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OZET

Yener, i. H. Spinal Miiskiiler Atrofi Patogenezinde Rol Alan Genetik Diizenleyicilerin
ifade Analizi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji
Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2013. Spinal miiskiiler atrofi (SMA) otozomal
resesif olarak kalitilan ve alfa motor néron dejenerasyonuna neden olan g¢ocukluk cagi
hastaligidir. Hastalarin % 95 -98’inde SMN1 geni 7. ve 8. ekzonlarda homozigot delesyon
saptanmasina ragmen, klinik seyirlerinin farkli olmasi, SMA fenotipini etkileyen genetik
diizenleyicilerin varligin1 diisiindiirmektedir. Tez c¢alismast kapsaminda, SMN1 gen
delesyonuna sahip, farkli klinik tip ve yastaki 11 SMA hastasi ile 4 aile igerisinde yer alan
SMA’l1 kardeslerde, akson uzama hatalarimi diizelttigi bilinen plastin 3 (PLS3) ve noritin 1
(NRN1) gen ifade diizeylerinin kan dokusunda arastirilmasi ve fenotipi modifiye edici
rollerinin belirlenmesi amaglanmistir. Gen ifade analiz sonuglarina gore, pediatrik tip I
grubuna ait olan ve benzer klinik bulgular gosteren H6, H8’de PLS3 gen ifade diizeylerinin
yakin oldugu (3.5-3.6 kat) saptanmustir. Ancak bu iki hastaya goére, klinik bulgulari daha
hafif olan H1’de ise, PLS3 ve NRN1 gen ifade diizeylerinin diisitk oldugu tespit edilmis
olup, bu hastanin fenotipi tizerinde baska genlerin etkili olabilecegi diistiniilmektedir. Eriskin
tip 1l grubunda ise, hastalik seyri hafif olan 2 hastada (H5, H9), PLS3 ve NRN1 gen
ifadelerinin yiiksek oldugu (0.9-1.6 kat) tespit edilmis olup, bu iki genin hastalarin fenotipini
modifiye edebilecegi diisliniilmektedir. Ayn1 grupta yer alan H3 ve H4’ln kas gii¢siizliik
derecelerinin benzer olmasinin yani sira, PLS3 ve NRN1 gen ifade diizeylerinin de yakin
oldugu tespit edilmistir. Ancak H3, H4 ile benzer klinik gosteren H2’de NRN1 gen
ifadesinin yiiksek oldugu (1.1 kat) saptanmis olup, hastanin fenotipi iizerinde NRN1 geninin
etkili olabilecegi diistiniilmektedir. Bir tip 1l ve iki tip I SMA hastalarinda ise, beklenilenin
aksine, PLS3 gen ifade diizeylerinin yiiksek oldugu (2.1- 2.6 kat) gbzlenmistir. Calisma
grubuna dahil edilen, 1.ailedeki hafif seyirli kardeste agir seyirli kardese gore NRN1 gen
ifade diizeyinin yiiksek oldugu (1.4 kat) tespit edilirken, 2.ailede yer alan hastalik seyri hafif
olan kardeste de PLS3 ve NRNI1 gen ifadelerinin, agir seyirli kardeslerine gore arttig1 (1.8-
2.7 kat) saptanmustir. 3.ailede, klinik ciddiyeti benzer olan kardeslerde PLS3 geninin ayni
oranda ifadesinin oldugu gosterilmistir. 4.ailede ise, PLS3 ve NRN1 disinda baska genlerin
fenotipi etkileyebilecegi diigliniilmektedir. Bu ¢aligma ile SMN1 gen delesyonuna sahip
hastalarda PLS3 ve NRNI1 gen ifade diizeyleri belirlenerek, hastalik iizerinde fenotipi

modifiye edici etkileri gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: SMA, genetik diizenleyici, gen ifade diizeyi, Plastin 3, Néritin 1
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ABSTRACT

Yener, I. H. The Expression Analysis of Modifier Genes in Pathogenesis of Spinal
Muscular Atrophy. Hacettepe University Institute of Health Sciences, M.Sc. Thesis in
Medical Biology, Ankara, 2013. Childhood- onset spinal muscular atrophy (SMA) is an
autosomal recessive disorder, which leads to alpha motor neuron degeneration. Although 95-
98 % of the patients have homozygous deletions in exon 7 and 8 SMN1 gene, patients with
different clinical severity suggest that modifier genes, which affect the phenotype, may exist
in SMA. This study aims to investigate plastin 3 (PLS3) and neuritin 1 (NRN1) gene
expression levels in blood, 11 SMA patients with different types, ages and in 4 families with
different clinical characteristics. According to gene expression results, in pediatric type Il
group, similar PLS3 gene expression levels (3.5-3.6 fold) were detected in H6 and H8, who
had similar clinical symptoms. However, in mildly affected H1, lower PLS3 and NRN1 gene
expression levels were determined; therefore it was thought that modifier genes other than
PLS3 and NRN1 may affect this patient’s phenotype. In type I1l SMA group, in two mildly
affected patients (H5, H9), high PLS3 and NRN1 gene expression levels (0.9-1.6 fold) were
identified. In two patients, both PLS3 and NRN1 were thought to play a modifier role. In H3
and H4 patients that have similar levels of muscle weakness, similar PLS3 and NRN1 gene
expression pattern was identified. However, in H2 who showed similar clinical symptoms
with H3 and H4, higher NRN1 gene expression level was detected. It was thought that
NRN1 gene may be effective on the phenotype of this patient. On the contrary in one type Il
and two type | SMA patients, high PLS3 expression levels (2.1- 2.6 fold) were determined.
In addition, in family 1, NRN1 expression levels showed 1.4 fold increase in mildly affected
sibling than his severely affected brother. In family 2, higher PLS3 and NRN1 gene
expression levels (1.8-2.7 fold) were detected in mildly affected sibling compared to his
severely affected brothers. In family 3, similar PLS3 expression levels were detected in
siblings who had similar clinical severity. In family 4, it was thought that modifier genes
other than PLS3 and NRN1 may be effective. In this study, PLS3 and NRN1 gene expression
levels and their modifying roles were investigated in SMA patients that have deletions in
SMNL1 gene.

Keywords: SMA, modifier gene, gene expression level, Plastin 3, Neuritin 1
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1. GIRIS

Spinal miiskiiler atrofi (SMA) 6n boynuz motor ndronlarin dejenerasyonu ile
karakterize néromiiskiiler bir hastaliktir (1-3). SMA’ya neden olan Survival Motor
Neuron (SMN1) geni 5q11.2-13.3°de lokalize olup; SMN1 geni 7. ve 8. ekzonlarda
homozigot delesyonlar goriilmektedir (4,5). Hastalarda ayni delesyon saptanmasina
ragmen, hastaligin klinik siddeti agir (tip I), orta (tip Il) ve hafif (tip Ill) olarak
degismektedir. Ayn1 genotipte, farkli klinik seyir gdsteren hastalarin varligi, SMA
fenotipini  modifiye eden genetik diizenleyicilerin  etkili  olabilecegini

diistindiirmektedir.

Son yillarda, SMA’da goriilen fenotip farkliliklarimi agiklamak {izere,
fenotipi modifiye edici genler hakkinda yapilan arastirmalar hiz kazanmistir. Akson
uzama hatalarin1 diizelttigi bilinen plastin 3 (PLS3) geninin SMA hastaliginin
ciddiyeti ile korelasyon gosterdigi, ifadesinin cinsiyete ve yasa bagli olarak degistigi
saptanmigtir (6-8). PLS3 geni disinda SMA fenotipini etkileyen yeni genleri
arastirmak iizere grubumuz tarafindan gerceklestirilen transkriptom caligmalarinda
tip III hastalarda noritin 1 (NRN1, cpgl5) isimli genin ifadesinin tip I’lere gore 5 kat
arttig1 tespit edilmistir. Elde edilen bu veri, NRN1 geninin SMA patogenezinde rol
alabilecegini ve hastalik fenotipini etkileyen modifiye edici etkisi olabilecegini
diistindiirmiistiir. SMA hastalarinda, NRN1 geninin ifade diizeyi bilinmemekte olup,
ilk defa bu tez calismasi kapsaminda arastirilmistir. Daha 6nce farkli arastiricilar
tarafindan SMA’da modifiye edici 6zelligi tanimlanan PLS3 geni hakkinda ise,

Tiirkiye’de bir caligma yapilmamaigtir.

Tez calismas1 kapsaminda, farkli klinik tip ve yastaki SMA hastalar1 ile ayn1
aile icerisinde klinik ciddiyeti farkli olan kardeslerde, PLS3 ve NRN1 gen ifade
diizeylerini analiz etmek ve bu genlerin SMA hastalig1 {izerindeki modifiye edici
rollerini arastirmak amaglanmistir. Boylece, ayni genotipe sahip hastalar arasi fenotip

farkliliklarini agiklamak miimkiin olabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spinal Miiskiiler Atrofi (SMA)’nin Klinik Ozellikleri

Spinal Miiskiiler Atrofi (SMA), alfa motor néron dejenerasyonundan
kaynaklanan istemli kaslarin kuvvetsizligi ve atrofisi olarak bilinen, otozomal resesif
gecisli kalitsal bir hastaliktir (1-3). Kistik fibrozisten sonra ikinci siklikta goriilen
SMA’nn tagtyici sikligr 1/40- 1/60, insidansi ise 1/6000-1/10000 olarak saptanmistir
(9). Hastaligin tan1 kriterleri arasinda konjenital hipotoni, {ist ve alt ekstremitelerde
simetrik kas giigsiizliigii, tremor, kontraktiir, skolyoz ve dil kaslarinda fasikiilasyon
yer almaktadir (10,11). SMA klinik olarak, Uluslararasi SMA Konsorsiyumu
tarafindan dort gruba (Tip I-1V) ayrilmistir. Bu klinik tipler, hastaligin goriilme

yasina ve motor noronlarin fonksiyonuna bagli olarak siniflandirtlmistir (12,13):

. Tip | SMA (Werdnig-Hoffmann Hastaligi, OMIM #253300) : SMA’nin en
agir formu olup, hastalik ilk 6 ayda belirtilerini gostermektedir. Bu hastalar
baglarmi dik tutamadigi gibi, desteksiz de oturamamaktadirlar. Tip 1 SMA
hastalarinda, kas zayifligi, yutma ve solunumda zorlanma goézlenmektedir.

Hastalar, 2 yasindan 6nce hayatini kaybetmektedirler (14,15).

. Tip Il SMA(OMIM #253550) : Ara form olarak da bilinen tip 11 SMA, 6.
aydan sonra belirtilerini gostermektedir. Tip I SMA grubunda yer alan
hastalar, desteksiz oturmakta fakat yiiriyememektedirler. Yasam siiresi tip |

hastalara gore daha uzundur (14,16).

J Tip 11l SMA (Kugelberg-Welander Hastaligi, OMIM #253400) : Hafif seyirli
olan bu form, 18. aydan sonra belirtilerini gostermektedir. Semptom
baslangi¢ yasia gore tip I1la (3 yasindan 6nce) ve tip I1Ib (3 yasindan sonra)
olarak isimlendirilmektedir. Hastalar, yirmili yaslara kadar destek ile
yiiriiyebilmekte ancak ilerleyen yaslarda tekerlekli sandalyeye bagli olarak

yasamlarina devam etmektedirler (14).



o Tip IV SMA (OMIM #271150) : Eriskin tip olarak da bilinmektedir. En hafif
SMA tipi olan ve nadir olarak gézlenen tip IV SMA, 30-40 yaslar1 arasinda
belirtilerini gostermektedir (14,16).

2.2. Spinal Miiskiiler Atrofi (SMA)’nin Molekiiler Genetik Ozellikleri

2.2.1. Survival Motor Neuron (SMN) Genleri

500 kilobazlik (kb) bir alanda yer alan SMN geni 5911.2-13.3 bolgesine
haritalanmistir (5,17,18). SMN geninin, SMN1 ve SMN2 olmak {iizere iki kopyasi
bulunmaktadir. Duplikasyon ve inversiyonlar iceren bu bolgede, SMN geni disinda;
NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein), OCLN (occludin) geni, H4F5 genleri
olarak da bilinen SERF1 (small EDRK-rich factor 1) genleri ve GTF2H2 (general
transcription factor Il H) genleri yer almaktadir (4,19) (Sekil 2.1).

SMN2  (500kb) SMN1 (500kb)

GTF2H2 NAIP SMN2  SERFI SERF1 SMN1  NAIP GTF2H2

5q11.2-13.3

Sekil 2.1. SMN gen bdlgesinin sematik olarak gosterimi.

Hastaliga neden olan gen, 1995 yilinda tanimlanarak SMNI1 olarak
adlandirilmistir (4). Hastalarin % 95 - 98’inde SMNI1 geni 7. ve 8. ekzonlarda
homozigot delesyonlar gézlenmekte olup; sadece 7.ekzon delesyonu tasiyan hastalar
da bulunmaktadir (1,20,21). 9 ekzondan olusan [1, 2a, 2b, 3- 8] SMN1 ve SMN2
genleri birbirlerine % 99 oraninda homoloji gdstermektedir (22). iki gen arasindaki
en 6nemli farklilik 7. ekzonun 6. pozisyonundaki sitozin niikleotidinin timine (C>T)

doniistimiidiir. SMN2 geninde olusan bu transisyon sonucunda kodlanan amino asit



degismemekte, (C>T, F280F) ancak bir post-transkripsiyonel mekanizma olan
splicing etkilenmektedir. Splicing dogrulugunu kontrol eden exonic splicing
enhancer (ESE) baz dizisi bozularak, degisen oranlarda 7. ekzon atlanmaktadir (23-
25). SMN2 geninden % 50-80 oraninda 7.ekzonu olmayan SMN proteini (SMNA7),
% 20-50 oraninda tam uzunluktaki SMN proteini (FL-SMN) sentezlenmektedir.
Diisiik miktarda sentezlenen tam uzunluktaki SMN proteini, motor ndron kaybini
Onleyememekte ve norit boylarmin kisa kalmasi sonucu kasi uyaramamaktadir.

(26,27) (Sekil 2.2).

SMN1

% 100

ekzon 4 | ekzon 5| ekzon 6| ekzon 7| ekzon 8 » (

. FL-SMN

SMN2
% 50-80

’ekzun 4| ekzon 5| ekzon 6 I ekzon 8 | »
RN s

% 20-30

ekzon 4| ekzon 5| ekzon 6 | ekzon 7| ekzon 8 ‘ ( . FL-SMN

Sekil 2.2. SMN1 ve SMN2 genlerinden sentezlenen SMN protein miktarlar1 (28) .

2.2.2. SMN2 Kopya Sayisi

Kararsiz ve hareketli yapiya sahip olan SMN gen bolgesi, evrimsel siiregte
gene conversion veya duplikasyonlara ugrayarak, SMN2 geninin olusmasini
saglamistir (29,30). SMN2 geninin hastalik olusturmadig1 ancak hastalik ciddiyeti ile
korelasyon gosterdigi saptanmistir (31,32). Tip I SMA hastalarinda SMN2 gen kopya
sayist 1-2; tip I SMA hastalarinda 2-3; tip III SMA hastalarinda 3 ile 6 arasinda
degiskenlik gostermektedir (20,32,33) (Sekil 2.3). Tasiyicilarda ve kontrollerde

SMN2 kopya sayisinin ise O ile 4 arasinda degistigi saptanmistir (27,34). SMN2

kopya sayisinin artigina bagli olarak, bu genden sentezlenen tam uzunluktaki SMN



proteini de artmakta ve hastaligin klinik ciddiyeti azalmaktadir (28,31). Tip |
hastalarinda SMN2 geninden % 20 oraninda tam uzunlukta protein sentezlenirken,
tip III hastalarinda % 50 oraninda tam uzunlukta protein sentezlendigi bildirilmistir
(32,35).

SMA Tip I

—r— -
—ET R

SMA Tip II

—EETT— I

g SVN2 g SMN2 o
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Sekil 2.3. SMA tip I-1II arasinda degiskenlik gosteren SMN2 kopya sayilar1 (36) .

2.2.3. SMN Proteini ve Fonksiyonlari

294 amino asit uzunlugunda ve 38 kDa agirhigindaki SMN proteini,
¢ekirdekte gem (gemini of coiled bodies) yapilar1 iginde ve sitoplazmada yerlesim
gostermektedir (37,38). SMN proteininin, beyin, omurilik, bobrek ve karacigerde
yiiksek; kalp ve iskelet kasinda orta; fibroblast ve lenfositlerde diisiik seviyede
ifadesi bulunmaktadir (35,36). SMN proteininin, N terminal ucunda niikleik asit
baglanma domaini (ekzon 2a - 2b) ve Sm core proteinleri ile etkilesime giren Tudor

domaini (ekzon 3) yer almaktadir. C terminal ucunda ise, aktin baglayici bir protein



olan profilin ile etkilesime giren prolince zengin domain (ekzon 5), protein
oligomerizasyonunu saglayan Y/G kutusu (ekzon 6) ve sitoplazmik stabiliteyi
saglayan domaini (ekzon 7) bulunmaktadir. 3’- kodlanmayan bolgede ise, 8. ekzon
yer almaktadir. (36,39).

Oligomerik yapida olan SMN proteini, splicing aninda protein- protein
etkilesimini saglayan Gemin proteinleri (Gemin2-8) ve unrip proteini ile etkilesime
girerek, makro molekiil yapida olan SMN kompleks yapisini olusturmaktadir
(40,41). SMN kompleksinin; Sm proteinleri, snoRNP, hnRNP U, Q, R, RNA helikaz
A, niikleolin, ZPR1 ve profilin gibi proteinlerle de etkilesime girdigi gosterilmistir
(38,41-43). SMN komplekse, Sm proteinlerinin ve snRNA’larin baglanmasiyla,
splice bolgelerin taninmasinda ve o6nciil mRNA’lardan intronlarin kesilmesinde
gorev alan small nuclear ribonucleoprotein particle (SNRNP) olusmaktadir
(36,40,44-49) (Sekil 2.4). SMN proteini olmadigi durumlarda ise, snRNP’ler bir
araya gelemedigi icin splicing hatalar1 ortaya c¢ikmakta ve motor aksonlarin
fonksiyonlar1 etkilenmektedir (46). SMN proteininin snRNP biyogenezindeki rolii
aydinlatilmis olmasina ragmen, SMA patogenezindeki fonksiyonu tam olarak

bilinmemektedir.

Sm
proteins
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Sekil 2.4. SMN proteininin snRNP biyogenezindeki rolii (36) .



Housekeeping bir protein olan SMN, motor néronlarin biitiinliiglinii ve motor
noron farklilagmasini saglamanin yani sira, aksonal tasinmada da 6nemli bir role
sahiptir (46,50). Norit uzamasinda etkili olan B-aktin mMRNA’s1 ile yapilan
calismalarda, B-aktin’nin mikrotiibiiller {izerinden akson uglarina dogru tasindigi
gosterilmistir (51). SMN protein seviyesinin azaldig1 motor néronlarda ise, bozulan
aksonal tasinma sebebiyle akson uglarindaki B-aktin mRNA seviyesinin azaldig
gbzlenmis olup, SMN’nin akson boyunca p-aktin’i tasimaya yardimci oldugu
bildirilmistir (51,52) (Sekil 2.5).

Saghkh

rihozomal protein

Sekil 2.5. Motor noron aksonlarinda SMN tarafindan f-aktinin taginmasi (53) .



Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, SMN protein miktarinin azalmasina baglh
olarak motor noron hasarlari, aksonal uzama hatalar1 ve aktin hiicre iskelet
dinamiginde bozukluklar gosterilmistir. Azalan SMN proteininin motor ndron
disinda; beyin, kalp, bagirsak, karaciger gibi organlar1 da etkilemesi nedeniyle, SMA
multi-sistem bir hastalik olarak adlandirilmakta ve hastaligin molekiiler

patogenezinin aydinlatilmasi i¢in ¢alismalar devam etmektedir (54,55).

2.3. SMA’da Tamimlanan Genetik Diizenleyiciler

Tek gen hastaliklari, bir gen iizerindeki mutasyonlar sonucu ortaya g¢ikan
hastaliklar olup, ayni genotipe sahip bireylerde hastalik seyrinin benzer olmasi
beklenmektedir (56,57). Yapilan caligmalar sonucunda, tek gen hastaliklarinda,
hastalar arasinda fenotipik ¢esitliligin var oldugu saptanmistir. Fenotipik ¢esitliligin
nedenleri arasinda, c¢evresel faktorlerin yani sira fenotipi modifiye edici gen adi
verilen genetik diizenleyiciler de yer almaktadir (58,59). Fenotipi modifiye edici
genler, hastaliga neden olan gen disinda baska bir bolgede yer alip; hastaligin
penetransini, baslangi¢ yasimi ve klinik seyrini etkilemektedir (60). Tek gen
hastaliklarinda fenotipi modifiye edici genlerin belirlenmesi, hastalik patogenezinin
anlasilmas1 ve tedaviye yonelik yaklagimlarin gelistirilmesi agisindan O6nemlidir.
SMA’da, hastalar ayn1 gen delesyonu icermesine ragmen, hastaligin klinik seyri
hafiften agira kadar genis bir yelpazede degismektedir. Bugiine kadar SMA’da
birden fazla modifiye edici gen tanimlanmistir (6-8,61,62) :

2.3.1. Plastin 3 (PLS3) Geni

Aktin baglayic1 proteinler sinifinda yer alan plastin, diigiik 6karyotlardan
insana kadar korunmus bir yapida olup; omurgalilarda L, | ve T-plastin olmak tizere
ti¢ farkli izoformu bulunmaktadir. Beyin ve omurilikte yiiksek ifadesi bulunan T-
plastin, ayn1 zamanda PLS3 olarak da bilinmektedir. Xq23 bdolgesinde haritalanan

PLS3 geninden 630 amino asitten olusan, 70 kD agirliginda protein



sentezlenmektedir. PLS3 proteini N terminal ucundaki aktin baglayict domainler

sayesinde aktin hiicre iskelet dinamigini diizenlemektedir (63,64).

Motor noron aksonlarinda SMN ile beraber yerlesim gosterdigi tespit edilen
PLS3’tin SMA hastalig1 iizerinde fenotipi modifiye edici rolii oldugu gosterilmistir
(6-8). Farkli gruplar tarafindan yapilan arastirmalarda, ayni genotipe sahip
semptomatik ve asemptomatik kardesler incelendiginde, asemptomatik kiz bireylerde
PLS3 gen ifadesinin semptomatik kardeslerine gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir
(6,8). Yapilan bir diger ¢aligmada ise, PLS3 gen ifadesinin ergenlik sonrasi tip III kiz
hastalarda yiiksek bulundugu saptanmistir (7). Sonuglar, PLS3 geninin cinsiyete ve
yasa baglt fenotipi modifiye edici bir gen olarak degerlendirilebilecegini

gostermistir.

PLS3, aktin filamentlerini paketleyerek monomerik yapida olan globiiler (G-
aktin) aktinin filament6z aktine (F-aktin) doniistimiinii saglamaktadir. Artan F-aktin
miktar1 sayesinde motor ndron aksonlarinda uzama ve dallanma goriilmektedir. SMA
hiicre hatlar1 ve hayvan modellerinde, PLS3 gen ifadesinin arttirilmast sonucunda

ndrit boylarinin uzadigi ve motor akson hatalarinin diizeldigi tespit edilmistir (6).

PLS3’{in néronlar1 koruyucu roliinii agiklamak tizere yapilan ¢alismada, insan
PLS3 cDNA’sin1 igeren gen ifade vektoriiniin transfekte edildigi SMA’l fare ile
PLS3 gen ifade diizeyi diisiik olan SMA’I fare karsilastirilmis ve PLS3’{in motor
noron aksonlarindaki etki mekanizmast Sekil 2.6’da gosterilmistir. PLS3 gen ifade
diizeyi yiiksek olan SMA’l farede, ndoron uglarinda dallanma, F-aktin miktar1 ve
sinaptik  vezikiil sayist artmaktadir. Boylece, sinir uglarindan daha fazla
norotransmitter salimimi  gergeklesmekte ve kas liflerinin  boyutunda artis
gozlenmektedir (65) (Sekil 2.6). Bu g¢alisma ile PLS3’lin ndronlarda koruyucu bir
rolii oldugu gosterilmistir (65).
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PLS3 gen ifade diizeyi PLS3 gen ifade diizeyi
diisiik olan SMA'h fare yiiksek olan SMA'l fare

k=3

! ¥
Motor akson .ag Y

' : PLS3
>/obopt> : G-/ F- aktin @ : Nirotransmitter

/

@ : Sinaptik vezikil () : Norotransmitter reseptirii

Sekil 2.6. SMA fare modellerinde PLS3’iin néroprotektif roli (65).

2.3.2. Noritin 1 (NRN1) Geni

6p25.1 bolgesinde haritalanan NRN1 geni, beyin ve motor noronlarda ifade
olmakta ve ndronlari apoptozdan korumaktadir (66-68). NRN1 proteini, 15 kDa
agirliginda, 142 aminoasitten olusmakta ve sinaptik olgunlagsmayi, norit uzamasini,
noron farklilasmasini, dendritik dallanmay1, aksonal biiyiime/gelisme ve yenilenmeyi
saglamaktadir (69-72). NRN1 proteininin N ucunda 27 amino asitlik salgi sinyal
peptidi ve C ucunda hiicre membranina glikozil- fosfotidilinositol (GPI) ¢apa yoluyla
tutunmay1 saglayan peptidleri igermektedir. Bu sayede, membran proteini ve salgi
proteini olarak gorev alabilmektedir (73,74). GPI ¢apa proteinleri kesilerek, NRN1
proteini membrandan salinmaktadir (66,68). Salgilanan formu ise, hiicrenin sag
kalimini tesvik etmektedir, ancak NRN1 proteinin hangi formunun hiicre i¢inde daha
etkili oldugu heniiz bilinmemektedir (68,70).
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Aksonlarda NRN1 ile beraber yerlesim gosterdigi bilinen SMN ile ilgili
yapilan bir ¢aligmada, kiitle spektrometre ve immiin ¢oktiirme analizleri sonucunda,
motor ndronlarda, SMN-HuD protein kompleksinin NRN1 mRNA’s1 ile etkilestigi,
SMN proteininin azalmasina paralel olarak, NRN1 mRNA’sinin da azaldigi
gosterilmistir. Ayrica, insan NRN1 cDNA’sin1 igeren gen ifade vektoriiniin SMA’I1
zebra balig1 embriyosuna transfekte edilmesi sonucunda akson hasarlarinin kismen
diizeldigi bildirilmistir. Bu ¢alisma, NRN1 geninin SMA fenotipini olumlu yénde
etkileyen genetik diizenleyici olabilecegini 6ne siirmiistir (61); ancak SMA

hastalarinda NRN1 geninin ifade diizeyi ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Norotrofik bir faktéor olan NRN1’in etki mekanizmasini arastirmak tiizere
yapilan ¢aligma sonucunda ise, NRN1’in ERK/mTOR sinyal yolaklarini tetikleyerek,
voltaj-kapili potasyum (K*) kanalim kodlayan Kv4.2 geninin ifadesini arttirdig
gosterilmistir. Artan Kv4.2 gen ifadesi, néron hiicre membranindan K* iyonunun
salinimini arttirarak ndronlarin korunmasina yardimci olmaktadir (69) (Sekil 2.7).
SMA hastalarinda yapilan bir calisma sonucunda, akson membramndaki K
iletiminde bozukluk oldugu tespit edilmis olup, agir seyirli SMA hastalarinda azalan
K" iletiminin, norodejenerasyona yol agtig1 bildirilmistir (75). K iyon salinimim
tetikleyerek noronlarin korunmasma yardimei olan ve aksonal uzama hatalarini
kismen diizelten NRN1 geninin, SMA fenotipini olumlu yonde etkileyen, genetik

diizenleyici oldugu diisiiniilmektedir.



12

Membran

Kv4.2 protein

Sekil 2.7. Noronlarda NRN1’in ERK/mTOR sinyal yolaklari tizerinden etki

mekanizmasi (69).

2.3.3. Cinko Parmak Protein (ZPR1) Geni

ZPR1 geninin kodladigi ZPR1, ¢inko baglayici bir protein olup, sitoplazmada
ve ¢ekirdekte bulunmaktadir (76,77). ZPR1 proteininin, Sm ve snRNP kompleksi ile
etkilesime girerek gem ve cajal body’lerde SMN ile birlikte yer aldigi bildirilmistir
(42,78).

ZPR1 geni mutasyona ugratilmis olan SMA’ll farede, ZPR1 proteini
eksikligine bagli olarak SMN proteininde de azalma oldugu saptanmistir. Ayrica bu
farelerde yasam siiresinin kisalmasmim yani sira, 6n ve arka bacaklardaki kas
gligsiizligiiniin de arttigi bildirilmistir. Bu c¢alisma sonucunda, ZPR1 protein
eksikliginin motor noron kayiplarina sebep oldugu ve SMA hastaliginin ciddiyetini
arttirdigr tespit edilmistir. ZPR1 geninin yiiksek seviyede ifade edilmesi sonucunda
ise, SMN proteininin seviyesinin arttig1 gosterilmistir (62).
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Bu tez c¢aligmast kapsaminda, ayn1 genotipe sahip farkli klinik seyir gosteren
SMA hastalar1 ile ayni aile igerisinde klinik ciddiyeti farkli olan kardeslerde, akson
uzama hatalarii diizelttigi bilinen PLS3 ve NRNI genlerinin SMA hastalig1
tizerindeki modifiye edici rolleri arastirilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda,
farkli klinik tani alan hasta gruplarinda PLS3 ve NRNI gen ifade diizeyleri
belirlenebilecek ve bu genlerin hastalik {izerinde fenotipi modifiye edici etkiye sahip

olup olmadig1 gosterilecektir.
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3. BIREYLER ve YONTEM

3.1. Bireyler

Calisma grubunu Hacettepe Ihsan Dogramact Cocuk Hastanesi Cocuk
Noroloji Unitesi ve Hacettepe Eriskin Hastanesi Noroloji Anabilim Dali’na basvuran
2 SMA tip | (H7, H11), 2 SMA tip Il (H6, H10) ve 7 SMA tip III olmak {izere
toplam 11 SMA hastas1 olusturmustur. Hastalarda, SMN1 geni 7. ve 8. ekzonlarda

homozigot delesyonlar saptanmustir.

Hastalarin yani sira, farkli klinik seyire sahip birden fazla hasta kardes igeren
aileler de calisma grubuna dahil edilmistir. Calismaya katilan 3 ailede yer alan hasta
kardeslerde SMN1 geni 7. ve 8. ekzonlarda homozigot delesyonlar saptanmistir. 1
ailede yer alan ii¢ hasta kardeste ise, SMN1 geninde sadece 7. ekzonda homozigot
delesyon tespit edilirken, 8. ekzonda delesyon goriilmemistir. Kontrol grubu olarak

ise, herhangi bir hastalik 6ykiisii bulunmayan 5 birey se¢ilmistir.

Tez ¢alismasi hasta ve kontrol bireylerden “Bilgilendirilmis Onam Formu” ve
Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun

onay1 aliarak (28.12.2012 tarihli LUT 12/138-20 karar no) gergeklestirilmistir.
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3.2. Calismalarda Kullanilan Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar

3.2.1. Total Kandan RNA izolasyonu

Total kandan RNA izolasyonu PAXgene Blood RNA Kit (Qiagen)
kullanilarak gerceklestirildi. Bu kit igerisinde; BR1 siispansiyon tamponu, guanidin
tiyosiyanat iceren BR2 baglama tamponu, guanidin tiyosiyanat ve etanol iceren BR3
yikama tamponu, BR4 yikama tamponu, BRS5 eliisyon tamponu, RDD tamponu,
1500 Kunitz iinite DNaz |, Proteinaz K soliisyonu ve RNaz icermeyen distile su

bulunmaktadir.

3.2.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) kullanilarak
gerceklestirildi. Bu kit igerisinde; Reverse Transcriptase tampon 5X, Reverse
Transcriptase, Genomic DNA wipe out tampon 7X, RT primer karigimi, RNaz

icermeyen distile su bulunmaktadir.

3.2.3. cDNA Amplifikasyonunun PZR ile Kontrolii

cDNA sentezinin kontrolii icin TATA Baglanma Proteini (TBP) primerleri
kullanilarak, PZR reaksiyonu gerceklestirildi.

Taq DNA polimeraz (Fermantas) (Su/pl)
Tagq DNA Polimeraz Tamponu, 10X (NH,4),SO, (Fermantas)
MgCl, (Fermantas) (25 mM)

Deoksiriboniikleosid trifosfat (ANTP) (Fermantas) (2.5 mM dATP, 2.5 mM
dCTP, 2.5 mM dGTP, 2.5 mM dTTP)
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TBP geni igin primer dizileri:

TBP-F: 5>-TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA-3’

TBP-R: 5’-CACATCACAGCTCCCCACCA-3’

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Prona) : Molekiiler biyoloji kullanim1 safliginda

Tris-asetat tamponu (TAE) (pH: 8.0) : Tris baz (Merck) 2M
Glasiyal asetik asit (Merck) 1.14 ml
Na,EDTA (Merck) 0.5M

Yiikleme tamponu . Gliserol (Merck) 5.5ml
1X TAE tamponu 4.5 ml
Orange G boya (Merck) 0.01gr

Etidyum bromiir (Sigma) 10 mg/ ml distile su

Molekiiler agirlik belirleyicisi : Gene Ruler 50 bp DNA Ladder (Fermantas)

3.2.5. Ger¢ek Zamanh (Real-Time) PZR

IQ SYBR Green karisimi (Bio-Rad) kullanilarak gercek zamanli PZR
gergeklestirildi.

IQ SYBR Green karisimu igerisinde; 100 mM KCI, 40 mM Tris-HCI, pH:8.4
0,4 mM dATP, 0,4 mM dCTP, 0,4 mM dGTP, 0,4 mM dTTP, 50 u/ml Taq
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Polimeraz, 6 mM MgCl,, SYBR Green I boyasi, 20 nM floresein ve stabilizatorler

bulunmaktadir.

PLS3 geni i¢in primer dizileri:

PLS3-F : 5’-GAACGTTGAGTGAAGCTGGA-3’

PLS3-R: 5’- TTGCCACTCTTCACAAGGTC-3’

NRNT1 geni i¢in primer dizileri:

NRN1-F: 5’-GCTTTTCGGACTGTTTGCTC-3”

NRN1-R: 5’- CTGCCTTGGATGTTGAGGTT-3’

PPIB geni i¢in primer dizileri:

PPIB-F : 5’- CTTAGCTACAGGAGAGAAAGGA-3

PPIB-R: 5’- GCCTGCGTTGGCCATGCTC-3’

3.3. Yontemler

3.3.1. Total Kandan RNA izolasyonu

RNA yikimini engelleyen soliisyon iceren PAXgene kan toplama tiiplerine 2.5

ml kan alindi. RNA izolasyonu ve saflastirilmasi, iginde silika jel membran bulunan
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spin kolon yardimiyla PAXgene Blood RNA Kit (Qiagen) kullanilarak
gerceklestirildi.

1. Kan hiicrelerinin patlamasi i¢in, kan Ornekleri en az 2 saat oda
sicakliginda bekletildikten sonra, PAXgene Blood RNA tiipii, 20 dk 3850 g’de
santrifiij ile ¢oktiiriildii.

2. Siipernatan atilarak, 4 ml RNaz icermeyen su ¢okelti iizerine eklendi
ve ¢okelti ¢ozlinene kadar vorteks ile karigtirildi. 20 dk 3850 g’de santrifiij edildikten
sonra, siipernatan atilarak, ¢okelti tizerine 350 pl BR1 siispansiyon tamponu eklendi
ve ¢Okelti ¢oziinene kadar vorteks ile karistirildi.

3. Omnek 1.5 ml’lik ependorf tiipiine alindi ve 300 ul BR2 baglama
tamponu ve 40 ul Proteinaz K ayr1 ayr eklenerek, vorteks ile karistirildi. 20 dk,
hibridizasyon firininda 400 rpm’de inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda, 2
ml’lik tiipiin i¢ine yerlestirilmis PAXgene Shedder spin kolon i¢ine lizat eklendi ve 4
dk 15000 g’de santrifiij ile ¢coktiiriildii.

4. Coktiirme sonrasi ¢okeltiye zarar verilmeden, siipernatan 1.5 ml’lik
ependorf tiipiine alind1 ve tizerine %100°liikk 300 pul etanol eklenerek, vorteks ile
karigtirildi.

5. 700 ul’lik 6rnek PAXgene spin kolona alindi ve 2 dk 15000 g’de
santrifiij ile ¢oktiiriildii.

6. 350 pl BR3 yikama tamponu spin kolona eklendi, 2 dk 15000 g’de
santrifiij ile ¢oktiiriildii.

7. 10 pl Dnaz I stok soliisyonu ve 70 pl RDD karigimi 1,5 ml’lik
ependorf tiipiine hazirlandi ve tiipiin altina hafif¢ce vurarak karigtirildi. Hazirlanan 80
ul Dnaz I inkiibasyon karisimi direk kolon membrana eklenerek, oda sicakliginda 15
dk bekletildi.

8. 350 ul BR3 yikama tampon kolona eklendi ve 2 dk 15000 g’de
santrifiij ile ¢oktiiriildii.

9. 4 voliim etanol ile karistirilarak toplam 500 pul BR4 yikama tamponu
kolona eklendi ve 2 dk 15000 g’de santrifiij ile ¢oktiiriildii. ikinci kez, 500 ul BR4
yikama tampon kolona eklendi ve 4 dk 15000 g’de santrifiij ile ¢oktiiriildii.

10. Spin kolon yeni 2 ml’lik tiipe alinarak, 2 dk 15000 g’de santrifiij ile
coktiirtildi.
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11.  Tipi atarak kolon 1.5 ml’lik ependorf tiipiine yerlestirildi ve 40 ul
BRS eliisyon tamponu direk kolon membran {izerine aktarilarak, 2 dk 15000 g’de
santrifiij ile ¢Oktiiriildii. Aym tiip kullanilarak, 40 ul BR5 eliisyon tamponu eklendi
ve 2 dk 15000 g’de santrifiij ile ¢oktiirtildii.

12.  Ornekler -80 °C’de saklandu.

3.3.2. RNA Derisimlerinin Ol¢iimii

RNA derisimleri ve safliklar1 spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) ile
belirlendi. RNA’larin derisimleri ng/ul olarak 6l¢iildii. RNA safligini belirten optik
dansite 260/280 oraninin 1.9- 2.2 arasinda olmast RNA’nin safligin1 gostermektedir
(79) . RNA’lar -80 °C’de saklandi.

3.3.3. cDNA sentezi

MRNA’lar tek zincirli olmalar1 nedeniyle dayaniksiz olup; gen ifade analizi

calismalarinda kullanilmak iizere cDNA haline doniistiiriilmeleri gerekmektedir.

cDNA sentezi, uygun tampon, reverse transkriptaz enzimi, random primer ile
oligo(dT) karsimi yardimiyla Quantitect Reverse Transcription Kit (Qiagen)
kullanilarak gergeklestirildi.

RNA’lar, son hacim 12 pl olacak sekilde sulandirildiktan sonra genomik
DNA’y1 uzaklastirmak i¢in 2 ul gDNA wipeout soliisyonu eklenerek, 42 °C’de 5 dk
denatiire edildi. Denatiirasyon sonrasinda, 1 pul RT primer karisimi, 1 pl reverse
transkriptaz ve 4 pl RT tamponu eklenerek, 20 pl hacminde 6rnek elde edildi.
42°C’de 30 dk ve 95 °C’de 5 dk inkiibe edilerek cDNA sentezi tamamlandi.
cDNA’lar -20 °C’de saklandx.

3.3.4. cDNA Amplifikasyonunun PZR ile Kontrolii

cDNA sentezinin kontrolii i¢gin TBP primerleri kullanilarak, PZR reaksiyonu

gergeklestirildi.
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Reaksiyonda, 10X tampon, 400 nM primer, 2.5 mM dNTP, 0,25 mM MgCl,,
0,125 pl Tag DNA polimeraz son hacim 12,5 pl olacak sekilde kullanildi.

Reaksiyon Kosullari:

94 °C’de 2 dk

94 °C’de 30 sn

60 °C’de 20 sn 30 dongii
72 °C’de 45 sn

72 °C’de 2 dk

PZR iirlinii, %3’liik agaroz jel elektroforezi ile ultraviyole 151k (UV) altinda
kontrol edildi.

3.3.5. Gercek Zamanh (Real-Time) PZR

Gergek zamanl PZR, hedef genlerdeki goreceli kat artislarinin floresan boya

kullanilarak belirlenmesini saglayan hassas bir yontemdir.

Gergek zamanli PZR yonteminde kantitasyon, reaksiyon sirasinda olusan
iirline baglanan floresan boya ile dogru orantili olarak artan floresan igimanin
Ol¢iilmesi temeline dayanmaktadir. Deney sisteminde kullanilan SYBR Green boyast,
tek zincirli DNA yerine, ¢ift zincirli DNA iriiniine baglanarak floresan isima
yaymaktadir. Reaksiyon dongiisli boyunca, artan iiriine paralel olarak floresan 1s1ma
miktar1 da artmakta ve amplifikasyon es zamanli olarak bilgisayar ekranindan takip
edilebilmektedir (Sekil 3.1).
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SYBR Green
primer =
5 e 3 e

e
T
¢ 94° C Denatiirasyon

l Primer baglanmasi

Tii

Hibridizasyon ve polimerizasyon

!

SYBR Green hoyasimn haglanmasi

IR

Florasan sinyalin aciga ¢ikmasi

Sekil 3.1. SYBR Green Caligma Prensibi.

Gergek zamanli PZR yonteminde, reaksiyona giren kalip cDNA miktar1 ne
kadar fazla ise, ilk floresan sinyalinin alindigi dongii sayisi o kadar disiik
olmaktadir. Uriindeki ilk anlamli artis1 belirten threshold cycle (esik dongii degeri,
Ct) olarak tanmimlanan bu nokta amplifikasyonunun logaritmik fazda olustugunu

gostermektedir.

Reaksiyon sirasinda olusan amplifikasyon iiriinlerinin 6zgiilliigii erime egrisi
grafiginden analiz edilmektedir. Tiim Orneklerin 6zgiil bir Tm derecesinde tepe
noktas1 vermesi gerekmektedir. Amplifikasyon etkinliginin belirlenmesi igin,
standart bir Ornekten seri diliisyonlar hazirlanarak standart egri c¢izilmektedir.
Strandart egrinin R? degeri (korelasyon kat sayisi) deneysel datanin regresyon
egrisine uygunlugunu, replikalar arasi fark: ifade etmektedir. Optimal degeri 0.99 ile

1.0 arasinda olmalidir. Bir dongii tamamlandiginda PZR {irlin miktarmin iki kat
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artmas1 amplifikasyon etkinligi olarak tanimlanmaktadir. Ger¢ek zamanli PZR
analizlerinde, amplifikasyon etkinligi % 90 ile % 110 degerleri arasinda olmasi
beklenmektedir. Standart egri egiminin (slope) reaksiyon etkinligi ile de dogru

orantili oldugu bilinmekte ve bu egimin -3.6 ile -3.1 arasinda olmasi1 gerekmektedir

(80) .

Calismamizda gercek zamanli PZR deneyleri, 96 kuyucuklu mikroplaklarda
12,5 ul SYBR Green karisimi, 400 nM primer ¢ifti ve 100 - 127 ng cDNA
kullanilarak 25 pl’de gerceklestirildi. Ornekler iiglii tekrarlar seklinde amplifiye
edildi. Kantitatif analiz i¢in, housekeeping gen olarak kanda ifade diizeyi degismeyen
bir gen olan Peptidil Prolil Cis-Trans Izomeraz B (PPIB, siklofilin B) kullanild: (81).

25 ul Real-Time PZR reaksiyonu BioRad 1Q5 Real-time PCR cihaz1 ile
asagidaki kosullarda gerceklestirildi:

95°C’de 10 dk

95°C’de 15 sn

62 °C’de 30 sn 45 dongii
72 °C’de 30 sn

95°C’de 1 dk

Calismamizda, hedef genin miktarindaki degisim, orneklere ait replikalarin
ortalama Ct degerleri alinarak, PPIB housekeeping genine gére normalize edildi.
Sonuglar, kontrol 6rnekler ile karsilastirilarak, comparative Ct yontemi olarak da

bilinen 22" yéntemine gore hesaplandi.
3.3.6. Istatistiksel Analizler

Hastalarda saptanan PLS3 kat artiglarinin ortalamasi alinarak kontrollerle
karsilastirildi. Sonuclar, Kruskal Wallis testi ile degerlendirildi. Ayni1 analizler,
NRNI geni igin de gergeklestirildi. P degeri 0.05 ve altinda olan degerler istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Grafiklerdeki hata gubuklar1 ortalama standart hata

(£OSH) degerini gostermektedir.
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4. BULGULAR

4.1. Elde Edilen RNA Orneklerinin Derisimleri ve Safhiklar

Total kandan izole edilen RNA oOrneklerinin  derisim ve safliklari
spektrofotometre (Thermo Scientific NanoDrop® ND-1000) ile 6l¢iilmiis ve Tablo

4.1’ de gosterilmistir.

Tablo 4.1. RNA o6rneklerinin derisim ve saflik degerleri

Ornekler Derisim (ng/pl) RNA Safhig (260/280)
S1 129,3 2,14
S2 109,2 2,09
S3 1111 2,08
S4 84,7 2,18
S5 75,2 2,10
S6 67,5 2,12
H1 139,2 2,16
H2 129,0 2,14
H3 138,0 2,08
H4 112,2 2,10
H5 103,0 2,06
H6 81,1 2,11
H7 122,1 2,11
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H8 61,4 2,05
H9 63,7 2,18
H10 98,3 2,00
H1l 117,5 2,05
Al-H1 116,3 2,01
Al-H2 125,4 2,02
A2-H1 130,7 2,05
A2-H2 82,1 2,06
A2-H3 57,9 2,13
A3-H1 102,5 2,10
A3-H2 86,9 2,11
A4-H1 123,1 2,05
A4-H2 104,7 2,08

S: Kontrol, H: Hasta, A: Aile

4.2. cDNA Amplifikasyonunun PZR ile Kontrolii

cDNA amplifikasyonunun kontrolii TBP PZR ile gergeklestirilmis ve 6rnek
fotograf Sekil 4.1° de gosterilmistir.
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M HI H2 H3 H4 HS H6 H7 HY H9 HI0 HII SI SN2 S3 ¢DNA(-) PZR(-)

—p 132 b¢

Sekil 4.1. cDNA amplifikasyonu kontroliine ait 6rnek jel fotografi

(1 ng RNA’dan cDNA sentezlenmistir.)

(M : 50 baz cifti (bg¢) molekiiler agirlik belirleyicisi, CONA(-) : cDNA sentez
reaksiyonunda niikleik asit kontaminasyonu olmadigini kontrol etmek igin RNA
eklenmeyen 6rnek, PZR(-) : PZR reaksiyonunda DNA kontaminasyonu olmadigini

kontrol etmek i¢in cDNA eklenmeyen 6rnek)

4.3. Ger¢ek Zamanh (Real-Time) PZR Analizi
4.3.1. PLS3 ve NRN1 Genlerinin ifade Analizi

cDNA amplifikasyonu hedef genlere ait primerler ve SYBR Green boyasi
kullanilarak BioRad 1Q5 Real-time PCR cihaz1 ile gergeklestirilmistir. PLS3 ve
NRN1 Ct degerinin 30, PPIB Ct degerinin ise 20 oldugu saptanmustir. Standart
egriden elde edilen egim PLS3 ve PPIB genleri i¢in -3.5, NRN1 i¢in -3.3 olarak
hesaplanmustir. R? degerinin ise, tim genler i¢in 0.99 oldugu belirlenmistir. PLS3
geninin amplifikasyon etkinliginin % 92, NRNI1 geninin % 101.1, PPIB geninin ise
%90.1 olarak hesaplanmistir. Amplifikasyon tiriinlerinin 6zgiilligi %3 liik agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edilmistir. (PLS3 : 138 b¢ , NRN1 : 208 b¢ ve PPIB: 199 bg)
PLS3, NRN1 ve PPIB genlerine ait Real-Time PZR amplifikasyon egrisi, standart
egrisi, erime egrisi ve amplifikasyon iirliniiniin agaroz jeldeki goriiniimii i¢in bkz. Ek

1-3.
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PLS3 ve NRNI genleri PPIB genine gore normalize edilmistir ve saptanan

kat artiglar1 Tablo 4.2 ile Sekil 4.2° de gosterilmistir.

Calisma grubunu olusturan tip I, II, IIl SMA hastalarinin PLS3 ve NRN1 gen
ifade diizeyleri hastalik teshis yasina ve hastalarin klinik bulgularina gore
siniflandirilmistir. Pediatrik hasta grubunda yer alan ve teshis yaslari birbirine yakin
olan ( < 4 yas ) tip III kiz hastalarindan H6 ve H8 no’lu hastalardaki PLS3 gen ifade
diizeyleri 3.5 ve 3.6 kat iken, NRN1 gen ifade diizeylerinin 0.7 ve 0.3 kat oldugu
hesaplanmistir. H6 no’lu hasta hafif bir tip II/ agwr bir tip I olarak
degerlendirilmekte olup, ylirlime yetisi bulunmamaktadir. H8 no’lu hasta ise,
desteksiz olarak ayakta durabilmekte ancak adim atmakta zorlanmaktadir. Erkek tip
IIT hastalarindan pediatrik grupta yer alan H1’de PLS3 ve NRNI1 gen ifadesinin
olmadigi (0.3 kat) belirlenmistir. Hastalik belirtileri 17 yasinda ortaya ¢ikan H5 no’lu
hasta ile teshis yasi 13 olan H9 no’lu hastanin klinik belirtileri birbirine
benzemektedir. Desteksiz yiiriiyen H5 ve H9 no’lu erkek hastalarin, kas kuvvetsizlik
derecelerinin de birbirine yakin oldugu saptanmistir. H5 no’lu hastada PLS3 ve
NRNL1 gen ifade diizeyleri 1.6 kat olarak hesaplanirken, H9 no’lu hastada PLS3 gen
ifade diizeyinin 1.6 kat, NRN1 gen ifade diizeyinin ise 0.9 kat oldugu tespit
edilmistir. Tip III SMA tanis1 alan ve teshis yaslar1 birbirine benzer olan ( > 14 yas )
H2, H3 ve H4 no’lu hastalarin klinik 06zelliklerinin birbirine yakin oldugu
saptanmistir. Desteksiz olarak yiirliyen bu hastalarin PLS3 gen ifade diizeylerinin
yaklasik olarak 0.5 kat oldugu belirlenmistir. NRN1 gen ifade diizeyinin H2 no’lu
erkek hastada 1.1 kat oldugu hesaplanirken, H3 no’lu kiz hastada 0.8 kat oldugu
saptanmistir. H4 no’lu erkek hastada ise NRN1 gen ifadesinin olmadig1 (0.3 kat)

belirlenmistir.

Tip II tanis1 alan ve yliriime yetisi olmayan H10 no’lu erkek hastada PLS3
gen ifadesindeki kat artisinin 2.1 kat oldugu saptanirken, NRN1 gen ifadesinin
olmadigi (0.1 kat) belirlenmistir.

Tip | hastalarinda (H7 ve H11) PLS3 gen ifade diizeyinin her iki erkek
hastada da 2.6 kat oldugu gosterilmistir. NRN1 gen ifade diizeyinin H7’de 0.6 kat
oldugu hesaplanirken, H11’de ise 0.8 kat olarak saptanmistir (Tablo 4.2) (Sekil 4.2).
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Tablo 4.2. Hastalarin klinik 6zellikleri, PLS3 ve NRN1 kat artig degerleri

Hasta Hastanin | Cinsiyet | SMA | Teshis | Desteksiz PLS3 NRN1

No Yasi Tip Yasi Yiiriiyebilme | Kat Kat

(ay/yil) (ay/yil) Artisi Artisi

H1 15 yil E i 4 yil Evet 0.3 0.3
H2 21 yil E i 15 yil Evet 0.6 1.1
H3 32yl K i 23 yil Evet 0.5 0.8
H4 21 yil E i 15 yil Evet 0.5 0.3
H5 19 yil E i 17 yil Evet 1.6 1.6
H8 5yl K Il 4 yil Hayir 3.6 0.3
H9 18 yil E i 13 yil Evet 1.6 0.9
H6 3yl K 1/ 1 3yl Hayir 3.5 0.7
H10 3yl E I 2 yil Hayir 2.1 0.1
H7 10 ay E I 4 ay Hayir 2.6 0.6
H11 4 ay E I 1ay Hayir 2.6 0.8

E: Erkek, K:

Kiz




50

28

- 36 I
4,0 - 35
= 2,6 2,6
5 3,0 -
5 21
b 16 1,6
22,0 1,6
H=]
&}
4 09 038
1 1 r 07 ’
1,0 - 0B ’ 06
0303 %8 05 0503 03
1

Tip III Tip II

Tip I

Sekil 4.2. SMA [, II ve III hastalarinda saptanan PLS3 ve NRN1 kat artislart

(Hata gubuklari: + OSH)

* : 11 hastada saptanan ortalama kat artisinin kontrol ile karsilastirilmasi

sonucunda istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir, p = 0.01.

11 hastanin (H1- HI11) PLS3 ve NRNI1 kat artiglarinin ortalamasi kontrol ile

karsilagtiritlmis ve bu ortalama kat artisinin istatistiksel olarak anlamliligi Kruskal

Wallis testi ile analiz edilmistir. 11 hastanin ortalama kat artis1 kontrol ile

Karsilastirildiginda, hastalarda saptanan ortalama kat artisinin istatistiksel olarak

anlamli oldugu (p = 0.01) tespit edilmistir.

Calisma grubuna hastalarin yani sira, ayni aile i¢inde klinik seyirleri farkli

olan SMA’l1 kardesler de dahil edilmistir. 4 ailede yer alan hasta kardeslerdeki PLS3

ve NRN1 genlerinin ifade degisimi analiz edilmis ve saptanan kat artislar1 Tablo

4.3°de gosterilmistir.

HPLS3
B NRN1
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Tablo 4.3. SMA’ll hasta kardeslerin klinik 6zellikleri, PLS3 ve NRN1 kat artis

degerleri
Hasta | Aile | Hastanmn | Cinsiyet | SMA | Teshis | Desteksiz PLS3 | NRN1
No No | Yas1 Tip Yasi Yiiriiyebilme | Kat Kat
(ay/yil) (ay/yil) Artis1 | Artisi
Al-H1 | 1 11 yil E i 21 ay Hayir 0.6 0.9
Al-H2 | 1 16 yil K i 14 yil Evet 0.4 1.4
A2-H1 | 2 12 yil E ? 10 yil Evet 1.5 0.3
A2-H2 | 2 24yl E Il 10 yil Hayir 11 1.7
A2-H3 | 2 19 yil E i 17 yil Evet 1.8 2.7
A3-H1 | 3 16 yil E i 15 yil Evet 1.2 0.5
A3-H2 | 3 9yl E i 8 yil Evet 1.0 0.1
A4-H1 | 4 13 yil E i 13 yil Evet 0.8 1.3
A4-H2 | 4 10 yil K I 10 yil Hayir 1.7 1.4

E: Erkek, K: Kiz

Calisma grubunda yer alan 1. ailedeki, tip IIl SMA tanist alan kardeslerde,
HI no’lu erkek hastada hastalik baslangic yas1 21 ay iken, H2 no’lu kiz hastada
hastalik 14 yasinda ortaya c¢ikmistir. Hastaligin erken belirti verdigi H1, tekerlekli
sandalye ile hayatina devam etmekte iken, H2 desteksiz olarak yiiriyebilmektedir.
Bu kardeslerde gozlenen PLS3 gen ifade diizeylerinin birbirine yakin oldugu (0.6 ve
0.4 kat) saptanirken, NRN1 gen ifade diizeylerinin ise, H1 no’lu hastada 0.9 kat, H2
no’lu hastada 1.4 kat arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. 1. Aile’deki hasta kardeslerde saptanan PLS3 ve NRNI1 kat artis degerleri
(Hata gubuklari: + OSH)

2. ailede yer alan, 3 SMA’l1 erkek kardesden, 10 yasinda SMA tanisi almisg
olan H2, tekerlekli sandalyede hayatina devam etmektedir. PLS3 gen ifade
seviyesindeki kat artistnin 1.1 kat oldugu gosterilirken, NRN1 gen ifade
seviyesindeki artisin 1.7 kat oldugu saptanmistir. Hastalik semptomlar1 17 yasinda
ortaya ¢ikan ve desteksiz olarak yiiriiyebilen H3’te ise, PLS3 gen ifade seviyesi 1.8
kat olarak hesaplanirken, NRN1 gen ifade seviyesinin 2.7 kat oldugu gosterilmistir.
Hastalik seyri H3 hastasina gore daha agir olan H1’de, PLS3 gen ifade seviyesindeki
artisgin 1.5 kat oldugu tespit edilirken, NRN1 gen ifadesinin olmadigi (0.3 kat)
belirlenmistir (Sekil 4.4).
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2. Aile
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Sekil 4.4. 2. Aile’deki hasta kardeslerde saptanan PLS3 ve NRN1 kat artis degerleri
(Hata gubuklari: + OSH)

3. ailede ayn1 klinik bulgulara sahip olan iki erkek kardes, tip III SMA tanisi
almistir. H1 ve H2 no’lu SMA’l kardeslerin PLS3 gen ifade diizeylerinin birbirine
yakin oldugu (1.2 ve 1.0 kat) belirlenirken, NRN1 gen ifadesinin ise her iki kardeste
de olmadigi ( < 0.5 kat) tespit edilmistir (Sekil 4.5).

3. Aile
- 1.514

— 1.5+ ‘L’ 8
@ p =
= 1.0 ;
< 1.0 ] = 05
8 3 1T
-] @
:‘6 0.54 2‘6
o S 0.5
g s 01
= 00l Z . B

Kontrol  A3-HL A3-H2 Kontrol A3-HL A3-H2

Sekil 4.5. 3. Aile’deki hasta kardeslerde saptanan PLS3 ve NRN1 kat artis degerleri
(Hata gubuklart: + OSH)
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Aile 4’de, tip III SMA tanisi alan HI no’lu erkek hasta, desteksiz
yiirliyebilmekte iken, tip II tanis1 alan H2 no’lu kiz kardesi, hayatina tekerlekli
sandalye ile devam etmektedir. HI no’lu hastada PLS3 gen ifade diizeyinin 0.8 kat
oldugu, H2 no’lu hastada ise PLS3 gen ifade diizeyinin 1.7 kat oldugu
hesaplanmistir. Kardeslerde gozlenen NRN1 gen ifade diizeylerinin ~1.3 kat oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.6).

4. Aile
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%097 \ ﬁﬁﬁ. S 0.5 e
| e
B ool \. : % - \\ : e

Kontrol AdHL Ad-H2 Kontrol Ad-HL AdH2

Sekil 4.6. 4. Aile’deki hasta kardeslerde saptanan PLS3 ve NRNI1 kat artis degerleri
(Hata gubuklari: + OSH)
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5. TARTISMA

Hastaliktan sorumlu olan gendeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan tek gen
hastaliklarinda, ayni genotipe sahip hastalarin, hastalik siddetlerinin benzer olmasi
beklenmektedir. Hastalar arasinda goriilen fenotipik cesitlilik genotip- fenotip
korelasyonunun kurulmasini zorlastirmaktadir (56,57). Fenotipik ¢esitliligin baslica
nedenleri arasinda genetik diizenleyiciler yer almaktadir. Bugiine kadar tek gen
hastaliklarinda  gozlenen fenotipik farkliliklart — agiklamak iizere  genetik
diizenleyiciler hakkinda pek ¢ok aragtirma yapilmistir (59). Ayni genotipe sahip
olmasina ragmen, farkli fenotipik ozelliklerin tespit edildigi hastaliklarin basinda
SMA gelmektedir. Cocukluk ¢agi 6liimciil hastaliklar arasinda ilk sirada yer alan
SMA’da, hastalarin % 95 - 98’inde SMN1 geni 7. ve 8. ekzonlarda homozigot
delesyon goriilmektedir (2,19). Ayn1 delesyona sahip olmalarina ragmen hastalarin
Klinik ciddiyetlerinin farkli oldugu saptanmistir. SMA’da bugiine kadar tespit edilen
PLS3 ve NRNL1 isimli genetik diizenleyicilerin, azalan SMN seviyesini kompanse

ederek akson uzama hatalarini diizelttigi gosterilmistir (6-8,61).

Akraba evliliklerinin sik gorildiigii tilkemizde, ayn1 delesyonu igermesine
ragmen, hastalik ciddiyetleri farkli olan birden fazla kardes igeren aileler
bulunmaktadir. Bu nedenle, fenotipik farkliliklart agiklamak tizere, PLS3 ve NRN1
gen ifade diizeylerinin arastirilmasi gerekmektedir. Daha O6nce farkli arastiricilar
tarafindan SMA’da modifiye edici o6zelligi tanimlanan PLS3 geni hakkinda
Tiirkiye’de bir ¢alisma yapilmamistir. NRN1 geninin ifade diizeyi ise, ilk defa bu tez

kapsaminda arastirilmistir.

Calisma grubunu, ayni genotipe sahip farkli klinik tip ve yastaki 11 SMA
hastas1 ile hastalik ciddiyeti farkli olan kardesler iceren 4 SMA ailesi olusturmustur.
Tez calismasi kapsaminda, PLS3 ve NRNI genlerinin ifade diizeyleri ile SMA

fenotipi arasindaki iligki arastirilmistir.

SMNL1 gen delesyonu igeren 11 SMA hastasi teshis yasi ve klinik bulgularina
gore : pediatrik tip 111 (H1, H6, HS), eriskin tip Il (H2, H3, H4, H5, H9), tip 1 (H10)
ve tip [ (H7, H11) olmak iizere 4 gruba ayrilmistir.
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H1, H6 ve H8 no’lu hastalar, Pediatrik Noroloji Unitesi’nde tip Il tanisi
almig olup, ayni grup igerisinde degerlendirilmistir. H8 no’lu hasta ile hafif tip 11/
agir tip III olarak degerlendirilen H6 no’lu hastanin, teshis yaslarmin yakin oldugu
(3-4 yas) bilinmektedir. Benzer klinik bulgu gosteren bu iki hastada, PLS3 gen ifade
diizeylerinin birbirine yakin (3.5 ve 3.6 kat) oldugu gosterilmistir. NRN1 geninin ise,
fenotipi modifiye edici bir roliiniin olmadig: belirlenmistir. H6 ve H8 no’lu hastalarla
ayni grupta yer almasina ragmen, bu iki hastaya gore daha hafif klinik bulgulara
sahip olan H1 no’lu hasta, bagimsiz olarak yiiriiyebilmekte ancak yerden desteksiz
kalkamamaktadir. Beklenilenin aksine, H1’de PLS3 ve NRN1 gen ifade diizeylerinin
H6 ve H8’e gore diisiik oldugu saptanmis olup, bu hastanin fenotipini baska genlerin

etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.

2008 yilinda, Oprea ve dig. (6) tarafindan 6 SMA ailesi ile yapilan
calismada, 8 asemptomatik kiz bireyde gozlenen PLS3 gen ifadesinin hasta
kardeslerine gore yiliksek oldugu belirlenmis olup, PLS3 geninin hastalik siddetini
hafifletici bir etkisinin oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, toplam 101 SMA
hastasinda kan dokusunda PLS3 gen ifade diizeyi arastirilmis ve PLS3 gen ifade
diizeyinin yliksek oldugu saptanan 6 kiz hastada, hastalik seyrinin hafif oldugu
gozlenmigstir. PLS3  geninin kizlardaki néroprotektif — etkisinin - hormonal
etkilesimlerden kaynaklabilecegi diisiiniilmektedir. Literatiir ile uyumlu bir sekilde,
calisma grubumuzda yer alan, teshis yaslar1 ve klinik bulgular1 benzer olan H6 ile HS

no’lu kiz hastalarda da PLS3 gen ifadesinin yiiksek oldugu saptanmistir.

Tip 1 grubunda yer alan H2, H3, H4, H5 ve H9 no’lu hastalar ise, Eriskin
Noroloji Anabilim Dali’nda tan1 almistir. Hastalik teshis yaslar1 ve kas giigsiizliik
dereceleri benzer olan H5 ve H9 no’lu hastalarin, klinik bulgularimin H2, H3, H4
no’lu hastalara gére daha hafif oldugu saptanmistir. H5 ve H9’da, hastalik ciddiyeti
ile korelasyon gosteren PLS3 ve NRN1 gen ifade diizeylerinin diger ii¢ hastaya gore
(H2, H3, H4) yiiksek oldugu tespit edilmistir. Hastalik teshis yaslari, kas giigsiizlik
dereceleri ve fasikiilasyonlarin benzer olmasindan dolayi beraber degerlendirilen H2,
H3 ve H4 no’lu hastalarin PLS3 ve NRN1 gen ifade diizeylerinin de yakin oldugu
(0.5- 0.8 Kat) tespit edilmistir. PLS3 ve NRN1 gen ifadelerinin diisiik oldugu tespit

edilen H3 ve H4’de, bu genlerin hastalarin fenotipi iizerinde etkisi olmadigi
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belirlenmistir. Ancak, H3 ve H4 ile benzer klinik gosteren H2’de, beklenenin aksine,
NRNI1 gen ifadesinin yiiksek olmas1 (1.1 kat), bu hastanin fenotipi {izerinde NRN1

geninin etkili oldugunu distindiirmektedir.

Hastalik ciddiyeti tip II ve tip III arasinda seyreden H6, hafif bir tip II olarak
da degerlendirilmektedir. Tip II grubunda yer alan H10 no’lu hasta ise, agir tip II
ozellikleri gostermekte, hastanin pratik olarak yiiriime yetisi bulunmamakta ve H6’ya
gore daha agir fenotipe sahip oldugu bilinmektedir. H10’da, PLS3 ve NRNI gen
ifade diizeylerinin, H6’ya gore diisiik oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu veri, iki
hastanin PLS3 ve NRN1 gen ifade diizeyleri ile hastalik ciddiyeti arasinda bir iligki
Kurulabilecegini gostermektedir. SMA tip I tanis1 alan H7 ve H11 no’lu iki hastada
ise, NRN1 gen ifadesi diisiik olmasina ragmen, beklenilenilen aksine, PLS3 gen ifade
diizeyinde 2.6 katlik bir artis saptanmistir. Oprea ve dig. (6) 'nin yaptig1 ¢alismada,
tip II hastalarinin % 16’sinda, tip I hastalarinin ise % 6’sinda PLS3 gen ifadesinin
yiiksek oldugunu gosterilmistir. Calisma grubumuzda yer alan tip I ve tip II
hastalarinda PLS3 gen ifadesinin yiiksek olmasi, Oprea ve dig. (6) yaptig1 calismay1
desteklemektedir. Ancak, istatistiksel olarak anlamli verilerin elde edilebilmesi i¢in,

tip I ve Il hasta sayisinin arttirilmasi gerekmektedir.

SMA hastalarinda NRN1 geninin ifade diizeyi, ilk defa tez c¢alismasi
kapsaminda belirlenmistir. Calisma grubunda yer alan 3 hastada NRN1 geninin
ifadesinin yiiksek olmas1 ve bu hastalarin klinik bulgularinin hafif olmasi, hastalarin

fenotipi tizerinde NRN1 geninin etkisi oldugunu diisiindiirmektedir.

SMA hastalarinda PLS3 geninin etkisinin arastirildigi Stratigopoulos ve dig.
(7) ’nin yaptiklar bir diger ¢alismada ise, ergenlik dncesi (< 11 yas) hastalarda PLS3
gen ifade diizeyinin ergenlik sonrasi (>11 yas) hastalara gore yiiksek oldugu
gosterilmistir. Calismamiza katilan toplam 11 hasta i¢inden ergenlik 6ncesinde tani
alan H6, H7, H8, H10, H11 no’lu hastalarda PLS3 gen ifadesinin yiiksek oldugu
tespit edilmistir (bkz. Ek 4). Bu veri, Stratigopoulos ve dig. (7) 'nin sonuglarini
desteklemekte ve PLS3 geninin yasa bagl olarak da ifadesinin degisebilecegini

gostermektedir.
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Ayni genotipe sahip olan kardeslerde gozlenen fenotipik farkliliklar
aciklamak iizere, calisma grubuna hastalarin yani sira, ayni aile igerisinde yer alan
SMA’l1 kardesler de dahil edilmistir. 1.ailede, SMA tip III tanis1 alan kardeslerin
hastalik teshis yaslar1 ile klinik ciddiyetleri birbirinden farklidir. H1 ve H2 no’lu
kardeslerde, PLS3 gen ifade diizeylerinin yakin oldugu (0.6 ve 0.4 kat) tespit edilmis
olup; bu genin fenotipi modifiye edici etkisinin olmadig1 gosterilmistir. NRN1 gen
ifade diizeylerinin ise; H1’de 0.9 kat, H2’de 1.4 kat arttif1 saptanmustir. Hastalik
seyri kardesine gore hafif oldugu bilinen H2’de NRN1 gen ifadesinin yliksek olmasi,
bu hastada NRN1 geninin hastalik siddetini hafifletici bir etkisinin olabilecegini

distindiirmektedir.

2. ailede klinik ciddiyetleri birbirinden farkli olan ii¢ kardes yer almaktadir.
Teshis yast 10 olan H2 no’lu kardeste, hastalik seyri diger iki kardesine gore (H1 ve
H3) agirdir. Hastaligin daha ge¢ ortaya ciktigit H3’de ise, hastalik seyrinin H1 ve
H2’ye gore daha hafif oldugu bilinmektedir. H1 no’lu kardeste delesyon
saptanmasina ragmen hastaligin klinik tanisi konulmamistir. Ancak bu hastanin,
hastalik ciddiyetinin H2 ile H3 arasinda oldugu bilinmektedir. Hastalik seyri en hafif
olan H3’de, PLS3 ve NRNI1 gen ifade diizeylerinin hastalik seyri daha agir olan H1
ve H2 no’lu kardeslerine gore yiiksek oldugu (PLS3: 1.8 kat, NRN1: 2.7 kat)
saptanmustir. Elde ettigimiz bu verti literatiirle uyumlu olup; bu ailede PLS3 ve NRN1

genlerinin fenotipi modifiye edici etkisinin oldugunu gostermektedir.

3. ailede yer alan iki kardes klasik tip III ozellikleri gostermektedir. Iki
kardeste, PLS3 gen ifade diizeylerinin birbirine yakin oldugu (1.2 ve 1.0 kat), NRN1
gen ifadesinin ise olmadigr saptanmustir. Klinik 6zellikleri ayni olan bu kardeslerin

fenotiplerinin PLS3 geni tarafindan benzer sekilde etkilendigi diistiniilmektedir.

4. ailede, klinik tanilar1 ve klinik bulgulart farkli olan iki kardes yer
almaktadir. Beklenilenin aksine, tip III tanis1 alan H1’de PLS3 gen ifade diizeyinin
tip II tanis1 alan H2 ye gore diisiik oldugu saptanmistir. NRN1 gen ifade diizeylerinin
ise, yakin oldugu (1.3 ve 1.4 kat) saptanan bu kardeslerde, PLS3 ve NRN1 genleri

disinda baska genlerin fenotipi etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.
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Bernal ve dig. (8) tarafindan 4 SMA ailesi ile yapilan ¢alismada, aynit SMN1
gen delesyonu igermesine ragmen, farkli fenotipe sahip semptomatik ve
asemptomatik kardeslerde PLS3 gen ifade diizeyleri belirlenmistir. Calismaya katilan
4 ailenin ikisinde, asemptomatik kiz bireylerde PLS3 gen ifade diizeyi hasta
kardesine gore yiiksek bulunurken, diger iki ailedeki asemptomatik bireylerde PLS3
gen ifadesinin diisiik oldugu tespit edilmistir (8). Onceki ¢aligmalarla gelisen bu
sonug, hastalarin fenotipi iizerinde PLS3 geni disinda bagka genetik diizenleyicilerin
roliiniin oldugunu diisiindiirmektedir. Bernal ve dig. (8) 'nin yaptig1 arastirmaya ek
olarak, ¢alisma grubumuzda yer alan 4 ailedeki hasta kardeslerde, PLS3 geninin yani
sira, NRN1 gen ifade diizeyleri de incelenmistir. Calismaya katilan 4 ailenin ticii
literatiir ile uyum gdstermekte iken, yalnizca 1 ailede yer alan kardeslerde PLS3 ve

NRNT genlerinin hastalarin fenotipi iizerinde etkili olmadig belirlenmistir.

Tez c¢alismas1 sonucunda, PLS3 ve NRNI1 gen ifade diizeylerinin SMA
fenotipi tizerindeki etkileri gosterilmistir. Elde edilen bilgiler dogrultusunda, genetik
diizenleyicilerin ifade diizeylerinin artmasi ile hastalik seyrinin hafiflemesi arasinda
bir korelasyon oldugu diisliniilmektedir. Ancak beklenilenin aksi sonuclar1 elde
ettigimiz ailelerde, yeni aday genlerin arastirilmasi gerekmektedir. Boylece, ayni
genotipe sahip olmasina ragmen farkli fenotipik 6zellik gosteren bireyler arasinda
genotip- fenotip korelasyonunun kurulmasi miimkiin olabilecek ve hastalik

patogenezi aydinlatilabilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

. Teshis yaslar1 yakin olan H1, H6 ve H8 no’lu hastalar pediatrik tip III
grubunda yer almaktadir. Benzer klinik bulgu gésteren H6 ve H8’de, PLS3
gen ifade diizeylerinin birbirine yakin (3.5 ve 3.6 kat) oldugu gosterilirken,
bu hastalarin fenotipi lizerinde NRN1 geninin modifiye edici rolii olmadigi
belirlenmistir. H6 ve H8’e gore daha hafif klinik bulgulara sahip olan H1’de,
beklenilenin aksine PLS3 ve NRNI1 gen ifade diizeylerinin diisiik oldugu
saptanmis olup, bu hastanin fenotipi lizerinde baska genlerin etkili olabilecegi

sonucuna varilmistir.

° H2, H3, H4, H5 ve H9 no’lu hastalar erigkin tip III grubunda yer
almaktadir. Hastalik teshis yaslar1 ve klinik bulgulart yakin olan HS ve H9
no’lu hastalarda PLS3 ve NRNI1 gen ifade diizeylerinin yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Hastalarin fenotipi {izerinde bu genlerinin etkili oldugu
diisiiniilmektedir. Klinik bulgular1 benzer olan H2, H3 ve H4 no’lu hastalarda
PLS3 gen ifadesinin diisiik oldugu tespit edilirken, sadece H2 no’lu hastada
NRNL1 gen ifadesinin yiiksek oldugu (1.1 kat) saptanmistir. H2 no’lu hastanin
fenotipi tlizerinde NRN1 geninin rolii oldugu belirlenirken, PLS3 geninin bu

ti¢ hastanin fenotipi lizerinde etkisi olmadig: diistiniilmektedir.

. SMA tip II tanisi alan H10 no’lu hasta ile SMA tip I tanist alan H7 ve
HI1 no’lu hastalarda, NRNI1 gen ifadesinin diisiikk oldugu saptanirken,
beklenilenin aksine, PLS3 gen ifadesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Istatistiksel olarak, anlamli sonuglarin elde edilebilmesi igin tip I ve tip II

hasta sayisinin arttirilmasi gerekmektedir.

PR

. PLS3 gen ifadesinin yasa bagli olarak degistigi bilinmektedir. Farkl
klinik tan1 alan 11 SMA hastasi ergenlik dncesi ve sonrasma ( <11 yas ve >11
yag) gore gruplandirildiginda, PLS3 gen ifadesinin ergenlik oncesinde tani

alan hastalarda yiiksek bulundugu saptanmistir.

J Calisma grubuna hastalarin yani sira, aynm aile iginde farkli ciddiyet

gosteren hasta kardesler de dahil edilmistir. 1.ailede yer alan iki kardeste
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PLS3 gen ifade degisimlerinin yakin oldugu (0.6 ve 0.4 kat) saptanirken,
NRNI1 gen ifade degisimi hastalik seyri hafif olan H2 no’lu kiz hastada,
hastalik seyri agir olan H1 no’lu erkek kardesine gore yliksek (1.4 kat)
bulunmustur. Klinik ciddiyeti hafif olan hastada NRN1 gen ifadesinin yiiksek
olmasi, NRN1 geninin hastalik ciddiyetini azaltan bir etken olabilecegini

isaret etmektedir.

. 2. ailede yer alan SMA’l ii¢ kardesten, klinik ciddiyeti hafif olan
hastada (H3), hastalik seyri agir olan diger iki kardesine gore (H1 ve H2),
PLS3 ve NRNI1 gen ifadesinin yiiksek oldugu saptanmistir. Klinik ciddiyeti
birbirinden farkli olan 3 SMA’l1 kardeste gozlenen gen ifade diizeyleri, PLS3
ve NRNI genleri ile hastalik ciddiyeti arasindaki iligkinin kurulmasina

yardimci olmaktadir.

o 3.ailede SMA tip III tanis1 alan iki hastada, PLS3 gen ifade
diizeylerinin yiiksek ve birbirine yakin oldugu (1.2 ve 1.0 kat) belirlenmistir.
Klinik bulgulart benzer olan bu iki kardesin fenotipinin PLS3 geni tarafindan
benzer sekilde etkilendigi diisliniilmektedir. Bu ailede yer alan her iki
kardeste de NRN1 gen ifadesinin olmamas1 (< 0.5 kat), kardeslerin fenotipi

tizerinde NRN1 geninin rolii olmadigimi gostermektedir.

. 4.ailede Tip III tanist alan H1’de PLS3 gen ifade diizeyinin tip II
tanis1 alan H2’ye gore diisiik oldugu belirlenmistir. Kardeslerde gozlenen
NRNI1 gen ifade degisimlerinin yakin olmasi (1.3 ve 1.4 kat), kardeslerin

fenotipi tizerinde baska genlerin etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

J SMN2 kopya sayisinin hastalik ciddiyeti ile korelasyon gosterdigi,
hastalik seyri hafifledikge kopya sayisinin arttigi bilinmektedir. Fenotipi
modifiye edici etkisi olan SMN2 kopya sayisinin hastalarda arastirilmasi
gerekmektedir. Boylece SMN2 kopya sayisina bagli olarak, PLS3 ve NRN1

genlerinin etkileri daha ayrintili olarak yorumlanabilecektir.

. Calismamiz sonucunda PLS3 ve NRN1 genlerinin SMA hastalar1 ve
ayni aile i¢inde farkli klinik ciddiyeti olan SMA’l1 kardesler {izerindeki
fenotipi modifiye edici rolii arastirilarak, hastalarda PLS3 ve NRN1 RNA
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genlerinin ifade diizeyleri saptanmistir. PLS3 ve NRNI1 protein miktarlarinin

da analiz edilerek RNA verilerinin desteklenmesi gerekmektedir.

. PLS3 veya NRNI1 gen ifade degisimleri ile klinik ciddiyet arasinda
korelasyon kurulamayan hastalarda, fenotipi modifiye eden yeni genlerin

arastirilmasi onerilmektedir.

o SMA hiicre kiiltiirii veya hayvan modellerinde modifiye edici genlerin
ifadesinin baskilanmas1 ve artirilmasi ile SMA patogenezinin aydinlatilmast

mimkin olabilecektir.



41

KAYNAKLAR

1. Mesfin, A., Sponseller, P.D.,Leet, A.l. (2012) Spinal muscular atrophy:
manifestations and management. Journal of the American Academy of Orthopaedic
Surgeons , 20 (6), 393-401.

2. Simic, G. (2008) Pathogenesis of proximal autosomal recessive spinal muscular
atrophy. Acta Neuropathologica, 116 (3), 223-234.

3. Monani, U.R. (2005) Spinal muscular atrophy: a deficiency in a ubiquitous

protein; a motor neuron-specific disease. Neuron, 48 (6), 885-896.

4. Lefebvre, S., Burglen, L., Reboullet, S., Clermont, O., Burlet, P., Viollet, L. ve
digerleri. (1995) Identification and characterization of a spinal muscular atrophy-

determining gene. Cell, 80 (1), 155-165.

5. Brzustowicz, L.M., Lehner, T., Castilla, L.H., Penchaszadeh, G.K., Wilhelmsen,
K.C., Daniels, R. ve digerleri. (1990) Genetic mapping of chronic childhood-onset
spinal muscular atrophy to chromosome 5g11.2-13.3. Nature, 344 (6266), 540-541.

6. Oprea, G.E., Krober, S., McWhorter, M.L., Rossoll, W., Muller, S., Krawczak, M.
ve digerleri. (2008) Plastin 3 is a protective modifier of autosomal recessive spinal

muscular atrophy. Science, 320 (5875), 524-527.

7. Stratigopoulos, G., Lanzano, P., Deng, L., Guo, J., Kaufmann, P., Darras, B. ve
digerleri. (2010) Association of plastin 3 expression with disease severity in spinal
muscular atrophy only in postpubertal females. Archives of Neurology, 67 (10),
1252-1256.

8. Bernal, S., Also-Rallo, E., Martinez-Hernandez, R., Alias, L., Rodriguez-Alvarez,
F.J., Millan, J M. ve digerleri. (2011) Plastin 3 expression in discordant spinal
muscular atrophy (SMA) siblings. Neuromuscular Disorders , 21 (6), 413-4109.


http://www.jaaos.org/
http://www.jaaos.org/
http://www.springer.com/medicine/pathology/journal/401
http://www.researchgate.net/journal/0003-9942_Archives_of_Neurology
http://www.journals.elsevier.com/neuromuscular-disorders/

42

9. Ogino, S., Leonard, D.G., Rennert, H., Ewens, W.J.,Wilson, R.B. (2002) Genetic
risk assessment in carrier testing for spinal muscular atrophy. American Journal of
Medical Genetics, 110 (4), 301-307.

10. Palladino, A., Passamano, L., Taglia, A., D'Ambrosio, P., Scutifero, M., Cecio,
M.R. ve digerleri. (2011) Cardiac involvement in patients with spinal muscular

atrophies. Acta Myologica, 30 (3), 175-178.

11. Alsaman, A.S.,Alshaikh, N.M. (2013) Type Il Spinal Muscular Atrophy
Mimicking Muscular Dystrophies. Pediatric Neurology, 48 (5), 363-366.

12. Pearn, J. (1980) Classification of spinal muscular atrophies. Lancet, 1 (8174),
919-922.

13. Munsat, T.L., Davies, K.E. (1992). International SMA consortium meeting. (26-
28 June 1992, Bonn, Germany). Neuromuscular Disorders, 2, 5-6, 423-428.

14. Essawi, M.L., Al-Attribi, G.M., Gaber, K.R.,El-Harouni, A.A. (2012) Molecular
prenatal diagnosis of autosomal recessive childhood spinal muscular atrophies
(SMAs). Gene, 509 (1), 120-123.

15. Lunn, M.R.,Wang, C.H. (2008) Spinal muscular atrophy. Lancet, 371 (9630),
2120-2133.

16. Wirth, B., Brichta, L.,Hahnen, E. (2006) Spinal muscular atrophy: from gene to
therapy. Seminars in Pediatric Neurology, 13 (2), 121-131.

17. Melki, J., Abdelhak, S., Sheth, P., Bachelot, M.F., Burlet, P., Marcadet, A. ve
digerleri. (1990) Gene for chronic proximal spinal muscular atrophies maps to

chromosome 5q. Nature, 344 (6268), 767-768.


http://en.wikipedia.org/wiki/American_Journal_of_Medical_Genetics
http://en.wikipedia.org/wiki/American_Journal_of_Medical_Genetics
http://www.journals.elsevier.com/pediatric-neurology/
http://www.journals.elsevier.com/seminars-in-pediatric-neurology/

43

18. Daniels, R.J., Thomas, N.H., MacKinnon, R.N., Lehner, T., Ott, J., Flint, T.J. ve
digerleri. (1992) Linkage analysis of spinal muscular atrophy. Genomics, 12 (2), 335-
339.

19. Kelter, A.R., Herchenbach, J.,Wirth, B. (2000) The transcription factor-like
nuclear regulator (TFNR) contains a novel 55-amino-acid motif repeated nine times
and maps closely to SMN1. Genomics, 70 (3), 315-326.

20. Chen, W.J., He, J., Zhang, Q.J., Lin, Q.F., Chen, Y.F., Lin, X.Z. ve digerleri.
(2012) Modification of phenotype by SMN2 copy numbers in two Chinese families
with SMNL1 deletion in two continuous generations. Clinica Chimica Acta, 413 (23-
24), 1855-1860.

21. Hahnen, E., Forkert, R., Marke, C., Rudnik-Schoneborn, S., Schonling, J., Zerres,
K. ve digerleri. (1995) Molecular analysis of candidate genes on chromosome 5q13
in autosomal recessive spinal muscular atrophy: evidence of homozygous deletions
of the SMN gene in unaffected individuals. Human Molecular Genetics, 4 (10),
1927-1933.

22. Ogino, S.,Wilson, R.B. (2004) Spinal muscular atrophy: molecular genetics and

diagnostics. Expert Review of Molecular Diagnostics, 4 (1), 15-29.

23. Caceres, J.F.,Kornblihtt, A.R. (2002) Alternative splicing: multiple control

mechanisms and involvement in human disease. Trends in Genetics, 18 (4), 186-193.

24. Singh, N.N., Androphy, E.J.,Singh, R.N. (2004) An extended inhibitory context
causes skipping of exon 7 of SMN2 in spinal muscular atrophy. Biochemical and

Biophysical Research Communications, 315 (2), 381-388.

25. Douglas, A.G.,Wood, M.J. (2013) Splicing therapy for neuromuscular disease.

Molecular and Cellular Neuroscience, 28 (13), 1-17.


http://www.journals.elsevier.com/clinica-chimica-acta/
http://hmg.oxfordjournals.org/
http://www.cell.com/trends/genetics/
http://www.journals.elsevier.com/biochemical-and-biophysical-research-communications/
http://www.journals.elsevier.com/biochemical-and-biophysical-research-communications/
http://www.journals.elsevier.com/molecular-and-cellular-neuroscience/

44

26. Lorson, C.L., Hahnen, E., Androphy, E.J.,Wirth, B. (1999) A single nucleotide in
the SMN gene regulates splicing and is responsible for spinal muscular atrophy.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 96
(11), 6307-6311.

27. Zheleznyakova, G.Y., Kiselev, A.V., Vakharlovsky, V.G., Rask-Andersen, M.,
Chavan, R., Egorova, A.A. ve digerleri. (2011) Genetic and expression studies of
SMNZ2 gene in Russian patients with spinal muscular atrophy type Il and I1l. BMC
Medical Genetics, 12 (96), 1471-2350.

28. Wirth, B., Garbes, L.,Riessland, M. (2013) How genetic modifiers influence the
phenotype of spinal muscular atrophy and suggest future therapeutic approaches.
Current Opinion in Genetics & Development, 23 (3), 330-338.

29. Rochette, C.F., Gilbert, N.,Simard, L.R. (2001) SMN gene duplication and the
emergence of the SMIN2 gene occurred in distinct hominids: SMN2 is unique to
Homo sapiens. Human Genetics, 108 (3), 255-266.

30. Wirth, B., Schmidt, T., Hahnen, E., Rudnik-Schoneborn, S., Krawczak, M.,
Muller-Myhsok, B. ve digerleri. (1997) De novo rearrangements found in 2% of
index patients with spinal muscular atrophy: mutational mechanisms, parental origin,
mutation rate, and implications for genetic counseling. The American Journal of
Human Genetics, 61 (5), 1102-1111.

31. Prior, T.W., Krainer, A.R., Hua, Y., Swoboda, K.J., Snyder, P.C., Bridgeman,

S.J. ve digerleri. (2009) A positive modifier of spinal muscular atrophy in the SMN2
gene. The American Journal of Human Genetics, 85 (3), 408-413.

32. Lefebvre, S., Burlet, P., Liu, Q., Bertrandy, S., Clermont, O., Munnich, A. ve
digerleri. (1997) Correlation between severity and SMN protein level in spinal

muscular atrophy. Nature Genetics, 16 (3), 265-269.


http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&ved=0CEsQFjAH&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FProceedings_of_the_National_Academy_of_Sciences_of_the_United_States_of_America&ei=_jgOUvG2Iqio4gSH_4H4Aw&usg=AFQjCNHZI3JquMnPu8hHcAT0P1JzmOh_1w&sig2=S0-BAIQ_FrNWIXA9eSUgng&bvm=bv.50768961,d.bGE
http://www.biomedcentral.com/bmcmedgenet
http://www.biomedcentral.com/bmcmedgenet
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0959437X
http://link.springer.com/journal/439
http://www.cell.com/AJHG/
http://www.cell.com/AJHG/
http://www.cell.com/AJHG/
http://www.nature.com/ng/

45

33. Crawford, T.0O., Paushkin, S.V., Kobayashi, D.T., Forrest, S.J., Joyce, C.L.,
Finkel, R.S. ve digerleri. (2012) Evaluation of SMN protein, transcript, and copy
number in the biomarkers for spinal muscular atrophy (BforSMA) clinical study.
PL0S One, 7 (4), 27.

34. Kim, J., Lee, S.G., Choi, Y.C., Kang, S.W., Lee, J.B., Choi, J.R. ve digerleri.
(2010) Association between survivor motor neuron 2 (SMN2) gene homozygous
deletion and sporadic lower motor neuron disease in a Korean population. Annals of
Clinical& Laboratory Science, 40 (4), 368-374.

35. Coovert, D.D., Le, T.T., McAndrew, P.E., Strasswimmer, J., Crawford, T.O.,

Mendell, J.R. ve digerleri. (1997) The survival motor neuron protein in spinal

muscular atrophy. Human Molecular Genetics, 6 (8), 1205-1214.

36. Coady, T.H.,Lorson, C.L. (2011) SMN in spinal muscular atrophy and snRNP
biogenesis. Wiley Interdisciplinary Reviews: RNA, 2 (4), 546-564.

37.Liu, Q.,Dreyfuss, G. (1996) A novel nuclear structure containing the survival of
motor neurons protein. The EMBO Journal, 15 (14), 3555-3565.

38. Sharma, A., Lambrechts, A., Hao le, T., Le, T.T., Sewry, C.A., Ampe, C. ve
digerleri. (2005) A role for complexes of survival of motor neurons (SMN) protein
with gemins and profilin in neurite-like cytoplasmic extensions of cultured nerve
cells. Experimental Cell Research, 309 (1), 185-197.

39. Pellizzoni, L., Charroux, B.,Dreyfuss, G. (1999) SMN mutants of spinal
muscular atrophy patients are defective in binding to SnRNP proteins. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, 96 (20), 11167-
11172.

40. Pellizzoni, L. (2007) Chaperoning ribonucleoprotein biogenesis in health and
disease. EMBO reports, 8 (4), 340-345.


http://hmg.oxfordjournals.org/
http://www.journals.elsevier.com/experimental-cell-research/
http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&ved=0CEsQFjAH&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FProceedings_of_the_National_Academy_of_Sciences_of_the_United_States_of_America&ei=_jgOUvG2Iqio4gSH_4H4Aw&usg=AFQjCNHZI3JquMnPu8hHcAT0P1JzmOh_1w&sig2=S0-BAIQ_FrNWIXA9eSUgng&bvm=bv.50768961,d.bGE
http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&ved=0CEsQFjAH&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FProceedings_of_the_National_Academy_of_Sciences_of_the_United_States_of_America&ei=_jgOUvG2Iqio4gSH_4H4Aw&usg=AFQjCNHZI3JquMnPu8hHcAT0P1JzmOh_1w&sig2=S0-BAIQ_FrNWIXA9eSUgng&bvm=bv.50768961,d.bGE
http://www.embo.org/scientific-publications/embo-reports

46

41. Gubitz, A.K., Feng, W.,Dreyfuss, G. (2004) The SMN complex. Experimental
Cell Research, 296 (1), 51-56.

42. Gangwani, L., Mikrut, M., Theroux, S., Sharma, M.,Davis, R.J. (2001) Spinal
muscular atrophy disrupts the interaction of ZPR1 with the SMN protein. Nature Cell
Biology, 3 (4), 376-383.

43. Rossoll, W., Kroning, A.K., Ohndorf, U.M., Steegborn, C., Jablonka,
S.,Sendtner, M. (2002) Specific interaction of Smn, the spinal muscular atrophy
determining gene product, with hnRNP-R and gry-rbp/hnRNP-Q: a role for Smn in

RNA processing in motor axons? Human Molecular Genetics, 11 (1), 93-105.

44. Battle, D.J., Kasim, M., Yong, J., Lotti, F., Lau, C.K., Mouaikel, J. ve digerleri.
(2006) The SMN complex: an assembly machine for RNPs. Cold Spring Harbor
Symposia on Quantitative Biology, 71, 313-320.

45. Chari, A., Paknia, E.,Fischer, U. (2009) The role of RNP biogenesis in spinal
muscular atrophy. Current Opinion in Cell Biology, 21 (3), 387-393.

46. Burghes, A.H.,Beattie, C.E. (2009) Spinal muscular atrophy: why do low levels
of survival motor neuron protein make motor neurons sick? Nature Reviews
Neuroscience, 10 (8), 597-609.

47. Boyer, J.G., Bowerman, M. Kothary, R. (2010) The many faces of SMN:
deciphering the function critical to spinal muscular atrophy pathogenesis. Future
Neurology, 5 (6), 873-890.

48. Kolb, S.J., Battle, D.J.,Dreyfuss, G. (2007) Molecular functions of the SMN
complex. Journal of Child Neurology, 22 (8), 990-994.


http://www.nature.com/ncb/
http://www.nature.com/ncb/
http://hmg.oxfordjournals.org/
http://symposium.cshlp.org/
http://symposium.cshlp.org/
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09550674
http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CCoQFjAA&url=http%3A%2F%2Fjcn.sagepub.com%2F&ei=HT0OUuWQD6Hy4QT19IDoBA&usg=AFQjCNF73DYHBqKNDk6HODZGuvAE8oDziw&sig2=Uw-RFDYyrD8WNaVpTXJ5sA&bvm=bv.50768961,d.bGE

47

49. Battle, D.J., Kasim, M., Wang, J.,Dreyfuss, G. (2007) SMN-independent subunits
of the SMN complex. Identification of a small nuclear ribonucleoprotein assembly
intermediate. The Journal of Biological Chemistry, 282 (38), 27953-27959.

50. Boda, B., Mas, C., Giudicelli, C., Nepote, V., Guimiot, F., Levacher, B. ve
digerleri. (2004) Survival motor neuron SMN1 and SMN2 gene promoters: identical
sequences and differential expression in neurons and non-neuronal cells. European
Journal of Human Genetics, 12 (9), 729-737.

51. Rossoll, W., Jablonka, S., Andreassi, C., Kroning, A.K., Karle, K., Monani, U.R.
ve digerleri. (2003) Smn, the spinal muscular atrophy-determining gene product,
modulates axon growth and localization of beta-actin mRNA in growth cones of
motoneurons. The Journal of Cell Biology, 163 (4), 801-812.

52. Glinka, M., Herrmann, T., Funk, N., Havlicek, S., Rossoll, W., Winkler, C. ve
digerleri. (2010) The heterogeneous nuclear ribonucleoprotein-R is necessary for
axonal beta-actin mRNA translocation in spinal motor neurons. Human Molecular
Genetics, 19 (10), 1951-1966.

53. Fallini C, Donlin- Asp P.G, Rouanet J, Bassell G.J, Rossoll W. (Haziran 2013)
The Role of SMN in Nerve Fibers [Poster]. Recent Families of SMA Conferences,
California.

54. Shababi, M., Lorson, C.L.,Rudnik-Schoneborn, S.S. (2013) Spinal muscular
atrophy: a motor neuron disorder or a multi-organ disease? Journal of Anatomi, 22
(10), 12083.

55. Hamilton, G.,Gillingwater, T.H. (2013) Spinal muscular atrophy: going beyond

the motor neuron. Trends in Molecular Medicine, 19 (1), 40-50.

56. Willard HF, H.A. (2007). Thompson&Thompson Genetics in Medicine (7 bs.).
Philadelphia: WB Saunders.


http://www.jbc.org/
http://hmg.oxfordjournals.org/
http://hmg.oxfordjournals.org/

48

57. Dipple, K.M.,McCabe, E.R. (2000) Modifier genes convert "simple” Mendelian

disorders to complex traits. Molecular Genetics and Metabolism, 71 (1-2), 43-50.

58. Houlston, R.S.,Tomlinson, I.P. (1998) Modifier genes in humans: strategies for
identification. European Journal of Human Genetics, 6 (1), 80-88.

59. Nadeau, J.H. (2003) Modifier genes and protective alleles in humans and mice.
Current Opinion in Genetics & Development, 13 (3), 290-295.

60. Kearney, J.A. (2011) Genetic modifiers of neurological disease. Current Opinion
in Genetics & Development, 21 (3), 349-353.

61. Akten, B., Kye, M.J., Hao le, T., Wertz, M.H., Singh, S., Nie, D. ve digerleri.
(2011) Interaction of survival of motor neuron (SMN) and HuD proteins with mMRNA
cpgl5 rescues motor neuron axonal deficits. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 108 (25), 10337-10342.

62. Ahmad, S., Wang, Y., Shaik, G.M., Burghes, A.H.,Gangwani, L. (2012) The zinc
finger protein ZPR1 is a potential modifier of spinal muscular atrophy. Human
Molecular Genetics, 21 (12), 2745-2758.

63. Lin, C.S., Chen, Z.P., Park, T., Ghosh, K.,Leavitt, J. (1993) Characterization of
the human L-plastin gene promoter in normal and neoplastic cells. The Journal of
Biological Chemistry, 268 (4), 2793-2801.

64. Shinomiya, H. (2012) Plastin family of actin-bundling proteins: its functions in
leukocytes, neurons, intestines, and cancer. International Journal of Cell Biology,
213492 (10), 4.

65. Ackermann, B., Krober, S., Torres-Benito, L., Borgmann, A., Peters, M.,

Hosseini Barkooie, S.M. ve digerleri. (2013) Plastin 3 ameliorates spinal muscular


http://www.journals.elsevier.com/molecular-genetics-and-metabolism/
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0959437X
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0959437X
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0959437X
http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&ved=0CEsQFjAH&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FProceedings_of_the_National_Academy_of_Sciences_of_the_United_States_of_America&ei=_jgOUvG2Iqio4gSH_4H4Aw&usg=AFQjCNHZI3JquMnPu8hHcAT0P1JzmOh_1w&sig2=S0-BAIQ_FrNWIXA9eSUgng&bvm=bv.50768961,d.bGE
http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&ved=0CEsQFjAH&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FProceedings_of_the_National_Academy_of_Sciences_of_the_United_States_of_America&ei=_jgOUvG2Iqio4gSH_4H4Aw&usg=AFQjCNHZI3JquMnPu8hHcAT0P1JzmOh_1w&sig2=S0-BAIQ_FrNWIXA9eSUgng&bvm=bv.50768961,d.bGE
http://hmg.oxfordjournals.org/
http://hmg.oxfordjournals.org/
http://www.jbc.org/
http://www.jbc.org/
http://www.hindawi.com/journals/ijcb/

49

atrophy via delayed axon pruning and improves neuromuscular junction
functionality. Human Molecular Genetics, 22 (7), 1328-1347.

66. Naeve, G.S., Ramakrishnan, M., Kramer, R., Hevroni, D., Citri, Y., Theill, L.E.
(1997) Neuritin: a gene induced by neural activity and neurotrophins that promotes
neuritogenesis. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 94 (6), 2648-2653.

67. Fujino, T., Wu, Z., Lin, W.C., Phillips, M.A.,Nedivi, E. (2008) cpgl5 and cpgl5-
2 constitute a family of activity-regulated ligands expressed differentially in the
nervous system to promote neurite growth and neuronal survival. Journal of
Comparative Neurology, 507 (5), 1831-1845.

68. Putz, U., Harwell, C.,Nedivi, E. (2005) Soluble CPG15 expressed during early
development rescues cortical progenitors from apoptosis. Nature Neuroscience, 8
(3), 322-331.

69. Yao, JJ., Gao, X.F., Chow, C.W., Zhan, X.Q., Hu, C.L.,Mei, Y.A. (2012)
Neuritin activates insulin receptor pathway to up-regulate Kv4.2-mediated transient
outward K+ current in rat cerebellar granule neurons. The Journal of Biological
Chemistry, 287 (49), 41534-41545.

70. Zito, A., Cartelli, D., Cappelletti, G., Cariboni, A., Andrews, W., Parnavelas, J.
ve digerleri. (2012) Neuritin 1 promotes neuronal migration. Brain Structure and

Function, 5, 5.

71. Javaherian, A.,Cline, H.T. (2005) Coordinated motor neuron axon growth and
neuromuscular synaptogenesis are promoted by CPG15 in vivo. Neuron, 45 (4), 505-
512.


http://hmg.oxfordjournals.org/
http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&ved=0CEsQFjAH&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FProceedings_of_the_National_Academy_of_Sciences_of_the_United_States_of_America&ei=_jgOUvG2Iqio4gSH_4H4Aw&usg=AFQjCNHZI3JquMnPu8hHcAT0P1JzmOh_1w&sig2=S0-BAIQ_FrNWIXA9eSUgng&bvm=bv.50768961,d.bGE
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/%28ISSN%291096-9861
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/%28ISSN%291096-9861
http://www.nature.com/neuro/
http://www.jbc.org/
http://www.jbc.org/
http://www.springer.com/biomed/neuroscience/journal/429
http://www.springer.com/biomed/neuroscience/journal/429

50

72. Nedivi, E., Hevroni, D., Naot, D., Israeli, D.,Citri, Y. (1993) Numerous candidate
plasticity-related genes revealed by differential cDNA cloning. Nature, 363 (6431),
718-722.

73. Fujino, T., Lee, W.C.,Nedivi, E. (2003) Regulation of cpgl5 by signaling
pathways that mediate synaptic plasticity. Molecular and Cellular Neuroscience, 24
(3), 538-554.

74. Nedivi, E., Wu, G.Y.,Cline, H.T. (1998) Promotion of dendritic growth by
CPG15, an activity-induced signaling molecule. Science, 281 (5384), 1863-1866.

75. Farrar, M.A., Vucic, S., Lin, C.S., Park, S.B., Johnston, H.M., du Sart, D. ve

digerleri. (2011) Dysfunction of axonal membrane conductances in adolescents and

young adults with spinal muscular atrophy. Brain, 134 (Pt 11), 3185-3197.

76. Galcheva-Gargova, Z., Gangwani, L., Konstantinov, K.N., Mikrut, M., Theroux,
SJ., Enoch, T. ve digerleri. (1998) The cytoplasmic zinc finger protein ZPRI
accumulates in the nucleolus of proliferating cells. Molecular Biolology of the Cell, 9
(10), 2963-2971.

77. Narayanan, U., Ospina, J.K., Frey, M.R., Hebert, M.D.,Matera, A.G. (2002)
SMN, the spinal muscular atrophy protein, forms a pre-import SnRNP complex with
snurportinl and importin beta. Human Molecular Genetics, 11 (15), 1785-1795.

78. Gangwani, L. (2006) Deficiency of the zinc finger protein ZPR1 causes defects
in transcription and cell cycle progression. The Journal of Biological Chemistry, 281
(52), 40330-40340.

79. Fleige, S.,Pfaffl, M.W. (2006) RNA integrity and the effect on the real-time gRT-
PCR performance. Molecular Aspects of Medicine, 27 (2-3), 126-139.


http://www.journals.elsevier.com/molecular-and-cellular-neuroscience/
http://hmg.oxfordjournals.org/
http://www.jbc.org/
http://www.journals.elsevier.com/molecular-aspects-of-medicine/

51

80. Bustin, S.A. (2004). A to Z of Quantitative PCR. La Jolla, California:

International University Line.

81. Pachot, A., Blond, J.L., Mougin, B.,Miossec, P. (2004) Peptidylpropyl isomerase
B (PPIB): a suitable reference gene for mRNA quantification in peripheral whole
blood. Journal of Biotechnology, 114 (1-2), 121-124.



52

EKLER
EK 1. PLS3 Geninin Ger¢ek Zamanh (Real-Time) PZR Amplifikasyon Egrisi,

Standart Egrisi, Erime Egrisi ve Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jeldeki
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Sekil Ek.2.4. Kontrol ve hasta bireylere ait NRN1 geni amplifikasyon {iriinlerinin

agaroz jeldeki (%3) goriiniimi

EK 3. PPIB Geninin Ger¢ek Zamanh (Real-Time) PZR Amplifikasyon Egrisi,
Standart Egrisi, Erime Egrisi ve Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jeldeki

Goriiniimii
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EK 4. Kiz ve Erkek Hastalarda PLS3 Gen ifadesinin Yasa Gore Degisimi
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