrofizyolojik 6l¢iimlerin gelistirilmesi ve dogrulanmasi, hastalari
izlemeyi kolaylagtirmig ve biyobelirte¢ ¢alismalaria konu olmasini saglamistir [11].
Bilesik kas aksiyon potansiyeli (BKAP) amplitiidii, kabaca belirli bir kas1 besleyen
bozulmamis motor néronlarin sayisinin 6lgiisiidiir. BKAP amplitiidleri klinik siddet,
yas ve fonksiyon ile iligkilidir ve daha hafif hastalig1 olanlarda normale yakindir [116,
117]. Hastalik ilerledikge BKAP amplitiidleri azalir. Maksimum BKAP amplitiidi,
SMN2 kopya sayisi ligten az olan hastalarda klinigin agirlig1 dolayisiyla daha diisiiktiir
[118]. SMA'l6 hastalarda BKAP boyutu ve islevi arasindaki korelasyonun, prognoz
icin bir biyobelirteg olabilecegi vurgulanmistir [11].

Motor birim sayisi tahmini (“motor unit number estimation”, MUNE), bir kas
veya kas grubunu inerve eden motor néronlarin sayisinin bir tahminidir [119]. SMA
hasta popiilasyonlarina ¢esitli MUNE varyasyonlar1 uygulanmistir ve hepsi benzer

motor iinite kaybi 6zellikleri gostermistir [120, 121].

BKAP ve MUNE, klinik siddet, yas ve fonksiyonel durum ile iyi bir korelasyon
gostermistir. Ancak, bu calismalara dahil edilen ¢ogu hastalarda hastalik siiresi
genellikle uzundur [122]. Daha da 6nemlisi, erken donemde incelenen hastalarda da
motor iinite fonksiyonunun nispeten korundugu goézlenmistir [118, 123]. Bu nedenle,
farkli hastalik evrelerinde motor {inite kaybinin zamanlamasi ve orani halen

belirsizligini korumaktadir [122].

2.9.2. SMIN Protein Diizeyi

On boynuz motor néronlarinda yiiksek seviyelerde fonksiyonel SMN proteini
(SMN-P) varligi, daha hafif SMA fenotipi ile iligkilendirilmistir [32]. Bu nedenle
SMN-P seviyelerinin hem prognostik hem de farmakodinamik izleme i¢in en dogru
biyobelirteg olacag yillardir tartisgitimaktadir [124]. Ozellikle, SMN-P seviyelerinde
artig ile etki gosteren tedavilerin onaylanmasiyla bu ¢aligmalar hiz kazandirmistir [104,
125]. Bununla birlikte, SMN-P'yi rutin olarak degerlendirmenin ve yorumlamanin en
iyi yolu hakkinda heniiz fikir birligi saglanmamustir. Farkli gruplar, SMN-P
ekspresyonunun farkli doku tipleri arasinda degiskenlik gosterdigini ortaya koymustur

[126, 127].
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Baz1 caligsmalar, periferik kandaki SMN-P diizeylerinin, daha agir fenotipli
hastalarda denervasyonun siddeti ve genel hastalik aktivitesi ile iliskili oldugunu
bulmustur [128-131]. Ancak farkli gruplar, SMN-P kan diizeyleri ile iskelet kasi ve
spinal kord SMN-P diizeyleri arasinda herhangi bir korelasyon bulamamistir [132,
133]. SMN-P seviyeleri kanda santral sinir sistemine oranla daha diisiiktiir [134] ve
motor ndronlardaki SMN mRNA diizeyindeki artis ile periferik SMN-P diizeyinde
degisiklik saptanamamistir [135]. Merkezi sinir sistemi ve periferik protein seviyeleri
arasindaki bu tutarsizlik goz oniine alindiginda, SMN-P’nin biyobelirte¢ amactyla

kullanimi1 sinirlidir.

2.9.3. Beyin Omurilik Sivis1 Proteomik Analizi

Beyin omurilik sivist proteomik analizi, proteinleri mass-spektrometrisi
kullanarak tanimlamak ve 6lgmek igin kullanilan bir tekniktir. Bu yaklasim, SMA
dahil olmak {iizere ¢esitli nérolojik bozukluklar i¢in yeni biyobelirtecler kesfetme
potansiyeline sahiptir. BOS proteomik analizi halen aktif bir arastirma alanidir ve rutin

klinik kullanim i¢in kesin bir biyobelirte¢ seti olusturulamamistir [136-138].

2.9.4. Norodejenerasyon ve Nororejenerasyon Iliskili Biyobelirtecler

Norofilamanlar (NF), néronlar igin yapisal destek ve biitiinliik saglayan dokuya
Ozgii ara filaman smifidir [139]. Norofilamanlar, 8 aya kadar yar1 6mre sahip dort alt
birimden olusur ve hem kanda hem de BOS’ta degerlendirilebilir [140, 141]. Bu durum,
var olan néronal hasar1 géstermek i¢in kolayca erisilebilir bir belirte¢ haline gelmelerine
yol agmustir. Ozellikle NF'lerin fosforlanmig agir zinciri (pNFH) ve hafif zinciri (NFL)
calismalarda incelenmistir [115]. Noronal hasarla salinan bu molekiil ALS gibi ¢ok

sayida norodejeneratif hastalikta yiiksek seviyelerde saptanmustir [140, 141].

Beyin omurilik sivist pNFH seviyeleri, SMA tip 1 hastalarinda [69, 142] ve
ozellikle 4 yasindan kiigiiklerde yiiksek bulunmustur [143]. Bu ¢alismalarda, yiiksek
pNFH seviyeleri, tiim yas gruplarinda erken baslangi¢ ve daha diisiik motor fonksiyon
ile iliskilendirilmistir ve zamanla diizeyleri diismiistiir [69]. Bu bulgular, tedavinin
baglama zamanina bakilmaksizin nusinersen altinda pNFH diizeylerinin distiigiinii
gosteren CHERISH ¢alismasinda dogrulanmustir [144]. Bu diisiis, nusinersen ile tedavi
edilen hastalarda daha hizli olmustur [144]. SMA'l1 pre-semptomatik bebeklerde,
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pPNFH, gelecekteki motor gelisim basamaklarina ulasma basarisi ile iligkilidir [145].
Norofilamanlar, SMA'l1 bebeklerde umut verici biyobelirtegler olsa da SMA tip 2-4
hastalarinda ¢eliskili veriler vardir. Erigkin SMA’li bireylerde yapilan analizler,
saglikli kontroller ve hastalar arasinda serum pNFH ve NFL seviyeleri agisindan ne
baslangigta ne de tedavi sonrasinda bir fark gdstermemistir [146-148]. Ozellikle
pediatrik yas grubunda yapilan ¢alismalarda kontrol grubuna oranla yiiksek seviyede
saptanan ve tedavi ile diislis gdsteren BOS NF diizeyi; eriskin yas grubunda benzer bir
fenomeni yansitmamaktadir. Bu nedenle NF’ler, eriskin SMA hastalari i¢in uygun bir

biyobelirteg gibi gériinmemektedir.

Norodejenerasyon ve nororejenerasyonun diger molekiiler belirtegleri olan Tau
proteinleri ve B-amiloid peptitler (AB42 ve AB40) ndrodejeneratif hastaliklarla yaygin
olarak iliskilendirilmistir [115]. Her ikisi de SMA hastalarinda birka¢ g¢alismada
degerlendirilmistir. Winter ve ark. SMA tip 1’li bebeklerde, baslangigta artmis olan
BOS fosforile-Tau (pTau) degerlerinin nusinersen tedavisi sirasinda azaldigini
gostermis [149] ve bu veriler tiim pediatrik SMA alt tipleri igin desteklenmistir [146,
149]. B-Amiloid peptidlerin, ozellikle AB42'nin, muhtemelen sinaptik aktivitenin
diizensizligi [150] veya aksonal dejenerasyon yoluyla [151], Alzheimer hastalig1 gibi
norodejeneratif hastaliklarda 6nemli bir rol oynadigi varsayilmaktadir. A342, tip 2 ve
3 yetiskin SMA hastalarindan olusan kiigiik bir kohortta bagslangigta artis
gostermemesine ragmen tedavi altinda artig gostermistir [152]. Diger ¢alismalar ise
nusinersen altinda stabil AB42 ve AB40 seviyeleri gostermistir [75]. Bu nedenle klinik

kullanima girmemistir.

2.9.5. Glial Biyobelirtecler ve Noroinflamasyon

Insan beynindeki hiicrelerin tahminen %350'si, birgok nérodejeneratif hastalikta
onemli rol oynayan glia hiicrelerinden olusur. SMA'da nispeten kesfedilmemis
olmasina ragmen, hastaligin seyrinde glial tutulum olduguna dair kanitlar her gegen
giin artmaktadir [153]. Glial hiicrelerin SMA patogenezine artan néroinflamasyon,
sinaptik diizensizlik ve anormal immiin sistem aktivitesi gibi mekanizmalarla dahil
oldugu distiniilmektedir [153]. Ayrica, astrositlerde artan SMN protein seviyelerinin

motor noron sagkalimini artirdigi gosterilmistir [115].
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“Glial fibrillary acidic protein” (GFAP), astrosit aktivasyonu ve
noroinflamasyonu degerlendirebilecek potansiyel biyobelirteg olarak SMA
hastaliginda arastirilmistir [154]. GFAP astrositlerde bulunan bir ara filament
proteinidir ve astroglial aktivitenin bir gostergesidir. SMA hastalarindaki motor néron
dejenerasyonunun astrositlerde sekonder reaktif degisikliklere yol actig1 gosterilmistir
[142]. Olsson ve ark. SMA tip 1 tanili hastalarda BOS GFAP diizeylerinin kontrollere
gore onemli Olgiide arttigimi gostermistir [155]. Ayrica, bagka bir ¢alismada GFAP
seviyeleri hastaligin ciddiyeti ile korelasyon gostermistir [142]. Bu durum, BOS
GFAP tayininin SMA igin potansiyel bir biyobelirteg adayr oldugunu
distindiirmektedir. Ancak, bulgular1 dogrulamak, tedavi ile degisen diizeylerini
gostermek ve SMA icin bir biyobelirteg olarak kullanilabilmesini saglamak i¢in sinirl
sayida olan bu ¢alismalar1 daha fazla arastirma sonucuyla desteklemek gerekmektedir.
Ancak, heniiz biyobelirte¢ ¢alismalarinda kendine yer bulamamistir ve arastirmalara

acik bir alandir.

“Glial cell-derived neurotrophic factor” (GDNF), motor noronlarin hayatta
kalmast ve korunmasinda onemli rol oynayan bir ndorotrofik faktdrdir. SMA
patogenezindeki rolii arastirma konusu olmustur [153]. SMA hastalarinda GDNF
diizeylerini inceleyen tek bir ¢alisma mevcut olup, SMA tanili infantlarda BOS GDNF
diizeyinde oOnemli artis saptanmistir [156]. Fakat tedavi sonrast BOS GDNF

diizeylerini degerlendiren bir ¢calisma bulunmamaktadir.

“Chitinase-3 like-proteinl” (CHI3L1) olarak da bilinen YKL-40, c¢esitli
inflamatuvar siiregcler ve doku yeniden modelleme siireclerinde yer alan bir
glikoproteindir [157]. Noroinflamasyon durumunda astrositlerde eksprese edildigi ve
bu nedenle astroglial aktivitenin bir belirteci oldugu tartisilmaktadir [157]. SMA tip 1
tanili bebeklerin serum YKL-40 seviyelerinde artis gozlenmistir [158]. Tip 2 ve 3 tanili
hastalarda yapilan bir baska ¢alismada da tedavi altinda BOS YKL-40 seviyelerinde
azalma kaydedilmistir [157, 159]. Mevcut bulgularin desteklenmesi ve tedavi ile BOS

diizeylerindeki degisikliklerin incelenmesi i¢in yeni ¢calismalara ihtiya¢ vardir.

Uzun yillardir ndrodejeneratif bir hastalik kabul edilen SMA’nin patogenezine
inflamasyonun katkis1 son dénemde tartisma konusu olmustur. Ozellikle giiniimiizde

glial aracili néroinflamasyonun patogeneze katkisi oldugu tizerinde durulmaktadir.
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Timor nekroz faktorii-alfa (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-8 (IL-8) gibi
proinflamatuvar sitokinlerin SMA hastalarinin kan veya doku 6rneklerinde farkli SMA
alt tiplerinde arttig1 bildirilmistir [115, 160]. Inflamatuvar belirteglerin giiniimiizde
kullanimi1 sinirlt olup, ¢aligsmalarda tutarli sonuglara heniiz ulasilamamistir. Buna ek
olarak, tedavi sonrasinda bu belirteglerin diizeyinde meydana gelen degisikliklerle

ilgili de yeterli veri bulunmamaktadir.

Benzer bir grup hastalik olan ALS patofizyolojisinde de inflamasyon ve glial
hiicrelerin rolii halen aragtirilmakta ve elde edilen sonuglarla desteklenmektedir [161].
Hayvan calismalarinda GDNF ve GFAP’in motor noéron sag kalima etkisi
vurgulanmaktadir [161]. ALS hastalarinda kontrollere kiyasla BOS’da GDNF
seviyelerinde artis oldugu gosterilmistir [162, 163]. Inflamatuar patogenezde rol alan
molekiillerden; interlokinler, stimiilan faktorler, TNF-o ve interferon gamma daha ¢ok
ALS hastalan iizerinde calisilmistir. Ek olarak, IL-6, IL-8 ve TNF-o gibi bazi
inflamatuvar molekiillerin ALS hastalarinin BOS 6rneklerinde arttig1 gosterilmistir
[164-166]. Benzer seckilde, astrositler tarafindan eksprese edilmesine ragmen
inflamatuvar patogenez Tlzerine etkili olan YKL40’in ALS hastalarinin BOS

orneklerinde arttig1 tespit edilmistir [167-170].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢aligma, SMA hastalifi patogenezine katkis1 hayvan modelleri ile
gosterilmis (Bknz: 2.9.4 Glial Biyobelirte¢ler ve Noroinflamasyon) glial hiicre ve
noroinflamasyon iliskili dért molekiiliic (GFAP, GDNF, CH3L1 (YKL40) ve IL-6)
degerlendirmektedir. Molekiillerin patogeneze katkisini dogrulamak ve SMA igin
tanisal olabilecek molekiilleri saptamak amaglanmistir. Ek olarak, molekiillerin
nusinersen tedavisi oncesi ve tedavi stiresince BOS orneklerindeki degiskenligi ve bu
degiskenligin klinige yansimasi arastirilmistir. Calismanin sonuglarinin tanisal,
prognostik ve terapotik biyobeliteglerin tanimlanmasma ve kisiye 06zgii tedavi

yaklagimlariin gelistirilmesine katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Prospektif, gozlemsel ilag caligmasi olarak tasarlanan bu arastirmanin
yiiriitiilebilmesi icin Hacettepe Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu (KA-
21040) ve Saglik Bakanlhig: Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu’ndan (21-AKD-94)
onay alimmustir. Calismanin gergeklestirilebilmesi i¢in Tiirk Noroloji Dernegi “proje

destek bursu” saglamistir.

3.1. ARASTIRMANIN YERI VE ZAMANI

Arastirma 01.03.2019-01.03.2023 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali biinyesindeki Noromuskiiler Hastaliklar Aragtirma
Laboratuvari’nda yiiriitiilmiis olup; {iniversitemiz Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon
Fakiiltesi, Fizyoterapi ve Rehabilitasyon Anabilim Dali ve Kanser Enstitiisii, Temel

Onkoloji Anabilim Dal1 veri degerlendirme ve isleme siirecine katki saglamistir.

3.2. ARASTIRMANIN EVRENIi, ORNEKLEMI VE ARASTIRMA GRUBU

Aragtirmanin evreni SMA tip 2 veya tip 3 tanisi genetik olarak dogrulanmis ve
s0z konusu calismadan bagimsiz olarak, Saglik Bakanligi tarafindan nusinersen
intratekal tedavi onay1 verilen ve tedavi siireci klinigimiz biinyesinde yiiriitiilen
hastalardan olugmaktadir. Calismaya 24 SMA tanili hasta dahil edilmis olup; kontrol
grubunda 12 kisi yer almaktadir.
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3.2.1. Hasta Grubu
Hasta Grubu Dahil Edilme Kriterleri:

e >18 yas olmak

e SMA tanis1 genetik olarak dogrulanmis olmak

e SMA Klinik bulgular tip 2 veya tip 3 ile uyumlu olmak

¢ Nusinersen tedavisi Saglik Bakanligi tarafindan onaylanmis olmak

e Nusinersen yiikkleme dozlarini CHERISH c¢alisma protokoliine gore
tamamlamis (0, 29, 85 ve 274’lincii giinler) ve ilk idame tedavi dozunu

almis olmak

Hasta Grubu Dislama Kriterleri:

e Yeterli BOS 6rneginin temin edilememis olmasi

e Hastanin rizasiin bulunmamasi

e Hastanin intratekal tedavisi i¢in gereken lomber ponksiyon isleminin
standart prosediirlerle ger¢eklestirilememis olmasi (skopi altinda yapilmasi,

rezervuar gerekmesi veya katater takilmasi gibi)

3.2.2. Kontrol Grubu

Calismanin kontrol grubuna dahil etmek amaciyla; hastanemiz ndroloji
poliklinigine bas agrist sikayetiyle basvuran ve ayirici tant amaciyla (psddotiimor
serebri vb. hastaliklar acisindan) lomber ponksiyon iglemi planlanan hastalar
degerlendirilmistir. Ayirici tan1 amaciyla yapilan tetkikler ve BOS inceleme sonuglari
degerlendirildiginde, bagvuru sirasinda ve bir yillik takipte herhangi bir norolojik

hastalik tanis1 konmamuis kisiler calismanin kontrol grubuna dahil edilmistir.
Kontrol Grubu Dahil Edilme Kriterleri:
e >18 yas olmak

o Kisiye bas agrist sikayeti nedeniyle bagvurusu sirasinda ayirict tani igin

BOS 6rneklemesi yapilmasi
Kontrol Grubu Dislama Kriterleri:

e Herhangi bir nérolojik hastalik tanis1 almis olmasi
¢ Kisinin herhangi bir dahili hastalik tanis1 bulunmasi

¢ Kisinin herhangi bir ila¢ kullanimi1 olmast
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3.3. ARASTIRMANIN YONTEMI VE VERI TOPLAMA ARACLARI

3.3.1. Hasta Grubu (SMA)

Dahil edilme ve diglama kriterlerine gore 24 SMA hastas1 ¢alismaya dahil
edilmistir. Dahil edilen hastalarin kimlik bilgileri gizlenerek; demografik verileri,
hastalik baslangic yasi, SMA tipi, SMN2 kopya sayilart ve maksimum motor
kapasiteleri kaydedilmistir.

Nusinersen tedavisi planlanan hastalar ¢alisma kapsaminda iki farkli zaman

noktasinda degerlendirilmistir (Sekil 3.1);

Nusinersen CHERISH Tedavi Protokolii

Ylkleme Dozu

0. Giin
T0)

BOS

érnek almi

29. Giin 85. Giin

274. Giin

idame Dozu

15. Ay
(T15)

BOS

Grnek alimi

=

day

HFMSE
ALSFRS-R ALSFRS-R
MRC-SS MRC-SS

6DYT 6DYT

HFMSE

Sekil 3.1. Hasta Grubuna Uygulanan Standart Tedavi Protokolii ve Calisma
Kapsaminda Hasta Orneklerinin Degerlendirildigi Zaman Noktalar

e TO (0.giin): ilk zaman noktas1, hastalarin tedavi alacag giin yani 0.giin

olarak belirlenmistir. Intratekal nusinersen uygulamasi &ncesi bosaltim

alman 5mL BOS numunesi Universitesi

amactyla Hacettepe

Biyobankasi’na afiliye olan Noromuskiiler Hastaliklar Arastirma
Laboratuvari’'nda bulunan -80°C derin dondurucuda saklanmustir. Ilgili
zaman noktasinda hastalarin motor fonksiyonel kapasitelerini yansitan;
HFMSE, “ALS Functional Motor Scale Revised” (ALSFRS-R) ve “Medical
Research Council sum score” (MRC-SS) 6lgek sonuglar1 kaydedilmistir. Ek
olarak, ambulatuvar hastalarda 6 dakika yiirlime testi mesafesi not

edilmistir.

e T15 (15.ay): Ikinci zaman noktasi olarak 15. ay belirlenmistir. Bu zaman
noktasinda hastalar dort yiikleme dozu sonrasi, ilk idame tedaviyi (5.doz)

almaktadir. Bu zaman noktasinin se¢ilmesinin nedeni molekiiliin yilikleme
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dozu sonrasi BOS’ta kararli durum (“steady state”) konsantrasyonuna
ulagmasidir. 5.doz intratekal nusinersen uygulamasi Oncesi bosaltim
amactyla alman SmL BOS benzer kosullarda saklanmustir. Ilgili zaman

noktasinda T0’da test edilen motor Slgekler tekrarlanmugtir.

TO ve T15 zaman noktalarinda toplanan BOS numuneleri -80°C derin
dondurucuda saklanmis ve c¢alismanin tamamlanmasim takiben belirlenen dort
molekiiliin (GFAP, GDNF, CH3L1 (YKLA40) ve IL-6) diizeyi ticari ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) kitleri ile analiz edilmistir. ELISA deneylerine
baslamadan 6nce, BCA (Bicinchoninic Acid Assay) tayin kiti kullanilarak kalorimetrik

yontemle BOS numunelerindeki total protein konsantrasyonunu belirlenmistir.

3.3.2. Kontrol Grubu

Dahil edilme ve diglama kriterleri uyarinca 12 katilimei kontrol grubuna dahil
edilmistir. Katilimcilarin ~ kimlik  bilgileri  gizlenerek demografik bilgileri
kaydedilmistir. Tetkik amaciyla incelenmesi planlanan BOS 6rneginden ¢alisma igin
ayrilan numune santrifiij edilerek; Hacettepe Universitesi Biyobankasi’na afiliye olan
Noromuskiiler Hastaliklar Arastirma Laboratuvari’nda bulunan -80°C derin
dondurucuda saklanmistir. Calismanin tamamlanmasini takiben belirlenen dort
molekiilin (GFAP, GDNF, CH3L1 (YKL40) ve IL-6) BOS diizeyleri ticari ELISA
kitleri ile analiz edilmistir. ELISA deneylerine baglamadan 6nce, BCA tayin Kiti
kullanilarak  kalorimetrik  yontemle BOS numunelerindeki total protein

konsantrasyonunu belirlenmistir.

3.3.3. ELISA Analizleri

ELISA deneylerine baglamadan once BOS Orneklerindeki total protein
konsantrasyonunu belirlemek i¢in BCA protein tayin kiti kullanilda.

e BCA protein tayini

BOS 6rneklerindeki total protein konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in insan

BCA protein tayin kiti kullanild1 (ab102536, Abcam).
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Orneklerin hazirlanmasi: BOS &rekleri -80°C’den ¢ikarilarak buz
lizerinde ¢oziilmeleri saglandi. Ornekler 1:20 oraminda seyreltilerek

calisildi.

Cozeltilerin hazirlanmasi: Protein tayini i¢in kullanilacak tim ¢ozeltiler
ve malzemeler oda sicakligina getirildikten sonra ¢alismaya baslandi. Kitin
iceriginde yer alan ¢alisma ¢ozeltisi igin 1:50; Copper Reagent: BCA
Reagent karistirilarak calisilacak 6rnek sayisina gore hazirlandi. Standartlar
deney oncesinde taze olarak hazirlandi. 1 mg /mL konsantrasyondaki stok
standart ¢cozeltisinden 32 ug/mL 16 pg/mL, 8 pg/mL, 4 ng/mL, 2 pg/mL, 1
pg/mL, 0.5 pg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde seri diliisyon

yapilarak standartlar hazirlandi.

Deney protokolii: Tiim standartlar iki tekrarli olacak sekilde calisildi. 96
kuyulu plagin kuyulara standart ve 6rnekler 50 pL eklendi. Ardindan 100
pL hazirlanan ¢alisma c¢ozeltisi eklendi. Plagin iizeri kapatilarak plaka
calkalayicida calkalanarak 60°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
plaka oda sicaklifinda sogumaya birakildi. Oda sicakligina gelen plaka
optik okuyucuya (SpectraMax Plus, Molecular Devices, US) yerlestirilerek,
Softmax Pro programinda 562 nm dalga boyunda spektrofotometrik dl¢tim
yapildi. Excel programinda standart egri grafigi ¢izilerek elde edilen formiil

ile BOS o6rneklerindeki total protein konsantrasyonu hesaplandi.
e insan GFAP ELISA

BOS o6rneklerindeki GFAP konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in insan

GFAP ELISA kiti kullanildi. (ab288175, Abcam)

Orneklerin hazirlanmasi: BOS o6rnekleri -80°C’den ¢ikarilarak buz

lizerinde ¢oziilmeleri saglandi. Orneklerde seyreltme yapilmad.

Cozeltilerin hazirlanmasi: ELISA icin kullanilacak tiim ¢dozeltiler ve
malzemeler oda sicakligina getirildikten sonra ¢alismaya baglandi. Kitte yer
alan yikama tampon ¢6zeltisi distile su ile 1:10 konsantrasyona seyreltildi.
Yakalama antikoru (Capture Antibody), detektér antikor (Detector
Antibody) ve antikor seyreltici CP (Antibody Diluent CP) ¢ozeltileri kit
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igeriginde belirtilen oranlarda eklenerek antikor kokteyl ¢ozeltisi hazirlandi.
Standartlar deney Oncesinde taze olarak hazirlandi. Kit igerigindeki
liyofilize halde bulunan GFAP standartit numune seyreltici NS (Sample
Diluent, NS) ile 400 ng/mL konsantrasyonda olacak sekilde stok standart
¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan stok standart ¢ozeltisinden 40 ng/mL, 20
ng/mL, 10 ng/mL, 5 ng/mL, 2.5 ng/mL, 1.25 ng/mL, 0.625 ng/mL
konsantrasyonlarda olacak sekilde seri dillisyon yapilarak standartlar

hazirlandi.

Deney protokolii: Tiim standartlar ve ornekler iki tekrarli olacak sekilde
caligildi. 96 kuyulu plagin kuyulara standart ve 6rnekler 50 pL eklendi.
Ardindan 50 pL antikor kokteyl ¢ozeltisi eklendi. Plagin tlizeri kapatilarak
plaka calkalayicida bir saat oda sicakliginda inkiibe edildi (400 rpm). Plak
350 pL yikama tampon ¢ozeltisi ile 3 defa yikandi ve kurutuldu. 100 puL
reaksiyon ¢ozeltisi (TMB Development Solution) eklenerek plaka
calkalayict tlizerinde (400 rpm), karanlikta, oda sicakliginda 15 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan 100 pL reaksiyon durdurucu ¢dzelti (Stop
Solution) eklenerek bir dakika plaka g¢alkalayicida karistirildi (400 rpm).
Plaka, optik okuyucuya (SpectraMax Plus, Molecular Devices, US)
yerlestirilerek, Softmax Pro programimnda 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrik Ol¢tim yapildi. Excel programinda standart egri grafigi
cizilerek elde edilen formiil ile BOS 6rneklerindeki GFAP konsantrasyonu

hesaplandi.
Insan GDNF ELISA

BOS o6rneklerindeki GDNF konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in insan

GDNF ELISA kiti kullanildi1 (NE010012201, Nepenthe).

Orneklerin hazirlanmasi: BOS 6rnekleri -80°C’den ¢ikarilarak buz

iizerinde ¢oziilmeleri saglandi. Orneklerde seyreltme yapilmadi.

Cozeltilerin hazirlanmasi: ELISA icin kullanilacak tiim c¢ozeltiler ve
malzemeler oda sicakligina getirildikten sonra ¢calismaya baslandi. Kitte yer
alan yikama tampon ¢ozeltisi, distile su ile 1:25 konsantrasyona seyreltildi.

Standartlar deney Oncesinde taze olarak hazirlandi. Kit igerigindeki 24



33

ng/mL GDNF stok standartt ayni miktarda standart seyreltici (Standart
Diluent) ile 12 ng/mL konsantrasyonda olacak sekilde standart ¢ozeltisi
hazirlandi. Ardindan hazirlanan standart ¢ozeltisinden 6 ng/mL, 3 ng/mL,
1.5 ng/mL, 0.75 ng/mL, 0.38 ng/mL, 0.19 ng/mL konsantrasyonlarda olacak

sekilde seri diliisyon yapilarak diger standartlar hazirlandi.

Deney protokolii: Tiim standartlar ve ornekler iki tekrarli olacak sekilde
caligildi. 96 kuyulu plagin kuyulara standart ve Ornekler 40 pL eklendi.
Ardindan 10 pL anti-GDNF antikoru eklendi. Sonrasinda kontrol kuyulari
haric¢ tiim kuyulara 50 pL Streptavidin-HRP eklendi. Plagin tizeri kapatilarak
bir saat 37°C’de inkiibe edildi. Plak 350 pL yikama tampon ¢ozeltisi ile 5
defa yikandi ve kurutuldu. Her kuyuya 50 pL substrat ¢ozeltisi A ve 50 pL
substrat c¢ozeltisi B eklenerek karanlikta, 37°C’de 10 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan 50 pL reaksiyon durdurucu ¢dzelti (Stop Solution)
eklendi. Plaka 10 dk i¢inde, optik okuyucuya (SpectraMax Plus, Molecular
Devices, US) yerlestirilerek, Softmax Pro programinda 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik 6l¢tim yapildi. Excel programinda standart egri
grafigi cizilerek elde edilen formiil ile BOS orneklerindeki GDNF

konsantrasyonu hesaplandi.
Insan CH3L1 (YKL-40) ELISA

BOS o6rneklerindeki GFAP konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in insan

YKL-40 ELISA kiti kullanild1 (ab255719, Abcam).

Orneklerin hazirlanmasi: BOS 6rnekleri -80°C’den ¢ikarilarak buz

iizerinde ¢oziilmeleri saglandi. 1:50 oraninda seyreltme yapildi.

Cozeltilerin hazirlanmasi: ELISA i¢in kullanilacak tiim c¢ozeltiler ve
malzemeler oda sicakligina getirildikten sonra ¢aligsmaya baslandi. Kitte yer
alan yikama tampon ¢ozeltisi, distile su ile 1:10 konsantrasyona seyreltildi.
Yakalama antikoru (Capture Antibody), detektor antikor (Detector
Antibody) ve antikor seyreltici 4BI (Antibody Diluent 4BI) ¢ozeltileri kit
iceriginde belirtilen oranlarda eklenerek antikor kokteyl ¢cozeltisi hazirlandu.
Standartlar deney Oncesinde taze olarak hazirlandi. Kit igerigindeki

liyofilize halde bulunan GFAP standarti numune seyreltici NS (Sample
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Diluent NS) ile 24 ng/mL konsantrasyonda olacak sekilde stok standart
cozeltisi hazirlandi. Hazirlanan stok standart ¢ozeltisinden 1500 pg/mL, 750
pg/mL, 375 pg/mL, 187.5 pg/mL, 93.8 pg/mL, 46.9 pg/mL, 23,4 pg/mL
konsantrasyonlarda olacak sekilde seri diliisyon yapilarak standartlar

hazirlandi.

Deney protokolii: Tiim standartlar ve ornekler iki tekrarli olacak sekilde
caligildi. 96 kuyulu plagin kuyulara standart ve 6rnekler 50 uL eklendi.
Ardindan 50 pL antikor kokteyl ¢ozeltisi eklendi. Plagin iizeri kapatilarak
plaka calkalayicida bir saat oda sicakliginda inkiibe edildi (400 rpm). Plak
350 pL yikama tampon ¢ozeltisi ile 3 defa yikandi ve kurutuldu. 100 pL
reaksiyon ¢ozeltisi (TMB Development Solution) eklenerek plaka
calkalayict lizerinde (400 rpm), karanlikta, oda sicakliginda 15 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan 100 uL reaksiyon durdurucu ¢ozelti (Stop
Solution) eklenerek bir dakika plaka calkalayicida karistirildi (400 rpm).
Plaka, optik okuyucuya (SpectraMax Plus, Molecular Devices, US)
yerlestirilerek, Softmax Pro programinda 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrik 6l¢iim yapildi. Excel programinda standart egri grafigi
cizilerek elde edilen formiil ile BOS o6rneklerindeki YKL-40 konsantrasyonu
hesaplandi.

insan IL-6 ELISA

BOS o6rneklerindeki IL-6 konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in insan IL-6

ELISA kiti kullanildi (ab178013, Abcam).

Orneklerin hazirlanmasi: BOS 6rnekleri -80°C’den ¢ikarilarak buz

lizerinde ¢oziilmeleri saglandi. Orneklerde seyreltme yapilmadi.

Cozeltilerin hazirlanmasi: ELISA icin kullanilacak tiim ¢ozeltiler ve
malzemeler oda sicakliina getirildikten sonra ¢alismaya baglandi. Kitte yer
alan yikama tampon ¢ozeltisi, distile su ile 1:10 konsantrasyona seyreltildi.
Liyofilize haldeki yakalama antikoru numune seyreltici eklenerek 10 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra pipet ile karistirildi. Yakalama antikoru
(Capture Antibody), detektor antikor (Detector Antibody) ve antikor
seyreltici 5Bl (Antibody Diluent 5BI) ¢ozeltileri kit igeriginde belirtilen
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oranlarda eklenerek antikor kokteyl ¢ozeltisi hazirlandi. Standartlar deney
oncesinde taze olarak hazirlandi. Kit igerigindeki liyofilize halde bulunan
IL-6 standarti numune seyreltici (Sample Diluent NS) ile 2000 pg/mL
konsantrasyonda olacak sekilde stok standart c¢ozeltisi hazirlandi.
Hazirlanan stok standart ¢ozeltisinden 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL,
62.5 pg/mL, 31.3 pg/mL, 15.6 pg/mL, 7.8 pg/mL konsantrasyonlarda olacak

sekilde seri diliisyon yapilarak standartlar hazirlandi.

Deney protokolii: Tiim standartlar ve 6rnekler iki tekrarli olacak sekilde
calisildi. 96 kuyulu plagin kuyulara standart ve 6rnekler 50 pL eklendi.
Ardindan 50 pL antikor kokteyl ¢ozeltisi eklendi. Plagin iizeri kapatilarak
plaka calkalayicida bir saat oda sicakliginda inkiibe edildi (400 rpm). Plak
350 pL yikama tampon ¢ozeltisi ile 3 defa yikandi ve kurutuldu. 100 pL
reaksiyon c¢ozeltisi (TMB Development Solution) eklenerek plaka
calkalayici tlizerinde (400 rpm), karanlikta, oda sicakliginda 15 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan 100 pL reaksiyon durdurucu ¢dzelti (Stop
Solution) eklenerek bir dakika plaka calkalayicida karigtirildi (400 rpm).
Plaka, optik okuyucuya (SpectraMax Plus, Molecular Devices, US)
yerlestirilerek, Softmax Pro programinda 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrik Ol¢iim yapildi. Excel programinda standart egri grafigi
cizilerek elde edilen formiil ile BOS orneklerindeki IL-6 konsantrasyonu

hesaplandi.

3.4. VERILERIN ANALIZi

Istatistiksel analizlerde SPSS versiyon 25.0 paket programi kullanilmis olup
grafiklerin ~ diizenlenmesinde GraphPad Prism versiyon 9.0 programindan
faydalanilmistir. Tiim istatistiksel analizlerde anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul
edilmistir. Caligmaya dahil edilen hastalarin demografik (cinsiyet, yas, hastalik
baslangi¢ yasi), klinik ve laboratuvar (SMA smiflandirmasi, maksimum motor
kapasitesi ve SMN2 kopya sayisi) Ozelliklerini belirlemede tanimlayici istatistik
yontemler kullanilmistir. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-

Smirnov ve Shapiro-Wilk normallik testleri kullanilarak belirlenmistir. Kategorik
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degiskenler say1 ve yiizde seklinde, siirekli degiskenler ise ortanca (minimum -

maksimum) ve/veya ortalama (+ standart sapma, SD) seklinde ifade edilmistir.

Bagimli gruplar arasindaki farkin analizinde, normal dagilima uyan
degiskenler i¢in bagimli 6rnekler t-testi; normal dagilima uymayan degiskenler icin
Wilcoxon testi kullanilmistir. Bagimsiz gruplar arasinda fark olup olmadigim
belirlemede ise degiskenlerin normal dagilima uygunluguna gére bagimsiz érnekler t-
testi veya Mann Whitney U testi yapilmistir. Degiskenler arasi iligkinin

incelenmesinde Pearson (r) veya Spearman (rho) korelasyon testleri kullanilmistir.

Farkli prediktorlerden tedavi sonrasi klinik anlamli yanit1 6n gorebilecek bir
model olusturmak ve yanit iizerinde bagimsiz etkisi olan faktorleri belirlemek igin
lineer regresyon analizi kullanilmistir. Lineer regresyon modeli Backward yontemi ile
olusturulmustur. Tek degiskenli (univariate) analizlerde belirlenen olasi faktorler
kullanilarak, koti klinik sonlanimi 6ngormede etkili bagimsiz prediktorler ve risk

faktorleri Backward LR lojistik regresyon analizi ile degerlendirilmistir.

Biyobelirteglerin hastaligi dngérmede tanisal karar verdirici 6zellikleri ROC
egrisi analizi ile incelenmistir. ROC analizlerinde, egri altinda kalan alan (“area under
the curve”, AUC) %95 giiven araligiyla (%95 CIl) sunulmustur. Anlamli sinir
degerlerin varliginda, bu sinirlarin sensitivite (duyarlilik) ve spesifite (6zgiilliik)

degerleri hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. HASTALARIN DEMOGRAFIK VE KLINIK OZELLIKLERI

Calismaya Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde 01.03.2019-
01.03.2023 tarihleri arasinda SMA tanisi ile nusinersen tedavisi uygulanmis 18 yas ve
tizerinde toplam 24 hasta dahil edilmistir (Tablo 4.1). Hastalarin ortalama hastalik
baslangi¢ yas1 8,70 (+ 6,18) yil iken ortalama tedavi baslangi¢ yast 34,12 (+ 10,04)
yildir. Calisma grubunun %79,2 (n=19)’si erkeklerden olugsmaktadir.

Hastalarin %87,5 (n=21)’i SMA tip 3 tanisi ile izlenmekte olup; diger hastalar
tip 2 tanilidir. Tiim hastalarda SMA tanisi, SMN1 geninde ekzon 7 ve/veya ekzon 8’de
homozigot delesyonlarin gosterilmesi ile koyulmustur. SMN2 kopya sayilari sirastyla
su sekildedir; 2 kopya (n=3, %12,5), 3 kopya (n=8, %50) ve 4 kopya (n=13, %37,5).
Tedavi Oncesi degerlendirmelerde hastalarin %37.5’1 (n= 9) ambulatuvar iken diger

hastalarin ulagabildikleri maksimum fonksiyonel kapasite ‘“desteksiz oturma”
seklindedir.

Tablo 4.1. Hastalarin Demografik Verileri ve Klinik Ozellikleri

Ozellik Deger
Cinsiyet (n, %)
Kadin 5, %20,8
Erkek 19, %79,2
Yas (ortalama + SD) 34,12 £ 10,04
Hastalik Baslangic Yasi (ortalama + SD) 8,70 + 6,18
SMA Siiflandirmasi (n, %0)
Tip 2 3, %12,5
Tip 3 21, %87,5
Fonksiyonel Durum (n, %o)
Desteksiz Oturma 15, %62,5
Yiiriime 9, %37,5
SMN2 Kopya Sayisi (n, %)
2 Kopya 3, %12,5
3 Kopya 8, %50

4 Kopya 13, %37,5
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Tiim hastalarda nusinersen tedavisi 6ncesi (T0) HFMSE (66 puan {izerinden),
ALSFRS-R (48 puan iizerinden) ve MRC-SS (60 puan lizerinden) motor dlgekleri
degerlendirilmistir (Tablo 4.2). Hastalarin tedavi oncesi HFMSE puan ortalamasi
32,83 + 18,04 iken ALSFRS-R puan ortalamasi 36,62 + 5,12’dir. Ek olarak, MRC-SS
ortanca degeri 35,5 (28 — 54)’dir. Ambulatuvar hastalarin (n=9) tedavi 6ncesi ortalama
yuriime mesafesi 6DYT 6l¢cegi kullanilarak hesaplanmistir ve ortalama 346 + 172,9

metredir.

Tablo 4.2. Hastalarin Tedavi Oncesi Motor Olgek Sonuglari

Motor Ol¢ek Deger
HFMSE (n=24, maks. 66 puan)
Ortalama + SD 32,83 + 18,04
ALSFRS-R (n=24, maks. 48 puan)
Ortalama + SD 36,62 +£5,12
MRC-SS (n=24, maks. 60 puan)
Ortanca (minimum — maksimum) 35,5 (28 — 54)
6DYT, metre (n=9)
Ortalama + SD 346+ 172,9

4.2. KONTROL GRUBUNUN DEMOGRAFIK VERILERI VE KLINIiK
OZELLIKLERI

Calismanin  kontrol grubuna, 01.11.2021-01.03.2023 tarihleri arasinda
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ndroloji poliklini§ine bas agrisi
sikayetiyle bagvuran ve kriterleri saglayan 12 katilime1 dahil edilmistir. Katilimeilarin
bilinen herhangi bir dahili hastalik tanis1 ve herhangi bir nedenle diizenli ila¢ kullanim
Oykiisii yoktur. BOS incelemesi sonrast bir yillik izlem siiresince katilimeilar herhangi
bir norolojik hastalik tanist almamistir. Kontrol grubunun ortalama yas1 36,08 + 7,83
yildir ve %50 (n=12)’si erkeklerden olusmaktadir. Calisma ve kontrol grubu arasinda

demografik 6zellikler agisindan bir farklilik saptanmamustir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Hasta ve Kontrol Grubu Demografik Ozellikleri

Hasta Grubu Kontrol Grubu p degeri
Cinsiyet (n, %)
Kadin 5, %20,8 6, %50 0, 124
Erkek 19, %79,2 6, %50
Yas (ortalama + SD) 34,12 £ 10,04 36,08 £ 7,83 0, 559"

§- Ki kare testi; z: Bagimsiz drnekler t testi

4.3. HASTA VE KONTROL GRUBU KARSILASTIRMALI ANALIZLER

4.3.1. Biyobelirte¢ Diizeylerinin Karsilastirilmasi

SMA hastalarinin (TO, tedavi oncesi) ve kontrol grubunu BOS biyobelirteg
diizeyleri karsilastirilmistir (Tablo 4.4, Sekil 4.1).

Tablo 4.4. Biyobelirteg Diizeylerinin Karsilastirmali Analizi

SMA Grubu Kontrol Grubu
Ortalama + SD Ortalama + SD p
(n=24) (n=12)
Protein (ug/ml) 233,89 + 38,04 192,67 + 30,50 0,002¥
GFAP (ng/ml) 10,43 + 3,54 4,15+ 1,64 <0,001"
IL-6 (pg/ml) 1,57 £2,65 0+0 0,026*
GDNF (ng/ml) 4,03 + 0,49 4,76 + 0,62 <0,001¥
YKL-40 (pg/ml) 38465,91 + 15931,08 34040,91 + 15555,29 0,416

¥: Mann Whitney U testi
7. Bagimsiz ornekler t-testi

SMA hastalarinin ortalama BOS protein konsantrasyonu, GFAP ve IL-6
seviyeleri kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek saptanmistir (p<0,05). EkK
olarak, SMA hastalarinin BOS GDNF diizeyi kontrol grubuna kiyasla daha diistiktiir
(p<0,05). Hastalar ve kontroller arasinda BOS YKL-40 diizeyi agisindan anlamli
farklilik izlenmemistir (p>0,05).
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4.3.2. ROC Egrisi Analizleri

Biyobelirteglerin hastaligi 6ngérmede tanisal karar verdirici 6zellikleri ROC

egrisi analizi ile incelenmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. SMA Tanisim1 Ongdrmede Biyobelirtegc Degerlerinin ROC Egrisi Analizi

AUC Sinir Duyarhhk Ozgiilliik
%95 Cl Deger (Sensitivite)  (Spesifite) p degeri
(%95 Cl) (cut-off) % %

GFAP (ngml) g 88%?511000) >6,12 87,5 100 <0,001

0,729
IL-6 (pg/ml) (0,568 - 0,890) - - - 0,027
GDNF (ng/ml) (o 73%'?601985) <430 79,2 833 <0,001
YKL-40 (pg/ml) 0,587 : - : 0,402

(0,391 - 0,783)

AUC: Egri altinda kalan alan, %95 CI: %95 giiven araligi

SMA hastaligi i¢in tanisal karar vermede, BOS GFAP degerlerinin (sinir >6,12
ng/ml) %87,5 duyarlilik (sensitivite) ve %100,0 6zgiilliik (spesifite) diizeyinde oldugu
saptanmustir (Sekil 4.2).

GFAP
100

Sensitivity : 87.5
Specificity : 1.0

80 Criterion : 26.12

60

Sensitivity

40

Area underthe ROC curve (AUC) : 0.951
Standard Error - 0.033
95% Confidence Interval : 0.887t0 1.0

20
i Significance level p (Area=0.5) : <0.001

0 20 40 60 80 100
100 - Specificity

Sekil 4.2. BOS GFAP Degerlerinin SMA Tanis1 Icin ROC Egrisi Analizi
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SMA hastalig1 i¢in tanisal karar vermede, BOS GDNF degerlerinin (sinir <4,30
ng/ml) %79,2 duyarlilik (sensitivite) ve %83,3 6zgiilliik (spesifite) diizeyinde oldugu
saptanmugtir (Sekil 4.3).

GDNF
100
I Sensitivity : 79.2
i Specificity : 83.3
80 " Criterion : <430
> 60
= I
=
w
c
@
2 0
J/
/
/ Area under the ROC curve [AUC] 0.861
20 /" Standard Error 0.063
- 95% Confidence interval 0 738 to 0.985
s Significance level p (Area=0.5] : <0.001
o L L L A1 L L L L L AL AL A1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

100 - Specificity

Sekil 4.3. BOS GDNF Degerlerinin SMA Tanis1 Igin ROC Egrisi Analizi

SMA hastalig1 i¢in tanisal karar vermede, BOS GFAP ve BOS GDNF
biyomolekiil degerleri birlestirilerek olusturulan lojistik regresyon modeliyle
hesaplanan 6ngoriilen olasilik (predicted probability) degerlerinin %95,8 duyarlilik
(sensitivite) ve %100,0 6zgilliik (spesifite) diizeyinde oldugu saptanmistir. Ayrica,
egri altinda kalan alan (AUC) 0,997 (%95 Giiven Araligi: 0,985-1,0) olarak
hesaplanmistir (p<0,001) (Sekil 4.4).

Lojistik regresyon modeline YKL-40 molekiilii dahil edildiginde, duyarlilik
(sensitivite) %100,0, 6zgiilliik (spesifite) %100,0 ve egri altinda kalan alan (AUC) 1,0
(%95 Giiven Araligi: 1,0-1,0) degerine ulagmustir (p<0,001) (Sekil 4.4).
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GFAP & GDNF GFAP & GDNF & YKL40
00§ 100
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95% Confidence interval : 098510 1.0 /| Siemundirthe ROCeutve UG : B0 o1
Signiticance level p (Area=0.5) : <0.001 4 95% Confidence interval : 1.0t 10
Significance level p (Area=0.5) : <0.001
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Sekil 4.4. GFAP & GDNF (A) ve GFAP & GDNF & YKL-40 (B) Lojistik Regresyon
Modeliyle Hesaplanan Ongoriilen Olasilik (predicted probability)
Degerlerinin SMA Tanisi I¢in ROC Egrisi Analizi

4.4. HASTA GRUBU ANALIZLERI

4.4.1. Tedavi Altinda Motor Fonksiyonel Olcek Skorlarinin Degisimi

Hastalarin tedavi oncesi (T0) ve tedavi altinda 15.ayda (T15) motor
fonksiyonel 6l¢ekleri degerlendirilmistir (Tablo 4.6 ve Sekil 4.5).

HFMSE o6l¢eginde ortalama 5,08 + 3,10 puan (p<0,001) ve ALSFRS-R
Olgeginde ortalama 1,45 + 1,38 puan (p<0,001) artis izlenmistir. MRC-SS

degerlendirmesinde ise hastalarda maksimum 2 puanlik artis gézlenmistir (p<0,05).

Ambulatuvar hastalarin ylirime mesafesinde 6DYT’de ile ortalama 36,11 +

21,66 metrelik iyilesme saptanmistir (p<0,001).



Tablo 4.6. Motor Olcek Skorlarinin Sonuglart
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Motor Olcekler TO T15 Sk(z_rl‘_g?_;g_glml p degeri
HFMSE (n=24)

Ortalama + SD 32,83 £18,04 3791 +£17,77 5,08 3,10 <0,001*
ALSFRS-R (n=24)

Ortalama + SD 36,62 £ 5,12 38,05+ 5,05 1,45+ 1,38 <0,001¢
MRC-SS (n=24)

Ortanca (min —maks) 35,5 (28 — 54) 37 (28 - 56) 0(0-2) 0,002¢
6DYT (n=9)

Ortalama + SD 346 +£172,9 382,11 + 184,42 36,11 £21,66 <0,001*

o Bagiml ornekler t-testi
B: Paired Wilcoxon testi

HFMSE ALSFRS-R
ortalama + SD ortalama + SD
*kk 10
20
0 0
-20
A " B -10
v T T . 1) 1
to t15 t0 t15
MRC-SS 6DYT
ortanca (minimum - maksimum) ortalama + SD
* %
50 | | 600-
200
454
400
40- o
= 200
-200
30
25 T Y T T
c t0 t15 D t0 t15

Sekil 4.5. Motor Olcek Skorlarmin Degisimi

(*** p<0,001 ve ** p<0,05)
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4.4.2. Biyobelirtec Diizeyleri ve Zamanla Degisimi

Biyobelirte¢ adaylarinin (GFAP, GDNF, IL-6 ve YKL-40) BOS diizeyleri ve
toplam BOS protein konsantrasyonu TO ve T15 zaman noktalarinda analiz edilmistir
(Tablo 4.7 ve Sekil 4.6). lgili molekiillerin iki zaman noktas1 arasinda degisimi ve
farkin istatistiksel anlamlilig1 hesaplanmistir. Nusinersen tedavisi altinda BOS 1L-6
diizeyi ortalama 1,48 + 2,56 pg/ml azalmis olup; TO seviyelerine gore ortalama %95,72
+ 13,08 degisim gostermistir (p<0,001). Benzer sekilde BOS YKL-40 diizeyi ortalama
6539 £+ 10042 pg/ml azalmig ve baslangica gore ortalama %14,36 = 18,99 degisim
gostermistir (p<0,001). Buna karsin, BOS GDNF diizeyi T15 analizlerde ortalama
0,28 + 0,52 ng/mL artmis ve baslangi¢ degerlerine kiyasla ortalama %7,93 + 12,08
degisim gostermistir (p<0,05). BOS toplam protein konsantrasyonu ve GFAP diizeyi

tedavi altinda baslangica gore istatistiksel olarak anlamli fark goéstermemistir.

Tablo 4.7. Baslangi¢ BOS Biyobelirte¢ Diizeyleri ve Tedavi Altindaki Degisimleri

Mutlak Mutlak
Degisim* Degisim D
TO T15 TOTIS|  Yiizdesi™  gegeri
(Ortalama + SD) (Ortalama + SD) (Ortalama + (Ortalama +
sD) sD)
Protein (ug/mi) 233,89 £38,04 234,26+42,49 0,36 £49,31 1,73 £19,63 0,898"
GFAP (ng/ml) 10,43 + 3,54 9,66 + 3,97 0,77 = 2,87 6,10 24,31 0, 199«
IL-6 (pg/ml) 1,57 £2,65 0,09 +0,42 1,48 £2,56 95,72 £ 13,08 <0,001F
GDNF (ng/ml) 4,03 +£0,49 4,31+0,37 0,28 + 0,52 7,93 +£12,08 0,004#
YKL-40 (pg/ml) 38465 +15931 31926+ 11907 6539+10042 14,36 +18,99 <0,001P

o: Bagiml drnekler t-testi
B: Paired Wilcoxon testi

*[ki zaman noktas1 arasindaki skor degisimi hesaplanirken pozitif ortalama elde edebilmek adina; daha
yiiksek olan zaman noktasindaki olgiimden ¢ikarma islemi uygulanmistir.
**Molekiillerin baslangi¢ degerine gére mutlak degisim yiizdesi hesaplanmigtir. Bu amagla kullanilan
formiil su sekildedir,

|TO-T15]
Mutlak Degisim Yiizdesi = x 100

T0



Protein (ug/ml) GFAP (ng/ml) IL-6 (pg/ml) GDNF (ng/ml) YKL-40 (pg/ml)

ns ns * ¥k
I 20- |—| 15 69 I 100000 *kk
Aok —
300~ 15 80000
10 5
60000
200+ 104
. p /’ 40000-
100 a
s 20000-
0 T T 0 T T 0 \l 3 T T 0 T T
to t15 to t15 t0 t156 to t16 to t15

Sekil 4.6. Molekiillerin BOS Diizeyinin Tedaviyle Degisimi

Zaman noktalarindaki degerler ortalama (minimum — maksimum) parametreleri ile sunulmugtur.
(ns: istatistiksel anlamlilik saglanamamustir, *** p<0,001, ** p<0,05)
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4.4.3 Korelasyon Analizleri

Hastalarin klinik 6zellikleri ile molekiillerin BOS konsantrasyonlar1 arasindaki

iliskiyi degerlendirmek amaciyla korelasyon analizleri yapilmistir (Tablo 4.8).

Hastalarin tedavi baslangic yaslart hem BOS GFAP hem de BOS YKL-40
konsantrasyonu ile pozitif yonde orta dereceli korelasyon gdstermistir (sirasiyla
r=0,558 ve r=0,429, p<0,05). Benzer sekilde, hastalarin SMN2 kopya sayilari, BOS
GFAP ve YKL-40 diizeyi ile pozitif yonde orta dereceli korelasyon goOstermistir
(swrasiyla r= 0,429 ve r=0,451, p<0,05). Hastalarin tedavi 6ncesi motor 6lgek skorlart

ile molekiillerin tedavi 6ncesi BOS seviyeleri arasinda bir korelasyon saptanmamigtir
(p>0,05).

Tablo 4.8. Klinik Verilerinin Biyomolekiil Seviyeleri ile Korelasyonu

Protein GFAP IL-6 GDNF YKL40
(ug/ml) (ng/ml) (pg/ml) (ng/ml) (ng/ml)
r P r P r P r P r P

Tedavi
Baslangic 0,232 0,275 0,558 0,005** 0,024 0,911 0,074 0,731 0,576 0,003**
Yasi

Hastahk
Baslangic 0,049 0,822 -0,024 0,910 0,168 0,434 -0,112 0,604 0,14 0,513
Yas1
SMN2
Kopya -0,157 0,463 0,429 0,036** -0,158 0,46 0,079 0,713 0,451 0,027**
Sayisi
HFMSE -0,048 0,823 -0,213 0,317 0,172 0,421 -0,209 0,327 0,169 0,429
ALSFRS-R 0,01 0,961 -0,209 0,328 0,163 0,447 -0,201 0,347 0,144 0,503
MRC-SS 0,065 0,763 -0,185 0,386 0,217 0,309 -0,245 0,248 0,195 0,361
6DYT 0,133 0,732 -0,081 0,836 -0,593 0,092 0,167 0,668 0,217 0,576

Verilerin dagilimina gére Pearson R veya Spearman Rho korelasyon testleri kullaniimistir.
. Korelasyon katsayisi1 ‘v’ ile ifade edilmistir.

Istatiksel olarak anlamli ¢ikan sonuglar koyu renkle belirtilmistir.

**p<0,05

Tedavi altinda 15.ayda (T15) degerlendirilen motor O6l¢ek puanlarinin
biyomolekiil diizeylerinin iki zaman noktas1 arasinda mutlak degisimi (|T15-TO|) ile

olan korelasyonu incelenmistir (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. Tedavi Altinda Degerlendirilen Motor Olgek Puanlarmimn Biyomolekiil
Diizeylerindeki Degisim ile Korelasyonu

Protein GFAP IL-6 GDNF YKL40
[T15-TO| [T15-TO| [T15-TO| [T15-TO| [T15-TO|
(ug/ml) (ng/ml) (pg/ml) (ng/ml) (ng/ml)
r p r P r p r P r p
HFMSE N ]
(T15) -0,068 0,753 -0,437 0,033 0,125 0,562 0,168 0,432 0,234 0,272
ALSFRS-R 0,015 0,945 -0,367 0,078 0,094 0,661 0,049 0,822 -0,255 0,229
(T15)
MRC-SS
(T15) -0,043 0,843 -0,275 0,194 0,201 0,347 0,092 0,668 -0,292 0,167
6DYT o . y
(T15) -0,510 0,160 -0,711 0,032 0,443 0,233 0,410 0,273 0,025 0,949

Verilerin dagilimina gére Pearson R veya Spearman Rho korelasyon testleri kullanilmistir.
' Korelasyon katsayist r’ ile ifade edilmistir.
Istatiksel olarak anlamly ¢ikan sonuglar koyu renkle belirtilmistir. ** p<0,05

Tedavi sonras1 dlgiilen 6DYT mesafesi BOS GFAP diizeyindeki degisim ile
negatif yonde giicli korelasyon gosterirken; tedavi sonrast HFMSE skorlar1 da BOS
GFAP diizeyindeki degisim ile negatif yonlii orta dereceli bir korelasyon sergilemistir

(swrasiyla r=-0,711 ve r=-0,437, p<0,05).

Iki zaman noktas1 arasinda molekiillerin diizeyindeki degisim ile motor dlgek
skorlarindaki degisimin korelasyonu incelenmistir (Tablo 4.10). Sadece protein
konsantrasyonundaki degisim ile 6DYT mesafesi arasinda negatif yonlii giiclii

korelasyon saptanmustir (r=-0,787, p<0,05).

Tablo 4.10. Zaman Noktalar1 Arsinda Biyomolekiillerin Diizeyindeki Degisim ile
Motor Olgek Puanlarindaki Degisimin Korelasyonu

Protein GFAP IL-6 GDNF YKL40
IT15-TO| IT15-TO| IT15-TO| IT15-TO| IT15-TO|
(ug/ml) (ng/ml) (pg/ml) (ng/ml) (ng/ml)
r p r P r P r P r P
(|:I_”]:_2{I_IS_(I)E) 0,24 0,258 0,375 0,071 0,196 0,36 0,19 0,374 -0,004 0,987
ALSFRS-R
(Tl5-T0) 0,014 0,947 0,301 0,153 -0,031 0,884 0,205 0,336 0,162 0,449
MRC-SS
(Tl5-T0) 0,227 0,287 -0,013 0,953 0,052 0,808 0,21 0,324 -0,145 0,499
6DYT - _
(Tl5-T0) -0,787 0,012 0,385 0,306 0,094 0,811 0,1 0,797 0,192 0,62

Verilerin dagilimina gére Pearson R veya Spearman Rho korelasyon testleri kullaniimistir.
_ Korelasyon katsayist ‘r’ ile ifade edilmistir.
Istatiksel olarak anlamli ¢ikan sonug¢lar koyu renkle belirtilmigtir. ** p<0,05
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4.4.4. Klinik Anlamh Yanit Skoru

Yiikleme dozlar1 sonrasi hastadaki tedavi yamitin1 degerlendirmek adina;
hastalarin 6lgek puanlari tizerinden yeni bir skorlama (klinik anlaml yanit skoru)
yapilmistir. Literatiirde, erigkin tiim SMA hastalar1 i¢in HFMSE skorunda 3 puanlik
artis veya ambulatuvar hastalarda 6DY T de 30 metrelik mesafe artis1 “klinik anlamli
yanit” olarak kabul edilmektedir. Bu amagla, ambulatuvar hastalarda 30 metrelik her
mesafe artis1 1 birim kabul edilerek her bir ambulatuvar hastanin (n= 9) klinik anlaml
yanit skoru hesaplanmistir. Ornegin, tedavi sonrasi 45 metre mesafe artis1 olan
hastanin klinik anlamli yanit skoru 1,5 birim olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde,
ambulatuvar olmayan hastalarda tedavi sonras1t HFMSE skorunda meydana gelen her
3 puanlik artis i¢in klinik anlamli yanit skoru 1 birim kabul edilerek her non-
ambulatuvar hasta (n= 15) igin klinik anlamli yanit skoru hesaplanmustir. Ornegin,
tedavi sonrast HFMSE skorunda 11 puanlik artis1 olan hastanin klinik anlamli yanit
skoru 3,66 birim olarak hesaplanmuistir. Bu kohortta “ortalama klinik anlamli yanit
skoru” 1,53 + 0,88"dir.

Tedavi Yamtim Ongorebilecek Faktorlerin Analizi:

Farkli prediktorlerden tedavi sonrasi klinik anlamli yanit skorunu
ongorebilecek bir model olusturmak ve yanit lizerinde bagimsiz etkisi olan faktorleri
belirlemek icin lineer regresyon analizi kullanilmistir. Modele hastalik iligkili
parametrelerden; SMN2 kopya sayis1 ve tedavi baslangic yast dahil edilmistir. EK
olarak, kontrol grubuna kiyasla tanisal degeri olan iki biyobelirtecin (GFAP ve GDNF)
tedavi oncesi (T0) BOS diizeyi dahil edilmistir. Lineer regresyon modeli Backward
yontemi ile olusturulmus ve klinik anlamli yanit skorunu 6ngdrecek en uygun model

belirlenmistir (Tablo 4.11, Sekil 4.7).

“Klinik anlamli yanit skoru” iizerine tedavi baslangi¢ yasi, baslangic BOS
GFAP ve GDNEF seviyelerinin anlamli bir etkisi s6z konusudur (p<0,05). SMN2 kopya
sayis1 dogrudan klinik anlamli yanit skoru i¢in yordayict degildir. Tedavi baslangi¢
yasinda bir birimlik artis meydana geldiginde; hastanin alacak oldugu klinik anlamli
yanit skorunda 0,073’liik bir azalma olacaktir (p<0,001). Tedavi éncesi BOS GFAP
ve GDNF diizeylerinde 1 birimlik artis meydana geldiginde ise hastanin alacak oldugu

klinik anlamli yanit skorunda sirastyla 0,136 ve 0,512’lik bir artis olacaktir. Sonug



50

olarak, hastalarin tedavi sonrasi ulasabilecekleri “klinik anlamli yanit skoru™; iki klinik

(tedavi baslangi¢ yasi ve SMN2 kopya sayisi) parametre ve tedavi dncesi analiz edilen

iki molekiil diizeyi (GFAP ve GDNF) ile %68,4 oranda tahmin edilebilmistir

(p<0,001, R?=0,684, Adj. R?= 0,617).

Tablo 4.11. Klinik Anlaml1 Yanit Skorunu Ongérebilecek Model

Zero .
Prediktorler B(%95CI) beta  t b Partial
degeri  order
Tedavi Baslangi¢c Yas1 0,073 0,825 -5,293 <0,001 -0,467 -0,772
FANEIs T (0,102 - -0,044) ! ! ! :
SMN2 Kopya Sayisi 0,311 0,251 1,754 0,095 0,316 0,373
pya say (-0,06-0,68) ! ! ! !
GFAP (ng/ml) 0,136
4 207 217
T0 (0,047 — 0.224) 0,540 3,20 0,005 0, 0,593
GDNF (ng/ml) 0,512
2 2,1 44
T0 (0,022 - 1,002) 0,285 ,188 0,041 0,360 0,449

B: Standartlagtiriimanus katsayi, beta: Standartlastirilms katsayi, %95 Cl: %95 giiven araligi
F= 10,279, p<0,001, R?>=0,684, Adj. R>= 0,617, SE= 0,55

44 R?=0.68
B0
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Sekil 4.7. Regresyon Modelinin Giicii ve Dahil Edilen Parametrelerin Kovaryansi

(PO: intercept, p1: Yas, p2: SMN2 kopya sayisi, f3: GFAP diizeyi, p4: GDNF diizeyi)

Kaotii Klinik Sonlanim ile iligkili Bagimsiz Prediktorler ve Risk Faktorleri:

Kohort i¢in hesaplanan “klinik anlamli yanit skoru™ ortalama degerinin (1,53

+ 0,88) altinda tedavi yaniti izlenen hastalar

kot klinik

sonlanim ile
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iliskilendirilmistir. Tek degiskenli analizlerde belirlenen olasi faktorler kullanilarak bu
durumu 6ngdérmede etkili bagimsiz prediktorler ve risk faktorleri Backward LR lojistik

regresyon analizi ile degerlendirilmistir (Tablo 4.12).

Tedavi sonrasi daha kot klinik sonlanimda rol oynayan risk faktorleri
modellemesinin 6ngérme giicti %83,3’diir (p<0,05). Modele gore tedavi baslangig
yasi arttik¢a kotli klinik sonlanim riski 1,29 kat artmaktadir (OR= 1,293, %95 Cl=
1,050 — 1,591, p<0,05). Buna karsin, tedavi 6ncesi BOS GFAP diizeyi arttik¢a kotii
klinik sonlanim riski azalmaktadir (OR= 0,624, %95 Cl= 0,395 — 0,985, p<0,05); bu
durum GFAP yiiksekliginin koruyucu 6zelligini gostermektedir.

Tablo 4.12. Kétii Klinik Sonlanm ile Iliskili Bagimsiz Risk Faktorleri

Risk Faktorleri OR (%95 CI) p degeri
Tedavi Baslangi¢ Yas1 1,293 (1,050 — 1,591) 0,015
GFAP, TO, ng/ml 0,624 (0,395 — 0,985) 0,043

OR: Odds ratio, %95 Cl: %95 giiven araligi
Cox & Snell R Square= 0,393; Nagelkerke R Square=0,535
Accuracy= 0,833; p=0,003
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5. TARTISMA

Spinal muskiiler atrofi, SMN1 genindeki homozigot mutasyonlar sonucu ortaya
cikan SMN protein eksikligin yol agtig1 alt motor néron hastaligidir [7]. SMN protein
eksikliginin SMA hastaliginda goriilen motor néron dejenerasyonunun nedeni oldugu
uzun yillardir savunulmaktadir [7]. Ancak SMA hayvan modelleri gostermistir ki,
motor noronlardaki SMN proteininin segici olarak tiikenmesi, ¢ok hafif ve geg
baslangi¢li bir SMA benzeri fenotipe yol agmaktadir [171]. Giintimiizde, SMA
patofizyolojisinin daha karmasik oldugu ve yalnizca motor néron dejenerasyonu ile
aciklanamayacagi bilinmektedir [153, 171]. Ozellikle astrositler gibi néronal olmayan

hiicrelerin de nérodejeneratif siirece katki sagladigi diistiniilmektedir [172, 173].

Astrositler, noronal homeostaz, noronlarin trofik agidan desteklenmesi ve
sinaptik plastisite i¢in 6nemlidir [173, 174]. Bu nedenle, astrositlerin siiregteki rolii,
ALS gibi diger motor néron hastaliklarinin patofizyolojisinde de arastirilmaya devam
etmektedir [172, 173]. Glial hiicrelerin siirece katki sagladigi teorisi, SMA’I1 hastalarin
spinal kord 6n boynuzunda reaktif astrogliozisin gosterilmesi ile desteklenmistir [175-
177]. Ek olarak, astrositlerde SMN protein seviyelerinin tekrar yiikselmesi, artmis
yasam siiresi ve iyilesmis motor noron fonksiyonu ile iligkilendirilmis [178] ve SMN
protein eksikliginin de astrogliozisi indiikledigi gosterilmistir [175]. Gittik¢e dnem
kazanan SMA patogenezinde ¢oklu sistem tutulumu hipotezi, farkli tedavi

seceneklerinin ve yeni fenotiplerin ortaya ¢ikmasi ile daha da 6nem kazanmustir.

Glial faktorlerin yani sira ndroinflamasyonun da nérodejeneratif hastaliklarin
baglamasina ve ilerlemesine katki sagladigi diisiiniilmektedir [153]. ALS’de
inflamatuvar sitokinlerin siirece katkisini gésteren birgok ¢alisma mevcuttur [164-
170]. En yaygin norodejeneratif hastaliklardan biri olmasina ragmen, SMA'daki olasi
noroinflamatuvar bilesenler hakkinda heniiz yeterli ve tutarli ¢alisma yoktur.
Grubumuz tarafindan tamamlanan bir c¢aligmada, inflamasyon ile iliskilendirilen
dolagimdaki serbest mitokondriyal DNA’nin kontrol grubuna gore iki kat arttigi
gosterilmistir [179]. Bu bulgu SMA’da noérodejenerasyonun sistemik inflamasyona

neden oldugunu ortaya koymustur [179].
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SMA patofizyolojisine iliskin anlayisimizi ilerletmek ve hastaligin erken
teshisi ve tedavisi i¢in daha 1yi stratejiler gelistirebilmek i¢in dogrulanmis
biyobelirteglere ihtiya¢ giderek artmaktadir. Bu ¢alismada, SMA patogenezine katki
sagladig diisiiniilen glial hiicre aracili yolakta (GFAP ve GDNF) ve noroinflamasyon
stirecinde (IL-6 ve YKL-40) rol oynayan molekiiller hem tanisal hem de tedavi yanitini

degerlendirme yetenekleri agisindan BOS 6rneklerinde incelenmistir.

5.1. TOPLAM BOS PROTEIN KONSANTRASYONU TAYINININ KLINIK
ONEMI

Intratekal nusinersen tedavisinin uygulanmaya baslamasiyla, biyobelirteg
¢alismalarinin yan1 sira BOS protein konsantrasyonunu degerlendiren ¢alismalar da
pes pese yayimlanmigtir [138, 180, 181]. Calismalarda, saglikli kontrollere kiyasla
SMA’ll hastalarin toplam BOS protein konsantrasyonunun belirgin farklilik
gostermedigi vurgulanmistir [138, 180, 181]. Farkli olarak, kohortumuzdaki SMA’l1
hastalarin toplam BOS protein konsantrasyonu, kontrollere kiyasla istatiksel olarak
yiiksek saptanmistir. Bu durum, dnceki ¢alismalarda bildirildigi gibi [180], kohorttaki
hastalarda yaygin olarak bulunan, spinal stenoz veya skolyozla iligkili BOS akim islev
bozukluklarina bagl olabilir ve kohortun uzun siire tedavi almamis eriskin SMA

hastalarini igermesiyle agiklanabilir.

Nusinersen tedavisi altinda toplam BOS protein konsantrasyonunda hafif bir
artis onceki ¢aligmalarda bildirilmistir [138, 180, 181]. Tedavi siiresince BOS toplam
protein seviyelerindeki degisiklikler kohortumuzda da onceki calismalarla benzer
olup; tedavi altinda BOS protein seviyesinde hafif bir artistan s6z etmek miimkiindiir.
Ancak, protein seviyesindeki degisiklikler motor fonksiyon skorundaki (HFMSE)
degisikliklerle korelasyon gostermemistir [138]. Arastirmacilar, toplam protein
degerlerindeki hafif degisikliklerin, tekrarlayict intratekal uygulama ve lomber
ponksiyon girisimlerinden kaynaklandigini 6ne siirmektedir [180]. Ayrica, BOS'taki
toplam protein seviyesi yasla degisiklik gosterebildigi i¢in [182] tedavi takibi igin
uygun bir aday degildir.
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5.2. BIYOBELIRTEC ADAYI OLARAK GLIiAL FiBRILLARY ACIDiC
PROTEIN (GFAP)

Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP), olgun astrositlerde bulunan bir ara
filamenttir ve hiicre iskeletinin temel unsuru olarak kabul edilir [183]. GFAP
ekspresyonunda artis, beyin hasar1 ve yaslanma ile dogrudan iliskilendirilen reaktif
gliozisin bir gostergesi kabul edilmektedir [184]. Doku, serum veya BOS’ta artan
GFAP konsantrasyonlari, ¢esitli norodejeneratif ve néroinflamatuvar hastaliklarla
iliskilendirilmis ve prediktif degere sahip oldugu bildirilmistir [185-190]. Astrogliozis,
SMA farelerinin (SMNA7) omurilik 6n boynuz gri maddesinde de gosterilmistir [175-
177]. Ek olarak, astrositlerde reaktif olarak GFAP ekspresyonunda artis oldugu
gosterilmistir [175, 191].

Olsson ve ark. SMA tip 1 tanili ¢ocuklarda kontrollere kiyasla BOS GFAP
seviyelerinde artis bildirmis ve GFAP seviyeleri nusinersen altinda azalmistir [155].
BOS GFAP konsantrasyonunun kontrollere kiyasla onemli Ol¢iide farklilik
gostermedigi baska bir ¢aligmada [142] ise arastirma ekibi bu durumu kohorttaki
hastalarin daha diisiik hastalik aktivitesine sahip olmasi ile agiklamis ve GFAP
konsantrasyonu ile hastalik siddeti arasinda korelasyon oldugunu vurgulamistir. Bu
nedenle, iki ¢alismanin karsilastirilabilirligi  smirhdir ve c¢alismalar SMA
patogenezinde astrositlerin rol oynadig1 hipotezini desteklemektedir. SMA ile ortak
patogenezin hizmet ettigi ALS hastalarinda da diger norolojik hastaliklara kiyasla
BOS GFAP seviyesinde artistan s6z etmek miimkiindiir ve bu artis semptomlarin
stiresi ile iliskilendirilmistir [189]. Kohortumuzda, tedavi almamis SMA hastalarinin
ortalama BOS GFAP seviyeleri kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak ytiksek
saptanmis  olup; SMA’da  astrogliozisin  varhigim1  gosteren  ¢aligmalari
desteklemektedir. ROC egrisi analizlerinde ise GFAP molekiiliiniin SMA hastalig1 igin
tanisal karar verdiriciligi, sinir >6,12 ng/ml alindiginda, %87,5 duyarlilik (sensitivite)
ve %100,0 ozgillik (spesifite) diizeyinde saptanmistir. EK olarak, tedavi baslangi¢
yast ve SMN2 kopya sayisi, baslangic BOS GFAP konsantrasyonu ile orta derecede
korelasyon gostermistir. Bulgular, GFAP ekspresyonunun motor néron fonksiyonunu
pozitif yonde destekledigini 6ne siiren ¢aligmalarla tutarlidir. Tedavi altinda hastalarda
GFAP diizeyi ortalama 0,77 + 2,87 ng/ml’lik hafif bir azalma gosterse de bu durum

istatiksel anlamli fark yaratmamis ve motor fonksiyonel degisimlerle dogrudan bir
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iliski gostermemistir. Ancak, ileri analizlerde baslangictaki GFAP yiiksekliginin

dolayli olarak iyi klinik sonlanim ile iliskili oldugu ve koruyucu 6zelligi gosterilmistir.

Yapilan sinirli sayidaki calisgma ve kohortumuzdan elde edilen veriler
degerlendirildiginde; motor néron dejenerasyonunun yani sira astrogliozisin SMA
stirecine dahil oldugu soOylenebilir. Hasara yanit olarak astrositlerin  GFAP
ekspresyonunu tetiklemesi, GFAP konsantrasyonlarinin SMA'li hastalarin BOS
orneklerinde yiiksek saptanmasina yol acabilir. Nusinersen tedavisi ile astrositler gibi
noronal olmayan dokularda ve hiicrelerde de SMN protein seviyeleri artabileceginden,
nusinersen tedavisine yanit olarak GFAP seviyelerinde hafif bir azalma miimkiin
goriinmektedir. Tedavi Oncesi ylksek GFAP seviyeleri daha iyi tedavi yaniti ile
iligkilendirilebilir. Mevcut bulgularla BOS GFAP molekiilii eriskin SMA hastalar1 i¢in
hem tanida hem de tedavi yanitini 6n gorebilmek igin uygun bir arag olarak
goriinmektedir. Ayrica, glial aktivasyonun SMA patolojisinde yer aldigi ve bu
aktivasyonun nusinersen tedavisi ile modiile edilebilecegi hipotezi [155],

kohortumuzdan elde edilen verilerle desteklenmistir.

5.3. BIYOBELIRTEC ADAYI OLARAK GLIAL CELL-DERIVED
NEUROTROPHIC FACTOR (GDNF)

Glial cell-derived neurotrophic factor (GDNF), nigrostriatal yoldaki
dopaminerjik noronlarin sag kalimi i¢in gerekli bir glial faktor olarak taninmakta ve
motor noron sag kalimini destekledigi bilinmektedir [192]. Birgok in vitro deney
GDNF’nin motor noronlar1 dejenerasyondan korudugunu gostermistir [193-195]. EK
olarak, in vivo ¢alismalarda GDNF’nin programlanmis hiicre 6liimii ve atrofi siirecini
onledigi ve erken donemde motor noron hastalarinin BOS ve kas 6rneklerinde arttig1
gosterilmistir [196-199]. Hayvan modelleri tizerine yapilan bazi galismalar GDNF nin
motor noron govde sayisinda artist tetikledigi ve noromiiskiiler baglantilar

kolaylastirdig1 hipotezlerini de ortaya atmistir [200, 201].

GDNF’nin SMA igin biyobelirteg olarak kullanimi ve molekiiliin prognostik
degeri bu konuda yapilan ¢aligmalarin yetersizligi nedeniyle heniiz bilinmemektedir.
ALS hastalarinda yapilan c¢alismalardan GDNF mRNA'sinin erken dénemde
denervasyona ugramis kaslarda arttig1, ancak hastaligin ileri evrelerinde diisme egilimi

gosterdigi bilinmektedir [202, 203]. SMA hastalarinda yapilan tek ¢alisma da SMA tip
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1 tanili infantlarda BOS GDNF seviyesinde kontrollere kiyasla artis gosterilmistir
[156]. Bu ¢alisma, SMA tip 1 hastalarinda GDNF’nin noroprotektif mekanizmalarda
anahtar role sahip olabilecegi hipotezini desteklemektedir. Kohortumuzda, tedavi
almamig SMA hastalarinin ortalama BOS GDNF seviyeleri kontrol grubuna kiyasla
anlamli olarak disik saptanmistir. Eriskin  SMA hastalarinda BOS GDNF
diizeylerinin arastiran bagka bir c¢alismaya ulasilamamistir. Ancak, ALS
calismalarinda hastaligin ileri evrelerinde GDNF ekspresyonunda azalma bildirilmistir
[202, 203]. Benzer sekilde, eriskin SMA hastalarinda gézlenen GDNF diizeyindeki
azalmanin denervasyona bagl kas lifi sayisindaki azalma ve iligkili kas distrofisi ile
aciklanabilecegi diisiiniilmektedir [202, 203]. Tip 1 SMA tanili infantlarda GDNF’nin
motor ndron dejenerasyonuna bagli hiicre i¢i inflamatuvar yanita kars1 erken donemde

meydana gelen endojen koruma nedeniyle arttig1 6ne siiriilmektedir [156].

ROC egrisi analizlerinde ise GDNF molekiiliiniin eriskin SMA hastalig1 i¢in
tanisal karar verdiriciligi sinir <4,30 ng/ml alindiginda %79,2 duyarlilik (sensitivite)
ve %83,3 ozgiillik (spesifite) diizeyinde saptanmistir. Kohortumuzda SMA
hastalarinin BOS 6rneklerinde arttigi gosterilen bir diger protein olan GFAP ile ortak
degerlendirildiklerinde ise eriskin SMA tanist i¢in Ongoriilen olasilik (predicted
probability) %95,8 duyarlilik (sensitivite) ve %100,0 6zgiilliikk (spesifite) diizeyine
cikmugtir.

Calisma kohortumuzdaki SMA hastalarinin BOS GDNF diizeylerinin kontrole
gore azaldigr gozlenmistir. BOS GDNF diizeylerini arastiran yeterli calisma
olmamakla birlikte, infantlarda yapilmis bir ¢alismada [156] BOS GDNF diizeylerinin
kontrollere gore yiiksek oldugu saptanmistir. S6z konusu iki kohort arasindaki fark,
hastalik siiresi ve yas ile iligkili olabilir. Bunu destekler bir bulgu olarak kohortumuzda
nusinersen tedavisi sonrast BOS GDNF diizeylerinde anlamli artig izlenmistir. Bu da
GDNF’nin hastalik patogenezinde aktif rol oynadigini ve tedavi hedefi olabilecegini
diistindiirmektedir. Sonug olarak, eriskin hastalarda azalan GDNF seviyeleri hasarin
degerlendirilmesine katki saglarken, tedavi altinda artan seviyeleri tedavi yanitini
degerlendirmede kullanilabilir. Bu bakis ac¢isindan degerlendirildiginde, GDNF
molekiilii SMA patogenezinde biyolojik olarak aktif rol oynar.
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5.4. BIYOBELIRTEC ADAYI OLARAK INTERLOKIN 6 (IL-6)

Anti-inflamatuvar tedavi stratejileri ALS dahil olmak iizere nérodejeneratif
hastaliklarda arastirilmakta ve immiin aktivasyonun patogenezdeki roliinii vurgulayan
caligmalar pes pese gelmektedir [164-170]. Ancak, immiin sistemin ve
noroinflamatuvar siirecin SMA patogenezine katkis1 ve terapotik bir hedef olarak
potansiyel dnemi heniiz bilinmemektedir. SMA patogenezine inflamatuvar siirecin
katkisin1 degerlendiren birkag ¢alisma, yardime1 T hiicre 1 ve 17 (Th1 ve Th17) aracili
sitokinlerin aktif rol oynadigini gdstermis ve tedavi ile bu siirecin modiile
edilebildigini ortaya koymustur [160, 204]. Arastirilan molekiillerden IL-6 hem
proinflamatuvar etkinlik gosteren hem de Th1/Th17 gelisiminde ve siirdiiriilmesinde
rol alan bir sitokindir [205, 206]. Serum IL-6 diizeylerinin SMA hastalarinda arttigin
ve nusinersen tedavisi altinda azaldigin1 gosteren galismalar mevcuttur [160, 204].
Ayni yolaklarda gorev alan bir¢ok sitokinde de (IL-18, IL-23 vb.) benzer degisimler
izlenmistir [160, 204]. Bu bulgular ¢alismamiz ile desteklenmis olup; SMA
hastalarmin BOS o6rneklerinde kontrollere kiyasla IL-6 yiiksek saptanmis ve tedavi
altinda IL-6 seviyelerinde diisiis gézlenmistir. Ancak, ROC egrisi analizlerinde IL-6
molekiilii i¢in tanisal bir sinir deger elde edilememis ve ileri analizlerde tedavi yanitini

degerlendirmede etkinligi gosterilememistir.

Th1/Th17 aracili yolaklarin mikroglia ve astrositleri hedef alarak
noroinflamasyonu uyardigi mevcut g¢alismalarla bilinmektedir [207]. Nusinersen
tedavisi ile astrositlerde SMN protein restorasyonunun saglandigi bilinmektedir ve
tedavi altinda IL-6 sitokin diizeyinde izlenen azalma buna baglanmustir [208]. IL-6,
SMA i¢in uygun bir biyobelite¢ gibi goriinmemekle beraber elde edilen bulgular SMA

patogenezine glial hiicrelerin ve sekonder noroinflamasyonun katkisini dogrular.

5.5. BIYOBELIRTEC ADAYI OLARAK CHITINASE-3-LIKE PROTEIN-1
(CHI3L1 veya YKL-40)

Chitinase-3-like protein-1 (YKL-40), merkezi sinir sisteminde mikroglia ve
astrositler tarafindan eksprese edilen inflamatuvar bir biyobelirtegtir [168]. ALS
calismalarinda YKL-40 seviyelerinin BOS’ta yiikseldigi ve yiiksekliginin hastalik
ilerleme hiz1 ve daha kisa sagkalim ile iliskili oldugu gosterilmistir [166, 209]. Hem

glial hiicrelerin biyogenezinde hem de inflamatuvar siireglerde rol oynayan bu
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molekiillerin SMA patogenezine olan katkisi heniliz aydinlatilamamistir. Ayni ailenin
bir iiyesi olan Chitotriosidase 1 (CHITI1) diizeylerinin SMA hastalarinin BOS
orneklerinde kontrollere kiyasla yiiksek saptandigi ve nusinersen tedavisi altinda artis
gosterdigi  bildirilmistir  [210]. YKL-40 molekiiliinin SMA hastalarinda
degerlendirildigi iki ¢alisma mevcuttur [158, 159]. Kolb ve ark. tip 1 tanili bebeklerde
kontrollere kiyasla yiiksek serum YKL-40 seviyeleri gozlenmistir [158]. Fakat,
kohortumuzdan elde edilen veriler eriskin SMA hastalarinda kontrollere kiyasla YKL-
40 seviyelerinde anlaml1 farklilik gostermemistir. Tip 2 ve 3 tanili hastalarda yapilan
bir baska ¢alismada ise nusinersen tedavisi altinda BOS YKL-40 seviyelerinde azalma
bildirilmistir [157, 159]. Calisma kohortumuzda da SMA tip 2 ve 3 tanili hastalarda
bu calismay1 destekleyecek sekilde nusinersen tedavisi ile YKL-40 seviyelerinde

azalma gozlenmistir.

Literatiir verileri ve kohortumuzdan elde edilen bulgular degerlendirildiginde;
YKL-40’1n BOS’ta azalan seviyelerinin nusinersen ile tedavi edilen yetiskin SMA
hastalarin takibinde yol gosterici oldugu sdylenebilir. Ayrica, YKL-40’1n yaslanma
siirecinde Onemli Olgiide arttifini savunan Onceki c¢alismalarda oldugu gibi bu
calismada da hastalarin baslangi¢ 6rneklerindeki diizeyi yasla korelasyon gostermistir
[159, 211]. Calismamiz, eriskin SMA hastalarinda BOS YKL-40 diizeylerinin tanisal
degerini degerlendiren ilk ¢aligmadir ve YKL-40 molekiiliiniin tedavi takibinde
kullanilabilecegini 6neren bir onceki ¢alismayr [159] desteklemektedir. Tek basina
tanisal karar verdiriciligi bulunmasa da azalan GDNF ve artan GFAP seviyeleri ile
kombine edilerek degerlendirildiginde SMA hastaligin1 ayirt etmede tanisal rolii

vardir.

5.6. NUSINERSEN TEDAVISINE KLINiK YANITININ ON GORULMESI
AMACIYLA KULLANILABILECEK BIiYOBELIRTECLER

SMA’da kullanilan tedavi se¢eneklerinin yayginlagmasiyla, klinisyenler tedavi
yanitini izlemek ve/veya hastaya 6zgii klinik yanit saglayacak tedaviyi secebilmek i¢in
biyobelirteglere ihtiyag duymustur. Ancak, mevcut c¢alismalarla bu ihtiya¢ heniiz
karsilanamamuistir. Nusinersen tedavisi diinyada onaylanan ilk tedavi olmasi nedeniyle
mevcut tedavi secenekleri icerisinde klinisyenlerin en ¢ok tecriibe ettigi ajandir ve

tilkemizde kullanilmakta olan tek tedavi segenegidir. Bu ¢aligma, nusinersen tedavi
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yanitin1 6ngdrebilmek adina modelleme sistemi gelistiren ve biyobelirteglerin bu

amacla kullanimini 6neren ilk ¢alisma olma 6zelligi tasimaktadir.

Calismamizda arastirilan biyobelirteclerin hicbiri dogrudan hastalarin klinik
sonlanimint dngdrememistir. Ancak, hastalarda nusinersen tedavisi sonrasi 15. ayda
beklenen klinik yanit, 6nerilen model ile %68,4 oraninda agiklanabilmistir. Tedavi
baslangi¢ yas1 klinik sonlanima beklenildigi lizere negatif yonde etki gdstermistir. Bu
durum, hastaligin ileri donemlerinde ortaya ¢ikan skolyoz vb. iskelet deformitelerinin
tedavi yanitin1 sinirlamasiyla agiklanabilmektedir. Sasirtici olmamakla beraber SMN2
kopya sayist da hastalarin klinik sonlanimina dogrudan olmamakla beraber pozitif
yonde bir katki saglamistir. BOS incelemesinde GFAP molekiiliiniin artan seviyeleri
SMA hastalig1 i¢in tanisal olmanin yani sira koruyucu 6zellige de sahiptir ve bu amagla
modelde kullanilmistir. Her ne kadar eriskin SMA hastalarinda azalan seviyeleri
tanisal Ozellik gosterse de GDNF molekiilii de klinik yanita pozitif yonde katki
saglamistir. Bu sayede iki klinik parametre (yas ve SMN2 kopya sayisi) ve iKi
biyobelirteg (GFAP ve GDNF) nusinersen tedavisine klinik yanit1 6n goriilebilmistir.
Buna ek olarak, baslangictaki yiiksek BOS GFAP seviyeleri daha iyi klinik sonlanim
ile iliskilendirilmistir. Mevcut bulgular klinik yanit1 degerlendirmede yol gosterici

olup; genis kohortlar1 igeren kapsamli ¢aligmalarla teyit edilmelidir.

Calismamizin  kisithiliklarr arasinda, eriskin popiilasyonun dahil edilmesi
nedeniyle tip 2 hastalarmin kohortun kiigiik bir boliimiinii olusturmasi sayilabilir. Bu
nedenle analizlerde SMA tiplerine gore gruplandirma yapilamamustir. Benzer sekilde,
kontrol grubuna saglikli bireyler dahil edildiginden SMA grubu ile cinsiyet ve yas

acisindan eslestirilememistir.
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6. SONUC

Bu caligma, astrositler basta olmak {izere glial hiicrelerin ve glial hiicre aracili
noroinflamatuvar degisikliklerin SMA patogenezinde rol oynadigi hipotezini
desteklemektedir. Ek olarak c¢alisma verileri, SMA hastalarinda noroinflamatuvar
stirecin  tetiklenmesinde Th1/Th17 aracili sitokinlerin ve mikroglia/astrosit

aktivasyonunun potansiyel roliinii vurgulamaktadir.

Reaktif gliozis gelisimine yol agan GFAP molekiilii, SMA hastaligi hem tanisal
hem de prognostik 6nemi olan bir biyobelirtegtir ve yiiksek seviyeleri nusinersen
tedavisinde daha iyi klinik sonlanimla iliskilidir. GDNF molekiili SMA siirecinde
biyolojik olarak aktif rol oynar ve eriskin yas grubunda azalan seviyeleri tanisaldir.
GFAP ve GDNF molekiillerinin ortak analizleri hem tanida hem de tedavi yanitini
ongoérmede faydalidir. BOS YKL-40 diizeyleri ise nusinersen alan hastalarda tedavi
takibinde kullanilabilir.

Sonug¢ olarak, bu caligma ile erigkin SMA hastalig1 i¢cin yeni tanisal ve
prognostik biyobelirtegler tanimlanmaktadir. Ayrica, ¢alismada elde edilen veriler,
patogenezde rol aldigi gosterilmis glial hiicrelere yonelik yeni tedavilerin ve anti-
inflamatuvar ajanlarin SMA tedavisinde kullanimimin SMN diizeyini arttiran

tedavilerin klinik faydasi lizerine olumlu etki yapabilecegini diisiindiirmektedir.
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