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OZET

NUSINERSEN TEDAVIiSI ALMAKTA OLAN PEDIATRIK SPINAL
MUSKULER ATROFI (SMA) HASTALARININ iZLEMINDE POTANSIYEL
BIYOBELIRTECLER OLARAK MIR-155-5P, MiR-222-5P VE MIR-378B’NIN

ARASTIRILMASI

Siimeyye KAYAOGLU
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiisti Egitim Enstitiisii

Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Ocak/2023
Danisman: Dog. Dr. Sercan ERGUN

Amag: Bu tez calismasinda, in siliko analizler ile kasta ifade edilen ve SMN2-ekson 7
hedefleyebilen miRNA’larin belirlenmesi ilk hedefimiz oldu. Ardindan, Nusinersen tedavisi alan SNA
hastalarinda her Nusinersen uygulamasindan once ve sonra SMA hastalarinin Beyin Omurilik
Sivilarinda belirledigimiz miRNA’larin ekspresyon profillerini aragtirarak Nusinersen etkinligine dair
bir bilgi/gdsterge elde edilmesi amaglanmaktadir

Yontem: In siliko analizler sonucunda, hem kasta ifade edilmesine hem de SMN2-exon7 ile
yiiksek oranda baglanti gosteren ii¢ miRNA (miR-155-5p, miR-222-5p ve miR-378b) belirlendi. SMA
tanist almis 20 pediatrik hasta ¢alismaya dahil edilmis olup her Nusinersen uygulamasindan dnce ve
sonra hastalardan totalde alinan 48 adet 5ml BOS o&rneginde belirlenen miRNA’larin izolasyonu
yapilarak RT-PCR ile ifade diizeylerinin analizi yapildi. Her Nusinersen uygulamasi 6ncesi ve sonrast
arasindaki miRNA ekspresyon farkliligimin anlamlilik analizi yapilarak ve hastalarin klinik
parametreleriyle ve 6zellikle SMA hastalarinin tedavi yanitiyla ilgili bilgi veren HFMSE skorlariyla
iligskilendirilmistir.

Bulgular: HFMSE skor olgiimleri Nusinersen tedavi ile birlikte ilk duruma gore artig gosterdigi
bulundu. miR-222-5p’nin ifade diizeyi incelendiginde, BOS1 ve BOS2 Slgiimleri arasinda anlamliliga
yakin bir artigin oldugu bulundu (p=0,068). miR-378b’nin ifade diizeyinde, BOS 1ve BOS 3 olgtiimleri
arasinda anlamliliga yakin fark bulundu (p=0,068). HFMSE skorlar1 ile miR-222-5p ve miR-378b
ekspresyonlar1 kiyaslanmis ancak herhangi bir korelasyon bulunamadi. Ancak ilk ve son durum
kargilagtirmalarina baktigimizda hem HFMSE’nin hem de miR-222-5p ve miR-378b’nin zamanla (ilk
duruma gore) artis gosterdigi bulunmustur. HFMSE degisimi ile miR-222-5p ve miR-378b arasinda
negatif yonde istatiksel olarak anlamliliga yakin bir korelasyon oldugu bulundu.

Sonug¢: MiRNA’lar Nusinersen ile birlikte hastaligin daha iyi anlagilmasinda, ilerlemesinde ve
terap6tik yanitin izlenmesinde potansiyel biyobelirtecler olarak umut vericidir. Calismamiz
miRNA’larin Nusinersen tedavisi alan SMA hastalarinda, hastaligin daha iyi anlagilmasi, ilerlemesi ve
terapdtik yaniti izlenmesi igin non-invaziv ve klinik olmayan biyobelirtegler olarak etkinliginin
degerlendirilmesi {izerine yapilacak olan ¢alismalara fikir olacaktir.

Anahtar Sozciikler: Spinal muskiiler atrofi, Nusinersen, MiRNA, Tedaviye yanit,
Nadir hastalik,



ABSTRACT

INVESTIGATION OF MiR-155-5P, MiR-222-5P AND MIR-378B POTENTIAL
BIOMARKERS IN THE FOLLOW-UP PEDIATRIC SPINAL MUSCULAR
ATROPHY (SMA) PATIENTS RECEIVING NUSINERSEN TREATMENT

Siimeyye KAYAOGLU
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Biology
Master, January/2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sercan ERGUN

Aim: In this thesis, the first target was to identify miRNAs expressed in muscle and capable
of targeting SMN2-exon 7 by in silico analysis. Next, it is aimed to obtain an information/indicator of
Nusinersen performance by investigating the profiles of miRNAs that we spend in the Cerebrospinal
Fluid (CSF) of SMA patients before and after Nusinersen capacity.

Method: As a result of in silico analysis, three miRNAs (miR-155-5p, miR-222-5p, and miR-
378b) were identified, both expressed in muscle and highly correlated with SMN2-exon7. 20 pediatric
patients diagnosed with SMA were included in the study and before and after each Nusinersen
administration, the expression of expressions with RT-PCR was analyzed by isolation of the miRNAs
determined in 48 5ml CSF sample taken from the patients. Significance analysis of the difference in
miRNA expression between before and after each Nusinersen administration was performed and
correlated with patients' clinical parameters and HFMSE scores, which provide information about the
treatment response of SMA patients in particular. In addition, the effect of Nusinersen on miRNA profile
changes according to SMA types was evaluated.

Results: HFMSE score was found to increase with Nusinersen treatment according to the first
situation. When the expression level of miR-222-5p was examined, there was an increase between CSF1
and CSF2 measurements close to significance (p = 0.068). At the expression level of miR-378b, there
was a difference close to significance between CSF1 and CSF3 measurements (p = 0.068). HFMSE
scores and miR-222-5p and miR-378b expressions were compared, but no correlation was found.
However, when we look at the first and final status comparisons, it was found that both HFMSE and
miR-222-5p and miR-378b increased over time (according to the first situation). With the change of
HFMSE, there was a negative statistical correlation between miR-222-5p and miR-378b

Conclusion: These non-coding RNA miRNAs, together with Nusinersen, are promising as
potential biomarkers for better disease prevention, progression and capabilities of therapeutic response.
Our study will be an idea of the studies to be carried out in SMA patients receiving Nusinersen treatment
of MIRNAS, to better understand, progress and monitor the therapeutic response of the disease.
Keywords: Spinal muscular atrophy, Nusinersen, MiRNA, Response to treatment,

Rare disease,
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1. GIRIS

Noromiiskiiler hastaliklarin bir gogu genetik olarak kalitsaldir ve bir kism1 motor
noronlardaki mutasyonlardan kaynaklanir(Iftikhar, Frey, Shohan, Malek, & Mousa,
2021). En yaygin ndromiiskiiler hastaliklardan biri olan Spinal Muskiiler
Atrofi(SMA), motor noron kaybina bagh kas gligsiizliigii ile sonuglanan genetik bir
hastaliktir(D'Amico, Mercuri, Tiziano, & Bertini, 2011). SMA halen bebek ve erken
cocukluk oOliimlerinin 6nde gelen nedenlerinden biridir(Bonanno et al., 2020).
Hastaliga kromozom 5q13.2 {izerinde bulunan SMN (survival motor neuron) proteinin
kodlanmasindan sorumlu SMN1(survival motor neuron 1) geninin mutasyonu neden
olmaktadir. SMNI1 geni ile neredeyse aynm1 olan SMN2 geni smirli miktarda
fonksiyonel protein iiretir. Bu da  SMNI geninin kaybini telefi etmek i¢in yetersiz
olup SMA’ya neden olmaktadir. (Chiriboga et al., 2016; Singh, Ottesen, & Singh,
2020). SMA, klinik olarak bes alt tipe ayrilir: 0,LILIILIV(Kakazu et al., 2021).

Hastaliga neden olan SMN geninin tanimlanmasi, islevsel SMN protein
seviyelerinin arttirtlmasina  yonelik terapotik hedeflerin ~ gelistirilmesine  yol
acmistir(Kolb & Kissel, 2015). Giiniimiizde, Nusinersen (Spinraza®,Biogen),
onasemnogene abeparvoveg (Zolgensema,Norvatis) ve Risdiplam
(EvrsdiTM)hastaligin tedavisi icin ABD Gida ve lIlag Dairesi (FDA)tarafindan
onaylanmistir(Chong, Gandhi, Lee, Yeo, & Choi, 2021; Gandhi, Abdullah, Foead, &
Yeo, 2021). Nusinersen, SMN2 pre-mRNA eklenmesini hedefler ve boylece ekson 7
dahil edilmesini arttirarak SMN proteinin olusumunu arttirir(Brakemeier et al., 2021).
In utero ve eriskin baslangich formlar hari¢ diger SMA tiplerinde Nusinersen tedavisi
ile motor fonksiyonlarda iyilesme oldugu goriilmistir(Bonanno et al., 2020).

SMA i¢in hastalik modifiye edici tedavilerin gelistirilmesiyle birlikte, hastaligin
ilerlemesini  ve terapdtik yaniti izlemek igin potansiyel biyobelirteglerin
tanimlanmasina olan ihtiyag artmistir  (Pino, Rich, & Kolb, 2021).
MikroRNA’lar(miRNA’lar)gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynayan
yaklasik 19-25 niikleotid uzunlugunda olan kii¢iik endojen RNA’lardir. MiRNA’larin
anormal ekspresyonu, SMA dahil olmak {izere bircok patolojik siirecin
aydinlatilmasinda yol gostericidir(Gandhi et al., 2021). miRNA’larin SMA, ALS gibi
motor noron hastaliklar i¢in tanisal ve prognostik non-invaziv biyobelirtegler olarak
genis c¢apta incelendigine dair kanitlar artmaktadir(Bonanno et al., 2020). Bu tez

calismasinda; Nusinersen uygulamasindan 6nce ve sonra (yani takip eden dozdan 6nce



ya da hastalarin tedavileri devam ettigi siirece her Nusinersen uygulamasindan dnce)
SMA hastalarmin beyin omurilik sivilarinda (BOS) in siliko analizler ile
belirledigimiz ti¢ miRNA’nin (miR-155-5p, miR-222-5p ve miR-378b) ekspresyon
profillerini arastirmak ve bu sayede Nusinersen etkinligine dair birbilgi/gosterge elde

edilmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spinal Muskiiler Atrofi

2.1.1. SMA Tanimm ve Tarihcesi:

Otozomal resesif olarak kalitilan SMA, omuriligin 6n boynuzundaki o motor
noronlarin dejenerasyonuna bagli olarak ilerleyici kas giigstizliigii ve atrofi ile

sonuglanan noéromiskiiler bir hastaliktir.(Abiusi et al., 2021; Bonanno et al., 2020).

Normal kas ve sinir SMA'll kas ve sinir

/___.,/

<

Sekil 1. Normal kas ve sinir hiicresi ile SMA’l1 kas ve sinir hiicresinin farki (nkfu.com/sma nedir-

belirtileri-tipleri-tedavisi, Erisim Tarihi:23.02.2023)
SMA ilk olarak 1890’larda Viyana Universitesi’nden Guido Werdnig tarafindan

2 bebek kardeste ve Almanya Heildelberg Universitesi'nden Johann Hoffman
tarafindan 7 ek vakada tanimlanmistir(Kolb & Kissel, 2015). Werdnig- Hoffman,
SMA’ y1 erken bebeklik donemi baslangicli, degisen yaslarda 6liimle sonuglanan ve
patolojik olarak 6n boynuz hiicre kayb1 ile karakterize ilerleyici bir kas giigsiizliigii
olarak tanimladilar(Russman, 2007). Hastaligin klinik siddeti ile ilgili ilk ¢aligmalar
1899°da Sylvestre ve 1903’te Beevor tarafindan yapilmistir.1950’lerde Wohlfart ve
ark. ile Kugelberg ve Wlander hastalarin ayakta durma ve yiiriime yeteneklerini
koruduklart uzun siireli sagkalim ile daha hafif SMA formunu tanimladilar(Kolb &
Kissel, 2015). 1961’ de Byers ve Banker prognozu kolaylastirmak icin hastalar1 3
gruba ayirarak ilk SMA siniflandirmasini yaptilar(Ross & Kwon, 2019). 1964’ te
Dubowitz, bebeklik doneminde baslayan ve Werdnig- Hoffman tarafindan tanimlanan

infantil formdan daha uzun sagkalimi olan ve neredeyse ilerleyici olmayan 12 vakalik



seri bildirmistir. Bu seri, bebeklik doneminde baslayan ancak yavag bir ilerleme ile
iligkili yeni bir fenotip olan ‘‘ara/intermediate’’ formunun ilk sistematik tanimin
saglar(Mercuri, 2021). Coklu fenotipler ilk olarak 1991 yilinda Spinal Muskiiler Atrofi
Konsorsiyumu tarafindan baslangic ve ulasilan maksimim motor beceriye gore 3 tipte
siniflandirilmistir. Daha sonra eriskin baslangicli hastalar icin tip IV ve dogum oncesi
baslangi¢li olup haftalar iginde 6len hastalar i¢in tip 0 eklenmistir(Kolb & Kissel,
2015).

1990 yilinda kromozom 5 iizerinde hastaliga neden olan SMN geninin yerinin
kesfedilmesinden 5 yil sonra yani 1995 yilinda SMA hastalarinin %95°nin 5q13
tizerindeki SMNI1 genindeki homozigot bir delesyondan kaynaklandigi
kesfedilmistir(Kolb & Kissel, 2015; Mercuri, 2021). SMN geninin tanimlanmasi,
SMA patogenezinin anlagilmasinda kullanilan hayvan modellerinin ve SMN protein
seviyelerinin arttirilmasina yonelik terapotik hedeflerin  gelistirilmesine Onciiliik
etmistir(Kolb & Kissel, 2015). Bir motor fonksiyon 6l¢egi olan Hammersmith
Functional Motor Scale Expanded (HFMSE) 2003 yilinda gelistirilmis olup
giinlimiizde tedavi degerlendirmelerinde kullanilmaktadir(Main, Kairon, Mercuri, &
Muntoni, 2003; Maria C Pera et al., 2017). 2004 yilinda exon 7 atlamasini hedef alan
ISS-N1 dizisinin tanimlanmasi, SMA tedavisinde kullanilan Nusinersen’in gelisimine
yol a¢ti. Nusinersen Aralik 2016° da FDA tarafindan SMA i¢in onaylanan ilk tibbi
tedavi olup su anda dinya ¢apinda 10.000°den fazla Kkisinin tedavisinde
kullanilmaktadir (Ross & Kwon, 2019; Brunhilde Wirth, 2021).

1956 .
1891 Kugelberg /Wlander 1991 llk 3 tip
m!i-m" tanim tai'"m WM

1995 SMN geninin kesgfi

Hoffmann
2003
HFMSE
2000 I - - o
SMA hayvan L — — — >
modellerin I I
kullanimi 2016
2004
PR FDA onayh
ISS5-N1 dizisinin .
tanimlanmasi Nusinersen.

Sekil 2.2. SMA’daki gelismelerin zaman gostergesi (Ramdas &amp; Servais, 2020)
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2.1.2. Epidemiyoloji

SMA, bebek ve erken ¢ocukluk Sliimlerinin en yaygin kalitsal ndromiiskiiler
hastalik nedenlerinden biridir ve tahmini insidanst 1/6000 ila 1/10.000
arasindadir(D'Amico et al., 2011). SMA tasiyic1 sikliginin ise, etnik kokene gore
farklilik gostermekte olup genel popiilasyonda 1/40 ila 1/60 arasinda oldugu
bildirilmistir(Carré & Empey, 2016; D'Amico et al., 2011). SMA, nadir goriilen bir
hastalik oldugu icin cografyalara gore prevalansi ve insidanst iizerinde yapilan
caligmalar oldukca azdir ve farklilik gostermektedir. Calismalarin ¢ogu genetik
tanidan ziyade klinik taniya dayanmakta olup ¢ogunlukla Avrupa merkezli ¢alismalar
bulunmaktadir(Verhaart et al., 2017).Hem genetik laboratuvarlarindan (TREAT-
NMD)hem de wuluslararast kayittan edilen verilere gore Avrupa'daki
insidansin,<100.000 canli dogumda ortalama 11.9 (~1/3.900-16.000’dir)oldugu
tahmin edilmektedir(Mercuri, Sumner, Muntoni, Darras, & Finkel, 2022).

Tablo 2.1. 2020-2021 verilerine gére SMA insidansi(Mercuri et al., 2022)

Niifus Insidans
Masachusetts 1:18.957
New York 1:28.137
New South Wales 1:11.554
Almanya 1:6.910

SMA hastalar1 degerlendirildiginde , 2004 verilere gore; ~%58°ni SMA tip I,
~%29°ni SMA tip II ve~%13’ni SMA tip III hastalarinin olusturdugu goriilmiistiir.
2017 verilerine gore ise, ~%60’n1 SMA tip I, ~%20’ni SMA tip Il ve yine ~%20’ni
SMA tip III hastalarinin olusturdugu goriilmistiir(Mercuri et al., 2022). SMA,
pediatrik néromiiskiiler hastaliklar arasinda Duchenne Miiskiiler Distrofi (DMD)’ den
sonra en sik goriilen ikinci hastaliktir(BORA, 2007). Ancak, hamilelik oncesi tastyici
tarama, dogum oOncesi teshis ve gelismis iireme teknolojilerine erisim ile diinyanin
birgok bolgesinde SMA insidansinin azalacagi 6n goriilmektedir(Mercuri et al., 2022).
Ulkemizde de Ocak 2023’den itibaren yeni dogan tarama programi ve evlilik dncesi

taramasi baslamstir.



2.1.3. Klinik Fenotiplerin Simiflandirilmasi
SMA klinik olarak semptomlarin baslangi¢ yasi, ulasilan en yiiksek motor
fonksiyonu ve 6liim yasina gore bes alt tipte siniflandirilmaktadir(Kakazu et al., 2021)

Tablo 2.2. SMA klinik siniflandirma (Faravelli et al., 2015; Keinath, Prior, &amp; Prior, 2021; Mercuri
et al., 2022; Monani, 2005)

SMA Vaka Hastahgin  Ulasilan Klinik Belirtiler Yasam

Tip yiizdesi Baslangici  kilometre Siiresi
tasi
Tip 0 Siddetli zayiflik, Dogumdan
) Prenatal ve  Yok(oturamaz, hipotoni, solunum sonraki
(Tip | <%]1 dogum bas kontrolii yetmezligi, yetersiz haftalarda
varyanti) yok) beslenme kontraktiirler oliim

Baskin proksimal kas

Dogumila6 Oturamaz, bas zayifligi,solunum
950 ay kontrolii yok.  yetmezligi hipotoni,dil Oliim <2
Tip | fasikiilasyonlari,

yetersiz beslenme

Proksimal kas

. Destekli gli¢siizliigii, motor
Tipll Q%27 6-18 ay oturabilir, bas gelisiminde gecikme, Ortalama
kontrolii var  skolyoz, destege ihtiyag >20 y1l
duyarlar.
. Tip Illa: 18 Bagimsiz Proksimal kas
Tip HI 230 ay-3 yil olarak glicsiizliigii, normal Normal
Tiplllb: 3-30  oturabilir ve yasam beklentisi yasam
yil yiirtiyebilir
) <%5 >30 y1l Bagimsiz Normal yasam Normal
Tip IV ylirtiyebilir. yasam

SMA Tip 0: Tip I varyant1 (tip Ia,) olarak da bilinen tip 0, SMN2 geninin en az
oranda bulunmasiyla ortaya ¢ikan en nadir ve siddetli formudur(Chong et al., 2021).
Bu nadir vakalar, genellikle artrogripozis miiltipleks konjenita ile birlikte azalmis fetal
hareketle dogum Oncesi (in utero) baslangici ile ortaya ¢ikar(Burr & Reddivari, 2021).
Hastalar dogumdan hemen sonra derin hipotoni, siddetli zayiflik ve ciddi solunum
sikintisina sahiptir(T.-H. Chen, 2020b). Oliim genellikle dogumda ya da yasamin ilk
aymda meydana gelir(Burr & Reddivari, 2021). SMAtip 0’l1 hastalara iliskin
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Nusinersen ya da gen tedavisi ile tedavi edildigine dair kesin bir bilgi heniiz
bilinmemektedir(Prior, Leach, & Finanger, 2020).

SMA TIP I: Werdnig Hoffmann hastalig1 olarak da bilinen SMA tip I tiim
vakalarin yaklasik %50°si olusturan ve en yaygin formdur(Faravelli et al., 2015).
Bazi kaynaklarda tip | SMA, intra uterin yasamda baslayan ve dogumda goriilen tip I
a ( SMA tip 0), semptomlari 3 ayliktan dnce baslayan tip Ib ve 3 ila 6 aylikken baslayan
tip Ic olmak tizere {i¢ alt gruba ayrilir(Darras, Markowitz, Monani, & Darryl, 2015).
Bebekler dogumda normaldir, ancak kisa bir siire sonra (dogum ila 6 ay arasina)
hipotoni, gii¢stizliik, yetersiz beslenme ve solunum yetmezligine goriliir(Chiriboga,
2017). Dilde atrofi veya fasikiilasyonlar, yutma gii¢liigii, bas tutamama, simetrik
proksimal kas zayifligi, motor becerilerinin olmamasi, derin tendon reflekslerinin
azalmasi ya da olmamasi ve zayif kas tonusu baslica klinik belirtileri arasindadir(Burr
& Reddivari, 2021). Ayrica interkostal kaslarin zayifligi ve korunmus diyafram islevi
paradoksik solunuma( ya da karin solunuma) ¢an seklinde bir gégiis deformitesine yol
acar(Burr & Reddivari, 2021). Biligsel islev normaldir. Son yillarda hastalara, yardimli
ventilasyon ve diger miidahalelerin kullanimiyla sagkalimda bir miktar artis saglandigi
bildirilmistir(Darras et al., 2015). Ancak herhangi bir dis midahale
yoklugunda(solunum destegi olmadan)genellikle 2 yasindan  Once
kaybedilirler(Mercuri, Pera, Scoto, Finkel, & Muntoni, 2020).

SMA Tip II: Dubowitz hastaligi olarak bilinen SMA tip II hastalar1 tiim
vakalarin %27’sini olustururlar(Chiriboga, 2017; Gandhi et al., 2021). Hastaligin
baslangici genellikle 6 ila 18 aylikken giigsiizliik baslangici ile karakterizedir(Mercuri
et al., 2020). Hastalar desteksiz oturabilir, bazilar1 ayakta durabilir ancak hi¢bir zaman
desteksiz/bagimsiz  yiirime becerisini kazanamazlar(Chiriboga, 2017). Klinik
belirtiler arasinda kaba motor becerileri kazaniminin ¢ok yavas olmasi, derin tendon
reflekslerinin olmamasi, {ist ekstremitelerde ince tremorlar ve yiiz giigsiizligi
bulunur(D'Amico et al., 2011; Faravelli et al., 2015). ilave olarak tip II hastalarda
yasamin ilk yillarinda eklem kontraktiirleri ve kifoskolyoz goriilebilir(D'Amico et al.,
2011). Skolyoz ve interkostal kas zayifligi, solunum yetmezligine yol acarak yasam
kalitesini ve prognozu etkiler. SMA tip II hastalariin yaklasik %701 25 yasina kadar
yasarken bir kismi ise 3. dekada kadar yasayabilir(Burr & Reddivari, 2021).

SMA Tip I1I: Kugelberg Welander sendromu olarakta bilinen SMA tip Il tiim
vakalarin yaklasik %30’ unu olusturur(Chong et al., 2021). Tip III SMA, 18 ay ila 3 y1l
arasinda baglayan tip IIIA ve 3 yildan sonra baslayan tip IIIB olmak iizere iki alt gruba
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ayrilir(Faravelli et al., 2015). Hastalar tipik olarak tiim 6nemli motor kilometre
taslarina ulasirlar ve bazilar1 bagimsiz yiirlime yetenegi kazanirlar. Ancak bebeklik
doneminde 6zellikle kollardan daha ¢ok bacaklarin etkilendigi proksimal kas zayiflig1
gelistirirler. Bu nedenle hastalarin bir kismi1 tekerlekli sandalyeye ihtiya¢ duyarken bir
kismi ise hafif kas zayiflig1 ile yiiriimeye devam edebilir(D'’Amico et al., 2011).
Bagimsiz yiiriimeyi kaybeden hastalarda siklikla skolyoz deformitler, obezite ve
harekette azalmaya bagli olarak asteoporoz gibi ilave problemlerde
gelisebilir(D'Amico et al., 2011). Buna karsin kardiyak ve biligssel fonksiyonlar
normaldir ve solunum sikintisi az ya da hi¢ yoktur(Prior et al., 2020).

SMA Tip IV: Tiim vakalarin %5’inden azini olusturan SMA tip IV, yetiskinlikle
(20’11 - 30’ lu yaslarda) baslar ve kas gligsiizligii ile kendini gosterir(Chong et al.,
2021; Prior et al., 2020). Klinik belirtiler arasinda hipotoni, kas distrofisi, azalmis derin
tendon refleksleri goriilebilir. Gelisim basamaklarini normal siirede kazanirlar ve
klinik seyir daha hafiftir.(Faravelli et al., 2015; Prior et al., 2020)

2.1.4. Molekiiler Genetigi

2.1.4.1. SMA Gen Bolgesi

SMA’ ya neden olan hastalik geni 1990 yilinda kromozom 5q bolgesine genetik
baglanti analizi ile haritalanmistir. Duplikasyon ve inversiyonlar i¢in kromozom 5’ in
bu bolgesi500kb’lik) telomerik ve sentromerik olmak iizere 2 kopyasi bulunan en az
4 gen igermektedir: SMN (SMN1/SMNt ve SMN2/SMNCc), NAIP(neuronal apoptosis
inhibitory protein, NAIPT/NAIPc), GTF2H2(P44, general transcription factor I1H) ve
SERF1 (H4F5, small EDRK-rich factor 1)(Butchbach, 2016; Sumner, 2006). SMA’l1
hastalarda tiim bu genlerin homozigot delesyonlar1 goriilse de NAIP,P44, SERFI
genleri hastaliga neden olmamaktadir(Brunhilde Wirth, 2000). Bu ii¢ gen hastaligin
siddeti ve siiresi ile iligkili hastalik modifiye edici gen olarak tanimlanmaktadir(He et

al., 2013). Hastaliga asil neden olan gen SMN1’dir(Brunhilde Wirth, 2000).

500 Kb Kromozom 5g13.2 500 Kb
SMA igin
kritik bolge
WGTF2H2B  WNAIPA5 SMN2  SERFIB  SERFIA  smMN1 NAIP GTF2H2
A ke I
Sentromerik Telomerik
Rélae Rélae

Sekil 2.3. SMN genlerinin organizasyonu. Kromozom 5’in (500 Kb)bu bolgesinde SMN, NAIP, P44 ve
SERF1 olmak tizere 4 adet protein kodlayan gen bulunur (Butchbach, 2016)
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2.1.4.2. SMN1 ve SMN2 Genleri

SMA’nin 5q13 iizerinde tanimlamasinin ardindan 1995 yilinda Levebvre ve ark.
hastaliga neden olan SMN genlerini (SMN1 ve SMN2) tanimlamiglardir(Sumner,
2006). Tim SMA vakalarinin~%95’nin SMN1 geninin ekson 7 ve 8’de ya da sadece
ekson 7°de homozigot delesyondan kaynaklandig1 goriiliirken¥5’nde intragenik ya
da de novo mutasyonlardan®o2) kaynaklandigi goriilmiistiir(Carré & Empey, 2016;
Mercuri et al., 2022). SMN geninin SMN1 ve SMN2 olmak {izere iki fonksiyonel
kopyas1 bulunur ve her iki kopya da insanda eksprese edilmektedir(Sendtner, 2010).
SMNI1 ve SMN2 geni, omuriligin motor ndronlarinda bulunan SMN proteinini
kodlamaktadir(D'Amico et al., 2011). Yaklasik olarak 20 kb uzunlugunda genomik
bolgeye yayilan ve 9 eksondan (ekson 1,2a,2b,3,4,5,6a,7,8)olusan SMN genleri
(SMN1 ve SMN2) %99 oraninda homoloji gostermektedir(Keinath, Prior, & Prior,
2021; Lunn & Wang, 2008). Ancak SMN2 geni SMNL1 geninden ekson 7, ekson 8,
intron 6’da Int’lik, intron 7 de ise 2 nt’lik bir fark gosterir(B Wirth, Mendoza-Ferreira,
& Torres-Benito, 2017). Bu farkliliklardan en kritik olani ekson 7’nin 6. Konumunda
bulunan Sitozin (C) niikleotidinin Timin (T) niikleotidine (C>T, c840 C>T)
dontistimiidiir(Shababi, Lorson, & Rudnik-Schéneborn, 2014). SMN2-ekson 7’deki bu
C6T gecisi, ekson 7’nin SMN transkriptlerine dahil edilmesini diizenleyen bir Exonic
Splicing Enhancer (ESE) dizisinin ortasina denk gelmektedir(Butchbach, 2016).
Ekson 7’ deki CoT gegisi ile ESE dizisi(CAGACAA) etkisiz hale gelirken ayni anda
SMN2 geninin son kodlama eksonu i¢in Exonic Splicing Silencer (ESS(UAGACAA))
dizisi olusmaktadir(Mercuri et al., 2022). Bu yilizden, ESE’ye baglanmasi gereken,
serin ve arginin bakimindan zengin SR protein ailesinin baglantisi bozulur(Singh et
al.,, 2020). Yeni olusan ESS dizilerine ise pre-mRNA paketlenmesi ve
stabilizasyonundan sorumlu olan RNA baskilayict bir protein olan heterojen
riboniikleoprotein (hnRNP)A 1 baglanir(Q. Li, 2020). Kisaca, C6T gegisi translasyonel
olarak sessizdir ve beklenilen herhangi bir aa degisikligine yol agmamaktadir(Lunn &
Wang, 2008; Mercuri et al., 2022). Ancak post-transkripsiyonel bir mekanizma olan
Alternatif Splicing isleminde bir hataya neden olur ve ekson 7 atlanir(Prior et al.,
2020). Dolayistyla, SMN2 transkriptlerinin ¢ogu ekson 7’den yoksundur ve C terminal
ucunda 16 aa icermeyen kesilmis, stabil ve islevsel olmayan bir protein (SMNA7Y)

olusmaktadir(Mercuri et al., 2022).Sonug olarak, SMN2 yetersiz FL-SMN proteini



tireterek SMN1 kaybini tam olarak telafi edemez ve SMA’y1 engelleyemez((Iftikhar
etal., 2021; Q. Li, 2020) .

A. Saghkh Birey
SMN2 SMN1
I-c.84I]C::T
T C
premRNA= & 7 65 41w x 1« HEEEEEE ' B-
1 1
ESE: inaktiflegir ESE: akif
ESS: akiflagir ESS: inalzif

MRNA 8653021 3785430 DEloeEn 8
Hatal Splicing Dagru Splicing Dogru Splicing
90 3410 %100
SMN2A7 mRNA SMN2 FL-mRNA SMN1 FL-mRNA
Protein W - ‘ & ﬁ
o) i 1{ \
2290 Stabil olmayan %10 Stabil %100 Stabil
iglevsiz SMN2AT protein - FL-SMN proteini FL-SMN proteini
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B. Hasta Birey
SMN2 SMN1
c.840C>T

Tl

PremRNA o ¢ 7 ¢ 5 4 3 2 22 1 #....
— ===
ESE: inakeiflegiv

ES: aktiflagiv

mMRNA
Hatah ISpIcing Dogru Splicing Dogru Splicing
Prote * v 'y
\ A
9090 Stabil olmayan %10 Stabil %100 Stabil
islevsiz SMN2AT protein FL-SMN proteini FL-SMMN proteini

Sekil 2.4. Hasta ve saglikli bireylerde SMN1 ve SMN2mRNA’dan splicing ve protein olusumunu
gosteren sematik diyagram. (Chong et al., 2021; Mercuri et al., 2022; Monani, 2005).

Her SMN2 kopyas: tarafindan olusturulan proteinin yaklasik %10 kadari
islevseldir, bu da onu hastalik modifiye edici gen yapmaktadir(Keinath et al., 2021).
Artan SMN2 kopya sayisi, daha hafif seyreden bir fenotip ile iliskilendirilmis olup
hastaligin siddeti ve ilerlemesi modiile edilebilmektedir(Bonanno et al., 2020; Keinath
et al., 2021). Tip 0 SMA hastalari, en az sayida SMN2 kopyast ile karakterizedir ve
tipik olarak 1 SMN2 kopyasi bulundururlar(Neil & Bisaccia, 2019). Tip | SMA
hastalarimin %80°ni iki SMN2 kopyasi1 bulundururlar. Ancak, bu hastalar bazen bir ya
da tic SMN2 kopyast da bulundurabilirler. Tip II SMA hastalarinin %78 ni ii¢c SMN2
kopyast bulundururlar. Bu hastalar bazen 2 ya da 4 SMN2 kopyasini da
bulundurabilirler. Tip III SMA hastalarinin %93’ i istisnalar hari¢ 3 ile 4 SMN2
kopyasi bulunur. Tip IV hastalar1 ise, tipik olarak 4 SMN2 kopyasi tasirlar. Farkl
calismalarda da benzer frekanslar bulunmustur(Mercuri et al., 2022; Neil & Bisaccia,
2019). Ancak, SMA’nin klinik siddeti 6zellikle SMA tip II ve III hastalarinda, sadece
SMN2 kopya sayisina bakilarak &n goriilemez. Incelemelerde iki ya da iic SMN2
kopyasina sahip bireysel SMA tip LII ya da III hastalar1 bildirilmistir. Sonug olarak,
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bu veriler dikkate alindiginda SMN2kopya sayisinin hastalik siddetinin tek
degistiricisi olmadig1 goriilmiistiir(Mercuri et al., 2022). Ek olarak, PLS3 (Plastin 3),
NCALD (Neurocalcin delta) ZPR1 (¢inko parmak proteini), NRN1 (Neuritin 1),
H4N4, IGF1 ve UBA1 dahil olmak iizere bir ¢ok faktoriin SMA siddetini modifiye
ettigi 6ne siirtilmustiir(Singh, Howell, Ottesen, & Singh, 2017; Singh et al., 2020).

SMN2 kopya sayisi ve SMA Tipleri
1000
800
= 1 SMN2 kopyasi
Eﬁoo m 2 SMN2 kopyasi
ig 3 SMN2 kopyasi
£4OO 4 SMN2 kopyasi
200 B 5 SMN2 kopyasi
0
Tip| (n=1,256) Tip Il (n=1,160) Tip Il (n=1,040)

Sekil 2.5. SMN2 kopya sayilar1 ve SMA tiirlerinin dagilimini gésteren grafik (Mercuri et al., 2022).
2.1.4.3. SMIN Proteini ve Islevi

SMN genleri tarafindan kodlanan FL-SMN proteini, daha once tanimlanan
hicbir protein ile homoloji gostermeyen 294 aa’ten olusan 38kDa’lik bir
proteindir(Monani, 2005). SMN proteini, stoplazmada ve g¢ekirdekte ‘‘Cajal’’ve
“‘gem’’ adi1 verilen yapilarda lokalizedir(D'Amico et al., 2011). SMN proteini
“housekkeping’’ islevleriyle tutarli olarak memeli hiicrelerinin tiim dokularinda
eksprese edilir(D'Amico et al., 2011; Fan & Simard, 2002). Embriyogenez sirasinda
yiiksek oranda eksprese edilen SMN proteinin, dogum sonrasi doénemde
ekspresyonunun azaldigi gozlemlenmistir(Gandhi et al., 2021). Ayrica beyin,
karaciger ve bobrekte yiiksek seviyede eksprese edilirken, kalp ve iskelet kasinda orta
seviyede, fibroblast ve lenfositlerde ise diisiik seviyede eksprese edildigi
bulunmustur(Coovert et al., 1997). 9 ekson tarafindan kodlanana SMN proteini, farkli
fonksiyonel baglayici alanlar1 bulunmaktadir: Ekson 2 tarafindan kodlanan lizin
bakimindan zengin bir bazik bolge, ekzon 3 tarafindan kodlanan bir Tudor motifi,

ekzon 4 ve 5 tarafindan kodlanan propilin (P) bakimindan zengin bolge ve ekzon 6
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tarafindan kodlanan bir tirozin/glisin (YG)kutuusna sahip bolge (Chong et al., 2021,
Paul, Gushue, Kotha, & Shell, 2021).

| Gemin 2 Baglanma
P
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—'_J 2
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./4 :
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Sekil 2.6. FL-SMN proteininin sematik gosterimi(Chong et al., 2021; Mercuri et al., 2022).

Genellikle oligomerize formda bulunan SMN, Gemin 2-8 ve iiridin bakimindan
zengin unrip proteinleri dahil olmak {izere birgok proteine baglanarak multiprotein
yapida bir kompleks olusturmaktadir(Mercuri et al., 2022; Tisdale & Pellizzoni, 2015).
SMN kompleksi, RNA islenmesinin farkli kisimlarinda yer alan Sm proteinleri(Smith
core proteinleri), RNA helikaz, A fibrillarin, GAR1, RNP’ler hnRNP U, hnRNPQ ve
hnRNP R gibi pek ¢ok proteinle de etkilesime girmektedir. Buna bagl olarak SMN
kompleksi, pre-mRNA splicing isleminde yer alan Spliceosome’un kritik bir bileseni
olan kiiciik niikleer riboniikleoproteinlerin (snRNP’lerin) biyogenezinde rol
oynamaktadir(Sumner, 2006). Cogunlukla RNA ile iliskili proteinlerde bulunan SMN
Tudor motifi, Sm core proteinlerinin arginin ve glisin bakimindan zengin
bolgelerine(RGG alani) baglanarak SNnRNP biyogenezinde islev goriir ve spliceosome
birlesmesini kolaylastirir. SMN ve Sm proteinlerin iligskisini bozan bu alandaki
mutasyonlar genellikle SMA hastaligina neden olabilir(Chaytow, Huang,
Gillingwater, & Faller, 2018; Coovert et al., 1997). Bunun yani sira Tudor motifinin,
snRNP biyogenezinde gerekli olan cajal cisimciklerin (CB’ler) bir belirteci olarak
gosterilen coilin etkilesimlerinden sorumlu oldugu da bildirilmistir(Coovert et al.,

1997). SMN protein eksikligi, snRNP birlesmesinin azalmasina bagli olarak splicing

13



isleminde hataya ve motor néron hasarina neden olur(Faravelli et al., 2015; Reed &
Zanoteli, 2018). Ayn1 zamanda SMA hayvan modelleri iizerinde yapilan ¢alismalarda,
snRNP’lerin birlestirme yetenegi ile SMA fenotiplerinin iliskili oldugu da
bildirilmistir(T.-H. Chen, 2020b).

SMN kompleks(ler)i SMN islevleri
Gemin 4 (e Spliceosome,snRNP biyogenezi
Gemin 3 e miRNA biyogenezi ve islevi
e Protein translasyonu
Gemin 5§
SMN e DNA onarimi,
Unrip e hiicresel sagkalimda,
Gemin7 . .. . .
em.m e hiicre iskeleti dinamikleri,
Gemin 6
: | e mitokondriyal disfonksiyon vb.
Gemin 2 I

Sekil 2.7. SMN komplekslerini ve islevlerini gosteren 6zet sematik dlyagram(Faravelll et al., 2015;
Mercuri et al., 2022; Singh et al., 2017).

SMN proteininin, aksonlarda, motor ndronlarin ndrit ve biiyiime konilerinde
lokalize oldugu bilinmektedir(Oskoui & Kaufmann, 2008). Dolayisiyla SMN
proteindeki azalma, motor noron kaybi, néranal hiicrelerde farklilagma, norit uzantisi
NMIJ gelisimi ve islevindeki anormalliklerle de iligkilendirilmistir(Karasu et al., 2022).
Ayrica SMN proteininin, ¢izgili kaslardaki Z bantlarinda da yer almasi, patogenezin
sadece motor noron govdesini igermedigini diistindiirmektedir(Oskoui & Kaufmann,
2008).
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Sekil 2.8. SMA*‘ da, omurilik, motor noron, motor akson, noromiiskiiler kavsak ve kasta SMN
eksikliginin neden oldugu temel fonksiyonel ve morfolojik anormalliklerin sematik gdsterimi. SMA’
da motor sisteminin birgok yonii bozulmaktadir. (Mercuri et al., 2022; Tisdale & Pellizzoni, 2015)

Calismalarda, diisiik SMN diizeyinin iskelet kasi, kalp, karaciger, dalak ve
kemik gibi yapilar1 da etkileyen SMA’nin multisistem bir hastalik oldugu
gozlemlenmistir(Gandhi et al., 2021). SMN proteinin islevi ve . SMA’daki motor
norona Ozgii patolojisinin nedeni lizerine ¢aligmalar yapilsa da hala anlasilamayan
kisimlar vardir. Bu nedenle SMN proteinin islevi ve SMA patogenezinin
aydinlatilmasina dair daha fazla caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Gliniimiizde bu

alanda yapilan ¢aligmalar devam etmektedir.
2.1.5. SMA Teshis ve Tan1 Yontemleri

Daha onceleri , SMA tanisi i¢in elektromiyografi ve kas biyopsisi yaygin olarak
kullanilmaktaydi.(Mercuri et al., 2022). Ancak molekiiler genetik testlerdeki
ilerlemelerle birlikte bu yontemler giiniimiizde ¢ok tercih edilmemektedir. Hastalar,
klinik muayenenin ardindan ilk olarak genetik testlerden gegmelidir(Mercuri et al.,
2022).

Genetik Tam : Genetik tan1 olduk¢a ucuz ve basittir.(Mercuri et al., 2022)SMA
hastalarmin yaklasik %95’inde SMN1 geni ekson 7 deki (ve ekson 8) homozigot
delesyonlar goriilmektedir. SMA’nin tanisinda, hastaligin fenotipi ile ilgili bilgi veren

SMN?2 kopya sayisinin da Olglilmesi gerektigi vurgulanmis olup genetik testler ile
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Olgiilebildigi gosterilmistir. Hem SMN1 genindeki delesyon hemde SMN2 kopya
sayisi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), yeni nesi dizileme yontemi (NGS) ve
multipleks ligasyon probu amplikasyonu (MLPA) gibi yontemlerle belirlenmektedir.
Testler, %95 duyarlilik ve %100 6zgiilliik ile giivenilir sonuglar vermektedir(Burr &
Reddivari, 2021; Mercuri et al., 2022). Tarama programlarinda, tasiyici testi ve dogum
Oncesi tarama mevcuttur(Faravelli et al., 2015).

Taswyicilik Testi : Tek bir SMN1 kopyasinin saptanmasi tasiyicilik durumunu
durumunu gostermektedir. Tastyicilik testi SMNI1 kopya sayisinin belirlenmesini
saglayan Kantitatif gen dozaji analizleri ile (Kantitatif PCR , MLPA. CMA gibi)
yapilabilmektedir(691, 2017).

Prenatal  tami;  Koryonovillus  Orneklemesi ya da amniyosentez ile
yapilmaktadir(Mercuri et al., 2022). Ancak prenatal klinik sonucu, SMN2 kopya
saymin her bir SMA alt tipine 6zgii olmamasindan dolay:1 hastaligin ciddiyetini 6n
goremez(Faravelli et al., 2015).

Diger Testler : Atipik SMA vakalari ve SMN1 ekson 7 delesyonlar tespit edilemeyen
kisilerin teshisi igin , EMG, kas biyopsisi ve serum kreatin kinaz (CK) seviyelerinin
Olgtimii gibi testler kullanilmaktadir (Faravelli et al., 2015).

e Kan orneklerinde bakilan ve kas hasarmin bir gostergesi olan serum CK
seviyeleri SMA hastalarinda 2 ila 4 kat arasinda artis gosterebilmektedir.
Ancak birgok noromiiskiiler hastalikta artis gostermesinden dolay1 hastaligin
kesin teshisinde kullanilamaz.

e EMG, c¢ogunlukla denarvasyonu dogrulamaktadir. Bu, fibrilosyon
poansiyelleri, pozitif keskin dalgalar ve ara sira fasikiilasyonlar dahil olmak
izere anormal spontan aktivitelerden olusur.

e Kas hiyopsisi, onceden SMA hastaligin tanisinda tercih edilse de yontemin
invaziv olmasi ve genetik testlerdeki ilerlemelerle birlikte giiniimiizde ¢ok

tercih edilmemektedir.

Bu elektrofizyolojik testler klinik fenotip ve motor performansi ile korelasyon
gostermistir(Burr & Reddivari, 2021).

Yeni dogan taramasit SMA ile dogan bebeklerin¥095"ini tanimlar. SMA yeni
dogan taramasi uygulamasi, SMA gercek insidansi daha iyi tahmin edilmesi,
semptomlarin baglangicindan dnce tedaviye baglanma imkani prognostik ve predictive

biyobelirteglerin tedaviye nasil yanit verdiginin daha iyi anlasilmasi i¢in imkan
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saglayacaklar(Mercuri et al., 2022). Ayn1 zamanda, SMA biyobelirteglerinin ve
giivenilir somut oOlgiitlerinin gelistirilmesi, terapotik yanit degerlendirilmesi igin yol
gosterici olacaktir. Bu nedenle biyobelirteclerin tanimlanmasi i¢in ¢alismalar hala

devam etmektedir(Faravelli et al., 2015).
2.2. SMA i¢in Terapotik Hedefler

Gliniimiizde SMA i¢in kesin bir tedavi yontemi yoktur. Bu yondeki ¢aligmalar
hiz kaybetmeden devam etmektedir. SMA i¢in gelistirilen terapotik hedefler, SMN
bagimsiz ve SMN bagimli terapétik stratejiler olarak iki grupta incelenebilir.

SMN bagimsiz terapotik hedefler arasinda Noroprotektif ajanlar, Miyostatin
inhibitorleri, NMJ (Noromuskiiler Kavsak), Sinaps ya da Norotransmiteri hedefleyen
ajanlar ve kok hiicre tedavisi gibi yontemler bulunmaktadir(T.-H. Chen, 2020b).
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Sekil 2.9. SMA tedavisine yonelik gelistirilen terapétik stratejiler(T.-H. Chen, 2020b)
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Hastaligin altinda yatan genetik mekanizmalarin anlasilmasi ve hastaligin
fenotipinin SMN protein seviyeleri ila iligkili oldugunun anlagilmasiyla, SMA’y1
tedavi etme ¢abalari FL-SMN protein iiretimini arttirmak {izerine olmustur(Keinath et
al., 2021). Suanda SMN bagimli FL-SMN protein diizeylerini arttirmaya yonelik
birkag farkli yaklasim/hedef bulunmaktadir:

I.  SMN2 transkriptlerine ekson 7’nin dahil edilmesini arttirmak
1. SMN2 gen ekspresyonunu arttirmak
I1l.  SMN proteininin stabilize edilmesi ya da SMN geninin degistirilmesidir
(Scoto, Finkel, Mercuri, & Muntoni, 2017).
Bu amagla son zamanlarda SMN bagimli ve FDA onayli, antisens oligoniikleotit
(ASO) nusinersen , Risdiplam ve onasemnogene abeparvovec (Zolgensma AVXS-
101) tedavileri SMA hastalari i¢in uygulanabilir hale gelmistir(Messina & Sframeli,
2020)
2.2.1. Nusinersen
Biogen’den Nusinersen (Spinraza) pediatrik ve yetiskin SMA hastalarinin
tedavisi icin hem FDA (Aralik 2016°da) hem de Avrupa Ilag Ajans1 (EMA) (Haziran
2017’de) tarafindan onaylanan ilk tibbi tedavidir (T.-H. Chen, 2020b).
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Sekil 2.10. Nusinersen yapisi(Goodkey, Aslesh, Maruyama, & Yokota, 2018)

Nusinersen’nin gelisimi, Singh Labratuvari’nda, splicing islemi sirasinda
MRNA ekson 7 atlamasinda yer alan SMN2’nin ISS-NI dizisinin tanimlanmasiyla
baglamistir(Ross & Kwon, 2019). 15 nt uzunlugunda ISS-NI dizisi SMN2 ekson 7
dahil edilmesi tizerinde giiglii bir inhibitor etkiye sahiptir. Bu nedenle, ASO tedavisi
icin bir hedeftir(Goodkey et al., 2018). ASO’ larin kimyasal modifikasyonlari ve
uygulama yoOntemleri iizerinde yapilan ilerlemeler sayesinde ndrodejeneratif

hastaliklarin tedavisi i¢in ideal adaylardir(Schoch & Miller, 2017). Daha fonksiyonel
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bir protein iiretmek i¢in, ilgili proteini kodlayan RNA’ya baz eslestirme
hibridizasyonu yoluyla segici olarak baglanmak iizere tasarlanan ASO’lar, kisa
modifiye edilmis sentetik niikleotid dizileridir(Chiriboga, 2017). Nusinersen, SMN2
pre-mRNA’da spesifik ~ bir  diziye baglanmak  ilizere  tasarlanmis
splicing’ini(eklenmesini) degistiren 2’-0-metiloksietil (2’MOE) ile modifiye edilmis
bir ASO’dur. Nusinersen ekson7’nin  dislanmasmni  uyaran  heterojen
niikleoproteinlerini (hRNP A1/2 proteinleri) alinimini bloke etmek icin SMN2 pre-
mRNA’nin intron7’inde bulunan, ISS-N1 bolgesine baglanir ve hnRNP’lerin alinimini
sterik olarak engeller. Boylece, SMN2’nin ekson 7 alternatif eklenmesini

diizenleyerek daha fazla FL-SMN protein tiretilmesini saglamaktadir(Bonanno et al.,

2020; Mercuri et al., 2022).
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Sekil 2.11. Nusinersen etki mekanizmasinin sematik gosterimi(Talbot & Tizzano, 2017)

Nusinersen kan beyin bariyerini (KBB)gecemedigi i¢in BOS’a(Beyin Omurilik
Sivisi) intratekal olarak uygulanir ve merkezi sinir sistemi (MSS) hedef almaktadir
(Albrechtsen, Born, & Boesen, 2020). Nusinersenin eliminasyon yar1 6mrii, plazmada

ortalama 63 ila 87 giin, MSS’nde ise ortalama 135 ila 177 giindiir. Nusinersenin
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metabolizmasi ve eliminasyonu, 3’ ve 5° ekzoniikleaz hidrolizi ve idrar atilimi ile
gerceklesmektedir. Klinik caligmalarda, yas ya da toplam viicut agirligt ile BOS
konsantrasyonlarima dayali dozlama kullanilsa da farmakokinetik ¢aligmalar,
Nusinersen’in eliminasyonunun, yas ve viicut agirligindan bagimsiz oldugunu
gostermistir(Albrechtsen et al., 2020; Ramos et al., 2019). Bu nedenle, tiim yas ve
agirliklar i¢in 12mg olacak sekilde sabit bir doz uygulanmasi 6nerilmistir (Keinath et
al., 2021)

Nusinersen tedavisi giliniimiizde diinya c¢apinda 10.000°’den fazla kisinin
tedavisinde kullanilmakta oldugu bilinmektedir. Ancak, Nusinersen’in hem ¢ok pahali
olmasi hem de intratekal enjeksiyonla uygulanmasi tedaviyi zorlastirmaktadir(T.-H.
Chen, 2020b; Brunhilde Wirth, 2021).

2.2.1.1. Klinik Cahismalar

Faz | Calismasi: Faz | denemesi, Chirboga ve ark. tarafindan SMA tanis1 almig
tip 11 ve III hastalarinda yapilmistir. Calismada, tek bir intratekal nusinersen dozunun
giivenilirligi, tolere edilebilirligi, farmakokinetigi, MSS SMN protein seviyeleri ve
klinik sonug ol¢iitleri degerlendirilmistir. Caligmaya 2 ila 14 yas arasinda olmak {izere
28hasta dahil edilmistir. Hastalar 4 gruba ayrilarak, intratekal enjeksiyon ile BOS’a
tek doz ilag (1mg, 3mg, 6mg ve 9mg) uygulanmistir. Hastalara, fiziksel ve norolojik
muayeneler, Klinik laboratuvar testleri (hematoloji-idrar tahlili vs.), BOS sitokinleri,
BOS laboratuvar testleri (hiicre saymmi vs.) ve elektrokardiyograftlar
(EKG)uygulanmistir. Klinik sonug olgiitleri ise HFMSE motor dlgek analizleri ile
degerlendirilmistir. Degerlendirmeler sonucunda, hastalarda hicbir ciddi yan etkilere
rastlanmamistir. En sik bildirilen yan etkiler arasinda bas agris1 ve sirt agrisi
bulunmakta olup bu yan etkilerin Nusinersen kaynakli olmadigi disiiniilmiistiir.
Intratekal enjeksiyon ile uygulanan Nusinersen hastalar tarafindan iyi tolere edildi.
Hastalarda, Nusinersen uygulamasi Oncesi seviyelere gore 6mg ve 9mg dozlarda
nusinersen uygulamasi yapildiktan sonra SMN protein seviyeleri artmistir. Ek olarak,
9mg tek bir intratekal nusinersen dozu HFMSE skorundaki klinik olarak anlamli bir
artis gostermis ve hastalarin motor fonksiyonlarinda iyilesmeler gdzlemlenmistir. Bu
calismadan elde edilen veriler, SMA tedavisi i¢in Nusinersen’in kullanimini
desteklemektedir(Chiriboga et al., 2016; Claborn, Stevens, Walker, & Gildon, 2019;
Gidaro & Servais, 2019).

20



Faz Il Calismasi: Faz Il acik etiketli artan doz klinik ¢alismasinda, Finkel ve
ark. infantil baglangicli SMA hastalarinda ¢oklu intratekal nusinersen dozlarinin,
giivenilirligini, tolere edilebilirligini farmakokinetik ve farmakodinamik etkilerini
degerlendirmistir. Calisma 20 hastadan olusmaktadir ve dahil edilen hastalar, SMA
semptom baslangici ve SMN1 homozigot gen delesyonu ya da mutasyonu olan 3 hafta
ve 7 aylik arasinda bebeklerdir. 20 katilimcidan 4’ine, 1, 15 ve 85. giinlerde her biri
6mg’lik yiikkleme dozlar1 ardindan ise 253. giinde ve bundan sonraki her 4 ayda bir 12
mg idame dozlar verildi. 16 katilimciya ise, ayni programa gore 12 mg yiikleme ve
idame dozlar uygulandi. Hastalara, fiziksel ve norolojik muayeneler, klinik
laboratuvar testleri, BOS laboratuvar testleri ve EKG uygulandi. Klinik sonuglar,
Hammersmith Bebek Norolojik Muayenesi-Boliim 2 (HINE 2) ve Philadelphia Coguk
Hastahanesi Noromiiskiiler Bozukluklar Bebek Testi (CHOP INTEND) testleri
degerlendirildi. Calisma sonucunda,16 katilimcida 77ciddi yan etki bildirilmis ve en
yaygin olarak solunum yolu enfeksiyonu ve solunum sikintis1 ya da yetmezligi
goriildiigiic gozlemlenmistir. Ayni1 zamanda, SMA I’in dogal klinik seyri ile
karsilagtirildiginda 19 hastanin 16’nda motor fonksiyon puanlarinda (HINE 2ve CHOP
INTEND ) ve gelisimsel motor kilometre taslarinda iyilesme oldugu da
gbzlemlenmistir. Bu olumlu sonuglar nedeniyle, bu calisma faz III ¢alismasina 11k
tutmustur(Finkel et al., 2016; Q. Li, 2020; Neil & Bisaccia, 2019).

Faz Il Caligmas:: Finkel ve ark. SMA’l1 121 bebekte Nusinersen’in etkinligini
ve giivenilirligini degerlendirmek i¢in faz 11l ¢alismasi (ENDEAR) yiiriitmislerdir.
ENDEAR randomize, ¢ift kor, sham kontrollii faz 11l ¢calismasi, tarama sirasinda <7
aylik SMA tanis1 almug tip | bebekler iizerinde gergeklestirilmistir. Calismada hastalar,
intratekal Nusinersen uygulamasi ya da plesebo olacak sekilde 2:1 oraninda randomize
edildi. Nusinesen grubuna, mtratekal enjeksiyonla 1., 15., 29., 64. giinlerde yiikleme
dozlar, 183. ve 302. giinlerde ise idame dozlar uygulanmistir. Kontrol grubuna ayni
giinlerde sham islemleri uygulanmistir. Nusinersenin dozu, dozun uygulandig giin
hastanin yasina ve tahmini BOS hacmine gore (12mg ve esdeger dozlar) ayarlanmistir.
Kinik degerlendirme HINE2 ve CHOP-INTEND motor 6l¢ek analizleri kullanilarak
yapilmistir. Degerlendirme sonucunda Nusinersen uygulamasi alan hastalar,
almayanlara kiyasla (%0’a kiyasla %51)daha fazla motor kilometre tasi yanitina sahip
olduklar1 bulunmustur. Sonug olarak, SMA’l1 hastalar arasinda Nusinersen grubunun,
sagkalimi ve motor fonksiyonlarda iyilesme olma olasilig1 kontrol grubuna gore daha

yiikksek oldugu gozlemlenmistir. Tim bu ¢alismalardan elde edilen veriler
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degerlendirildiginde Nusinersen 23 Aralik 2016’da SMA tedavisi igin FDA onay1
almistir(Claborn et al., 2019; Finkel et al., 2017).

Mercuri ark. 6 aydan sonra semptom baslangict olan 126 SMA’l1 ¢ocukta
Nusinersen’in etkinligini ve giivenilirligini degerlendirmek igin faz Il ¢alismasi
(CHERISH) yiiriitmiislerdir. Bu ¢ok merkezli, randomize, ¢ift kor, sham kontrollii faz
Il ¢alismasinda hastalar, intratekal Nusinersen uygulamasi ya da plesebo olacak
sekilde 2:1 oraninda randomize edildi. Hastalara, intratekal enjeksiyonla 1., 29., 85.,
ve 274. giinlerde 12mg doz plesebo grubu da olmak iizere uygulamasi yapilmstir.
Kinik degerlendirme HFMSE motor 6l¢ek analizi ile yapilmis olup degerlendirme
sonucunda, Klinik olarak >3 puanlik artigsla anlamli bir iyilesme gozlemlenmistir.
Ayrica, Nusinersen ve kontrol grubunda benzer oranlarda yan etkiler gériilmiis olup
bunlar arasinda, bas agrisi, sirt agrisi, bulanti gibi semptomlar bulunmaktadir.
Calismada sonunda, ge¢ baslangigli SMA hastalarinda, Nusinersen grubunun, kontrol
grubuna kiyasla, motor fonksiyonlarda anlamli bir klinik iyilesme gosterdigi sonucuna
varmiglardir(Q. Li, 2020; Mercuri et al., 2018).

2.2.2. Gen Tedavisi

Bir bagka terapétik yaklagim olan gen replasman tedavisi, SMN1 geninin noéral
hiicrelere aktarilmasini  hedeflemektedir(T.-H. Chen, 2020b). Klinik &ncesi
caligmalarda, viral aracili SMN1 geninin iletiminin basarili bir sekilde ger¢eklestigi
goriilmustiir(Tisdale & Pellizzoni, 2015). Novartis sirketi tarafindan gelistirilen
Zolgensma (Onasemnoge abeparvovec; eskiden AVXS-101 olarak bilinir) , 2 yasin
altindaki SMA tip I hastalarin tedavisi i¢in, Mayis 2019°da FDA tarafindan, Mayis
2020’de ise EMA tarafindan onay almistir(Chong et al., 2021; Menduti, Rasa, Stanga,
& Boido, 2020). Zolgensma, SMN1 geninin fonksiyonel bir kopyasinit motor néronlara
verimli bir sekilde iletmek iizere adeno-iliskili viriis vektoriinti(scAAV9) kullanan bir
gen terapisidir(Messina & Sframeli, 2020). AVV9 vektori KBB’ni gectigi igin
Zolgensma, Nusinersen’den farkli olarak tek seferlik intravendz enjeksiyon ile
uygulanmaktadir(Chong et al., 2021). Bu tedavi yontemi, yalnizca tek doz uygulama
gerektirmesi ve klinik deneylerde umut verici sonuglar elde edilmesiyle 6n plana
¢ikmaktadir. Ancak, tedavinin maliyetinin ¢ok yiiksek olmasi (2 milyon dolar) en
biiyiik dezavantajidir(Kakazu et al., 2021).
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2.2.3. Kiiciik Molekiiller

Giiniimiizde, Risdiplam (Evrysdi™ RG7916) ve Branaplam (LMI070) gibi
kiiclik molekiiller, ekson 7’ nin SMN2 mRNA’ya dahil edilmesini ve boylece FL-SMN
protein lretimini arttirmaya yonelik gelistirilen tedavi yontemidir(Dangouloff &
Servais, 2019). Risdiplam, 2 ay ve daha biiyiikk SMA hastalarinin tedavisi i¢in ilk
Agustos 2020°de FDA ve Mart 2021°de EMA tarafindan onay almistir(Hahn et al.,
2022). Risdiplam, KBB’ni geger ve oral olarak uygulanan ilk ilagtir(Schorling,
Pechmann, & Kirschner, 2020). Bu durum Risdiplam i¢in avantaj saglamaktadir.
Soyle ki, Nusinersen intratekal enjeksiyon ile uygulanmakta olup etkisi MSS’nde
motor noronlar ile sinirhi kalmaktadir. Ancak, Risdiplam oral olarak uygulandigi igin
sadece MSS ile sinirl kalmay1p periferik dokulara da etki edebilmektedir(Messina &
Sframeli, 2020).

SMA hastaliginin tedavisinde kullanilan tiim bu yontemleri ve olas1 katkilarini
degerlendirebilmek adina cesitli fonksiyonel gibi testler kullanilmigtir. Nusinersen
tedavisinin motor fonksiyonlara olasi katkisini degerlendirmek i¢in HFMSE o6l¢egi
kullanilmaktadir. Bizim ¢alismamizda da Nusinersen’in motor fonksiyonlara olasi
katkisin1 degerlendirmek i¢in HFMSE 6l¢egi kullanilmis degerlendirme bu konuda

egitim almis uzman Fizyoterapist tarafindan gergeklestirilmistir.

2.2.4. Hammersmith Functional Motor Scale Expanded (HFMSE):

Son zamanlarda, SMA hastalar1 i¢cin hastaliga spesifik sonuc Ol¢iitlerini
belirleyebilmek adina c¢esitli ¢alismalar yapilmistir. HFMSE, SMA tip Il ve Il
hastalar1 i¢in 6zel olarak tasarlanmis olup klinik degerlendirme ve rehabilitasyon araci
olarak yaygin olarak kullanilmaktadir(Maria C Pera et al., 2017). HFMSE’nin
giivenilirligi, gecerliligi ve degisimlere duyarliligi tartisilmis ve gerekli goriilen
kriterlerin ¢ogunu karsilayarak olgegin kullanilma uygun oldugu sonucuna
varilmistir(Ramsey et al., 2017). HFMSE, SMA hastalari i¢in kullanilan 20 maddeden
olusan HFMS(Hammersmith Fonksiyonel Motor Olgegi) ve 13 maddeden olusan
GMFM (Kaba Motor Fonksiyon Olgiimii)dlgeklerinin  birlestirilmesi ile
olusturulmustur(Pierzchlewicz, Kepa, Podogrodzki, & Kotulska, 2021). Olgek 33
maddeden ve 66 puandan olugsmaktadir(Maria Carmela Pera et al., 2021).33 madde
icerisinde; destekli/desteksiz oturabilme , ellerini kafasina gotiirebilme, yana
yuvarlanma, yiiz iistii pozisyonda basini kaldirabilme, destekli ayakta durabilme, adim

atabilme, ziplayabilme gibi aktiviteler bulunmaktadir(Maria C Pera et al., 2017). Her
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madde 3 puan ilizerinden degerlendirilir ve ‘‘destek almadan yapar’’2, ‘‘destek alarak
yapar’’l ve ‘‘yapamaz’’ i¢in 0 puan olmak iizere toplamda 0 ila 66 puan arasinda
degisen bir skorlama yapilmaktadir(Maria Carmela Pera et al., 2021). HFMSE, SMN2
kopya sayisi, bilesik kas aksiyon potansiyeli (CMAP), zorlu vital kapasite (FVC) ve
kas kuvveti ile pozitif korelasyon oldugu gosterilmistir(Ramsey et al., 2017). HFMSE
skoru, kisa siirede ve kolay uygulanmasi, en az miktarda ekipmana ihtiya¢ duyulmasi,
hastay1r daha az yormasi, diger klinik degerlendirmelerle yiiksek oranda iligkili ve

giivenilir olmasi yoniiyle avantajlidir(O’Hagen et al., 2007).

HFMSE skorunun kullanimi genel anlamda avantajli olarak bulunsa da bazi
dezavantajlar1 da bulunmaktadir. ilk olarak, SMA klinik olarak oldukca heterojen bir
hastalik olmasi zorluklardan biridir. Diger bir dezavantaj ise, hastalik progresyonunu
etkileyen, farkli yas ve islevsel diizey gibi ¢esitli faktorlere baglh olarak klinik olarak
anlamli degiskenligin belirlenmesindeki zorluktur. Bu zorluklar dikkate alindiginda
6l¢egin kullanimin faydali olduguna dair destekleyici daha fazla calismaya ihtiyag
vardir.(Maria C Pera et al., 2017).

2.3. SMA ve MikroRNA

2.3.1. MikroRNA’lar (MiRNA’lar) ve Kesfi:

MiRNA’ lar, hedef genlerin transkripsiyon sonrasi susturulmasinda diizenleyici
olarak iglev goren yaklasik 19 ila 25 niikleotid uzunlugundaki tek iplikli kodlamayan
RNA molekiilleridir(Bhaskaran & Mohan, 2014; Lu & Rothenberg, 2018). MiRNA
genleri, eksonik ya da intronik bdlgelerde ve intergenik (genler arasi) bolgelerde
bulunurlar. MiRNA’lar insan genomunda tek yada kiimelenmis sekilde (polisistronik)
yer alir ve Y kromozomu harig tiim kromozomlar {izerinde tanimlanmistir(Fridrichova
& Zmetakova, 2019).

MiRNA’ lar ilk olarak Lee ve ark. (1993)tarafindan Caenorhabditis elegans
larvalarinda, temel diizenleyici olarak islev goren kiiciik endojen RNA lin-4 geninin
tanimlanmasiyla kesfedilmistir(Hammond, 2015; Lu & Rothenberg, 2018; O'carroll &
Schaefer, 2013). Daha sonra Ruvkun ve Ambros Labaratuvarlarinda baslangicta
protein kodladigina inanilan lin-4 geninin aslinda protein kodlamadigi bunun yerine
22 nt uzunlugunda bir RNA” y1 transkribe ettigini bulunmustur(Hammond, 2015; Lee
& Dutta, 2009). Ambros ve ark. lin-4 RNA’nin, lin-14’tin 3” UTR (untranslated region)
bolgesine baglanarak gen ifadesini negatif yonde diizenledigini gézlemlemislerdir.

Ancak bu gelisme ikinci bir miRNA olan let-7’ nin heniiz kesfedilmemesinden dolay1
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siirli 6l¢iide 6neme sahip olmustur(Hammond, 2015; O'carroll & Schaefer, 2013).
MiRNA'larin gen ifadesini diizenleme yetenegine iliskin ek bir kanit, ilk memeli
miRNA geni olan let-7'nin kesfiyle elde edilmistir(O'carroll & Schaefer, 2013). 2000
yilinda Renihart ve ark. C. elegans’ta larva doneminden eriskin doneme gegisi kontrol
eden 22 niikleotid uzunlugundaki let-7 RNA’y1 kesfetmislerdir.(Di Leva, Garofalo, &
Croce, 2014). Canlinin gelisim agsamasini diizenleyen bir miRNA olan let-7 insanlar
da dahil olmak iizere bir¢ok organizmada korunmaktadir. Buna bagli olarak bu kiiciik
diizenleyici RNA simifinin biyolojik olarak pek c¢ok isleve sahip oldugu
goriilmiistiir(Hammond, 2015). Daha sonra bilim insanlar1 bu bilgiler 1s18inda diger
kiiglik kodlanmayan RNA’lar1 aramaya baslamistir. Arastirmalart sonucunda, 2001
yilinda kiicik ncRNA’ lar farkli organizmalarda ve hiicresel sistemlerde de
tanimlayarak miRNA’ lar olarak isimlendirilen biiyiik bir ncRNA sinifinin varligina
dair kanitlar saglamiglardir. Let-7’nin gelisiminden bu zamana kadar, alglerden
insanlara kadar hemen hemen biitiin organizmalarda 1000’den fazla farkli miRNA
tanimlanmistir(O'carroll & Schaefer, 2013).

2.3.2. MiRNA Biyogenezi ve islevi

MiRNA biyogenezi, cekirdekten stoplazmaya kadar uzanir ve pri-
MIRNA’nin(birincil transkript)sentezlenmesiyle baslar(Lee & Dutta, 2009). RNA
polimeraz II (RNA Pol II) tarafindan olusturulan pri-miRNA’lar, sa¢ tokasi yapisi
icermekte olup 5 ' kap yapist ve 3° pol(A) kuyrugu gibi mRNA o6zelliklerini de
korumaktadir(Di Leva et al., 2014). pri-miRNA’larin olgun miRNA’ ya doniisebilmesi
i¢in 6ncesinde iki endoniikleaz isleme adimi gecirmesi gerekir(Hammond, 2015). Tlk
isleme adiminda pri-miRNA” lar, Drosha ve kofaktorii olan DiGeorge sendromu kritik
bolge geni 8’den(DGCR8 ya da Pasha) olusan mikroislemci tarafindan kesilir. Bu
kesim ile ~60-70 niikleotid sag¢ tokasi seklindeki prekiirsor miRNA (pre-miRNA)
olusturulur. Ikinci asamada ise yeni kopyalanan 5 ' fosfat ve ~2nt 3’ ¢ikintisina sahip
pre-miRNA’lar bir Ran-GTP’ye bagimli olan ExportinS (XPOS5) tarafindan
stoplazmaya aktarilir(Bhaskaran & Mohan, 2014; Hammond, 2015; Lin & Gregory,
2015). Burada pre-miRNA’lar 5’ ve 3’ uglarindan 6l¢iim yapan RNase II enzimi olan
endoniikleaz Dicer 1 tarafindan ~ 18 ila 23 nt uzunlugunda olgun cift iplikli miRNA
dubleksleri halinde islenir(Hammond, 2015; Lee & Dutta, 2009; Lin & Gregory,
2015). Cift iplikli miRNA’dan sadece bir tanesi olgun miRNA’ya dontismektedir. 5’
ucunda en dengesiz baz eslesmesi olan miRNA ipligi klavuz iplik gorevi goriirken 5’

ucunda sabit baz eslesmesi olan miRNA ipligi ise degrade olur(Bhaskaran & Mohan,
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2014). Olgun miRNA ipligi(klavuz iplik), katalitik Argonoute proteini (AGO1,
AGO2, AGO3 ve AGO4) ile baglanir ve GW182 protein ailesinin iiyeleriyle birlikte
miRNA kaynakli susturma kompleksi(miRISC) olarak adlandirilan mikroniikleer
protein kompleksi olusturulur(Lin & Gregory, 2015). Olgun miRNA, RISC
kompleksini baz eslesmesi ile hedef MRNA’nin ekspresyonunu 3’ UTR’sine
yonlendirerek mRNA’nin yikilmasina ya da translasyonunun inhibisyonuna neden
olur(Finnegan & Pasquinelli, 2013). Istisnai durumlarda miRNA’larin 5> UTR ve agik
okuma cergevesine (ORF) baglandig1 da bildirilmistir. MiRNA’lar, kisa miRNA-
mRNA baglanma bolgeleri nedeniyle, tek bir miRNA’ nin yiizlerce mRNA’y1
hedefleyebilir(Gavrilov & Saltzman, 2012; Tai & Gao, 2017).Tek bir miRNA’nin
birgok genin ekspresyonunu diizenlemesi dikkate alindiginda ayni anda birden fazla
hiicresel sinyal yolunu diizenleyebilir. Bu nedenle miRNA’larin dogrulanmis
hedeflerinin belirlenmesi onemlidir(Tai & Gao, 2017; Whitehead, Langer, &
Anderson, 2009).
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Bununla birlikte, son kanitlar alternatif olarak mikroislemciden bagimsiz
(kanonik  olmayan)  miRNA  biyogenez  yollarinin da  olabilecegini
gostermistir(Bhaskaran & Mohan, 2014). En yaygin goriilen varyasyonu mironlardir.
MiRNA’ larin alt sinifi olan mirtonlar, ekson birlesme yerlerindeki intronlarda bulunur
ve Drosha sindiriminden bagimsizdir(Hammond, 2015; Lin & Gregory, 2015). Burada
prekiirsor uclar, birlestirme ve yarilma olaylari ile olusturulur. Elde edilen 6nciil govde
dongiisii Dicer tarafindan islenir ve RISC”’ e yiiklenir(Hammond, 2015).

MiRNA’larin ¢ogu memeli hiicrelerinde korunmakta olup hiicre gelisimi,
farklilasmasi, hiicre proliferasyonu ve hiicre dliimlerinin de dahil oldugu bir¢ok
hiicresel ve sinyal yollarinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar(Tai & Gao, 2017).
Bunlarin yani sira, bagisiklik tepkisi, insiilin salgilanmasi, nérotransmitter sentezi,

sirkadiyen ritim, viral replikasyon gibi biyoloji siireglerde de islev gordiigi
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gozlemlenmistir(Lee & Dutta, 2009). Dolasimdaki miRNA diizeyindeki
diizensizlikler, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite, kemik hastaliklari,
otoimmiin bozukluklar, ndrodejeneratif hastaliklar dahil olmak {izere ¢esitli hastaliklar
ile iliskilendirilmistir(Mori, Ludwig, Garcia-Martin, Branddo, & Kahn, 2019).
2.3.3. SMA’da Potansiyel Biyobelirtec ve Terapiotik Hedef Olarak
MiRNA’lar

Glinimiizde  yeni tedavilerinin  gelistirilmesiyle  birlikte  hastaligin
anlasilmasinda, ilerlemesinde ve terapotik yanitin izlenmesinde non-invaziv ve klinik
olmayan biyobelirteglerin tanimlanmasi Onemli tibbi ihtiyaglar arasinda yer
almaktadir(Magri et al., 2018). MiRNA’lar, plazma, BOS, tiikiiriik, idrar gibi
biyosivilarda stabildir ve non-invaziv yontemlerle klinik olarak saptanabilir. Bu
nedenle, kolay erisilebilir bir biyobelirteg olarak oldukga dikkat ¢ekmistir(T.-H. Chen
& Chen, 2019). Son zamanlarda, miRNA’larin SMA patogenezinde tanisal ve
prognostik potansiyel biyobelirtegler olarak incelendigine dair yapilan arastirmalar
dikkat ¢cekmistir (Gandhi et al., 2021). MiRNA’lar ayn1 anda birden ¢ok geni kontrol
edebilme 6zelligi ile SMN kaybindan etkilenen birgok yolu aydinlatilmasinda etkili
olabilir(Magri et al., 2018) SMN proteininin miRNA’larin biyogenezi, islenmesi ve
RNA metabolizmasindaki temel rolii nedeniyle MiRNA’lar, SMA patogenezinde
potansiyel biyobelirtegler olarak umut verici molekiiller arasindadir(Magri et al.,
2018). SMN, FMRP (fragile X mental reterdation protein), KSRP (KH-type splicing
regulatory protein) ve FUS/TUS (fused in sarcome/translocated in liposarcoma)gibi
miRNA biyogenezi ve islevi ile ilgili proteinlere, direkt olarak baglanabilir(Magri et
al., 2018).

MiRNA’larin bircogu MSS’nde yiiksek oranda ifade edilmekte olup noronal
gelisim ve farklilagmaya katilmaktadir. Ayni zamanda, aksonal bilylime, hiicre iskeleti
yapisi, sinaps olusumu ve genel aktivite iginde miRNA’larin gerekli oldugu da
bildirilmistir(Magri et al., 2018). MiRNA’larin motor néronlarda diizenlenmesinin
onemini ve bunlarin SMA ile olan iliskisini gosteren ilk gdzlem spinal motor
noronlarda, Dicer islevinde kayip iceren transgenik farelerde yapilmistir. Dicer,
miRNA biyogenezinde islev goren bir RNaz’dir. Calismada, farelerde Dicer islevinin
kayb1 ile miRNA biyogenezinin bozulmasi sonucu, motor noron disfonksiyonu ve
oliimiiyle birlikte SMA benzeri bir fenotipe neden oldugu gozlemlenmistir. Bu da
spinal motor néronlardaki miRNA’larin, motor néron fonksiyonu ve sag kalim i¢in

onemli oldugu gostermektedir(T.-H. Chen & Chen, 2019; Kye & Goncalves, 2014).
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Bu temel roller nedeniyle, motor néron dejenerasyonunda rol oynayan RNA igleme ve

miRNA diizensizligin goriilmesi sasirtict degildir(Magri et al., 2018).

SMA motor noron SMA motor noron

miR-9¢ 4 miR-183% miR-355-5py

miR9, miR-183 mIR-3555p & |
miR 206 mIR 375 iR -146 | : miR-206* miR-375¢ miR-146a*
miR 132 miR 431 miR -2 1 | miR-132¢* miR-4314 miR-2¢ |

noronlarinda diizensiz miRNA’larin ekspresyon profillerinin gosterimi(sagdaki resim). Kirmizi oklar
hastalikta up regiile edilen miRNA’lar1 gosterirken yesil oklar ise down-regiile edilen miRNA’lar1
gostermektedir. SMA’da miR-9 ve -123 ekspresyonunun omurilikte ve iskelet kasinda diferansiyel

olarak diizensiz oldugu goriilmistiir. Ekspresyonlar1 omurilikte artarken iskelet kasinda azalmistir (¢ift
oklar)(De Paola, Verdile, & Paronetto, 2019; Magri et al., 2018)

Potansiyel biyobelirte¢ olarak aday miRNA’lar arasindan miR-183 ve -375,
fibroblastlarda ve motor néronlarda aksonal biiyiimeyi ve p53’iiinhibe eder. Boylece
apoptozdan korunabilir ve bu rolleri nedeniyle tanisal biyobelirtecler ve terapotik
hedef olarak umut vericidir(Gandhi et al., 2021).Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada,
SMA’da yer alan bazi miRNA’larin anormal ekspresyonu gozlemlenmis ve bu
miRNA’lar kas ve/veya norona spesifik miRNA’lar olarak ifade edilmistir(Chong et
al., 2021). Bonanno ve ark. (2019) c¢alismalarinda, pediatrik SMA hastalarinda
dolasimdaki MyomiR seviyelerinin hastalik seyri boyunca azaldigi ve. miR133a’nin
serum seviyelerinin hastanin tedaviye yanitin1 tahmin ettigini dngdérmiislerdir. Bu da
dolagimdaki MyomiR ’lerin hastaligin ilerlemesini ve terap6tik yaniti izlemek i¢in non-
invaziv biyobelirtegler olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir(Bonanno et al.,

2020). Catapano ve ark. ise caligmalarinda, SMA hastalarindan alinan serumda ve
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transgenik farelerden alinan omurilik, iskelet kas1 ve serumda, noronla iligkili miR-
9’un ve miR-206’nin (MyomiR) anormal ekspresyon seviyelerini gozlemlemislerdir.
Bir bagka calismada, motor noron hastalig1 olan hayvanlarin ve hastalarin dokusunda
MyomiR ekspresyonunun degistigi gézlemlenmistir. Bu gozlem, miRNA’larin kas
dejenerasyon ve rejenerasyon siireclerinde roliiniin oldugunu gostermektedir. Ayni
zamanda, SMA hayvan modelinde, hastaligin ilerlemesi ve ASO tedavisine yaniti
izlemede miRNA’larin potansiyel bir biyobelirteg olarak islev gordigi
goriilmiistir(Bonanno et al., 2020), Giiniimiizde, SMA da yer alan spesifik
miRNA’larin ¢esitli islevlerine yonelik devam eden arastirmalar, miRNA’larin

hastaligin ilerlemesini ve terapdtik yaniti izlemek i¢in potansiyel biyobelirtecler olarak

kullanimi {izerine umut verici sonuglar gosterdi(Gandhi et al., 2021).

Bu aragtirmalar, miRNA’larin terapotik bir hedef olarak kullanilip
kullanilmayacag1 sorusunu giindeme getirmistir. Onceki ¢alismalarda, miRNA’larin
SMA’da noroprotektif yeteneklerini gostermesi ve miRNA nin pleiotropik 6zelligi ile
SMA i¢in gekici bir terapotik stratejidir(Gandhi et al., 2021). Son zamanlarda gen
ifadesinin diizenleyicileri olarak miRNA’lar, norodejeneratif hastaliklar i¢in umut
verici terapotik hedefler olarak oOnerilmistir(Magri et al., 2018). Ayni zamanda,
miRNA’larin hastalikta ekspresyonun degismesi, terap6tik hedef olarak kullanilmak
tizere muazzam bir potansiyele sahiptir.(Gandhi et al., 2021) Bu sebeple, SMN islevini
geri  kazandirmak i¢in miRNA tabanli terapi, tedavi stratejisi olarak
kullanilabilmektedir. SMA’da miRNA tabanli terapinin mantigi su kriterlere
dayanmaktadir: ilk olarak, SMA’da miRNA’larin diizensiz ya da islevsiz olmasi ve
tanimlanan miRNA’larin up/down regiile edilebilmesi, ikincisi ise, hastalik fenotipini
degistirebilmesidir(Gandhi et al., 2021). Birgok g¢alisma, miRNA ekspresyonunun
modiile edilebildigini gdstermistir. MiRNA’lar1 modiile etmek i¢in olasi iki yaklasim

bulunmaktadir:

1. miRNA mimikeri kullanarak miRNA seviyelerin diizenlenmesi/restore
edilmesi

2. Hastalik kaynakli ver-eksprese miRNA’larin  ekspresyonunu,miRNA
inhibitori ASO (anti-miR) araciligiyla down regiile edilmesi(Magri et al.,
2018).
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miR-
431

Calismalar miRNA’larin kullanimi1 hakkinda umut verici gorisler saglasa da,

miRNA’larin  terapotik

amacla kullanilmasi

beraberinde bazi

zorluklarda

getirmektedir(Magri et al., 2018). Bu zorluklardan biri uygulama yoludur; bu nedenle

en makul uygulama yolu belirlenmelidir. Molekiillerin KBB’ni gegme kapasitesi

diistintildiigiinde intratekal enjeksiyon yontemi kullanilabilir fakat invazivdir (T.-H.
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Chen, 2020a). Bir baska zorluk ise, miRNA’larin hiicrelere giivenli ve verimli bir
dagitim sisteminin bulunmamasidir. Bu da miRNA’lar1 genetik terapi olarak

kullanilmalarinda engel olusturmaktadir(Magri et al., 2018).

2.3.4. Analiz Ettigimiz MiRNA’lar:

Literatiiri inceledigimizde 6zellikle son zamanlarda miRNA’larin, Nusinersen
tedavisi alan SMA hastalarinda, hastalik ilerlemesini ve terapétik yaniti izlemek igin
non-invaziv ve klinik olmayan potansiyel biyobelirtecler olarak etkisinin gézlemledik
arastirildigimi gozlemledik. Her ne kadar mevcut ¢alismalar bu alanda bizlere fikirler
saglasa da hala arastirilmasi gereken bir ¢cok aday miRNA’lar bulunmaktadir. Bizde
literatiire katki saglamak ve yeni ¢aligmalara yol gostermesi agisindan miRNA’larin,
Nusinersen tedavisi alan SMA hastalarinda Nusinersen etkinligine dair
birbilgi/gosterge elde edilmesi amaciyla potansiyel biyobelirte¢ olarak etkisini
aragtirdik. Bunun igin ilk hedef noktamiz in siliko analizler ile aday potansiyel
miRNA’lan tespit etmekti. Bélim 3.3. On Calisma kisminda STarmiR ve miRDB
veritabanlarin1 kullanarak belirledigimiz(miR-155-5p, miR-222-5p ve miR-378b) ve
detayli bir sekilde gosterdigimiz miRNA’larin SMN2-ekson 7’yi hedefleyebildigini
gozlemledik. Ayni zamanda literatiirii inceledigimizde bu belirledigimiz bu
miRNA’larin kasta ifade edildigine dair ¢alismalarin yapildigim1 da gozlemledik.
Belirledigimiz miRNA’lar ile ilgili literatiir calismalarina asagida yer verilmistir.

2.3.4.1. MiR-155-5p

MiR-155 kromozom 21°de yer alan B hiicresi entegrasyon Kiimesi (BIC)
kopyalanan kodlayici olmayan RNA transkriptinden tiiretilen bir miRNA’dir. miR-
155’in ekspresyonu farkli hiicre tiplerinde ve dokularda degisiklik gdstermektedir.
Bunun yani sira, miR-155 hiicresel sinyallere yanit olarak ¢oklu yollarla koordineli bir
sekilde diizenlenmektedir. Bu nedenle miR-155’in farkli doku ve gelisim evrelerinde
ya da hastaliklardaki roliinii anlayabilmek icin ekspresyon seviyelerini analiz etmek
onemlidir(M. Chen, Wang, Xia, & Yao, 2021). Son zamanlarda, miR-155 iskelet
kasinda bir rolii olduguna dair kanitlar ortaya ¢ikmaktadir. Bir calismada iskelet
kasinda, miR-155’in C2C12 hiicrelerinde MEF2A’y1 (miyojenik gii¢lendirici faktor 2
transkripsiyon faktorleri ailesinin bir {iyesi) hedefledigi ve ekspresyonunu
baskilayarak miyoblast farklilagsmasinda 6nemli rol oynadigi goriilmiistiir(Seok et al.,
2011). Jung ve ark. galismalarinda, bir ALS modeli olan SOD1%%** (siiperoksit
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dismutaz 1) kemirgenlerine, antisens miR-155 ile uygulama yaptiklarinda anti-miR-
155 ile uygulama yapilan farelerde kontrole kiyasla 10 giin daha uzun bir sag kalim ve
15 giin daha kisa hastalik siiresinin oldugunu gézlemlemislerdir. Bu da miR-155’in,
kastaki yaglanma fenotiplerini tersine g¢evirebilecegini diisiinmelerine yol agmustir
(Jung, Lee, Kwon, & Suh, 2019). Bunun yani sira, insan aort diiz kas hiicrelerinin
osteojenik farklilasmasi ve kalsifikasyon RCN2/STAT3/miR-155-5p ile geri bildirim
dongiisii (feedback loop) tarafindan indiiklendigi de bildirilmistir(Zhao, Liu, & Chang,
2021). Baska bir ¢alismada, TNF-a(tiimor nekroz faktor-o) ve IGF1(insiilin benzeri
bliyiime faktorii-1) maruziyetinin iskelet kasi farklilasmasinin miRNA-hedef
etkilesimleri {izerindeki etkisi arastirilmistir. Calisma sonucunda, miyoblast
farklilagsmast sirasinda up regiile edilen miR-155 hedefleri asir1 eksprese edildigi
goriilmiis ve boylece miR-155in anti-miyojenik rolii de dogrulanmistir(Meyer et al.,
2015). Tim bu literatiir verilerini degerlendirdigimizde miR-155-5p’nin kasta ifade
edildigini sdyleyebiliriz.

2.3.4.2. MiR-222-5p

mMiR-222-5p, insan genomunda kromozomu Xp11.3 iizerinde yer alan non-
coding miRNA’lardir(D. Wang et al., 2021). miR-222, farkli hiicre tiplerinde farkli
hiicresel siireglerin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.miR-222 omurgalilar arasinda
evrimsel olarak korunmaktadir ve her yerde eksprese edilmektedir(Chung, Rao, &
Wang, 2021). Bir c¢alismada, mIiR-222’nin miyojenik  farklilagmasinin
diizenlenmesinde rol oynayan bir RNA baglayici protein olan ‘‘Rbm24°’ hedefledigi
gorililmiistiir. Calisma sonucunda, Rbm24’{in, miR-222 tarafindan inhibisyonu, kasa
Ozgli alternatif eklenmeyi bozdugu ve miyoblast fiizyonunun inhibisyona neden
oldugu goriilmistiir(Cardinali et al., 2016). Kas gen ekspresyonunu modiile eden
miRNA’larin tanimlanmasi, iskelet kasi farklilagmasinin ve onarimini kontrol eden
mekanizmalariin anlasilmas: i¢in 6nemlidir. Cardinali ve ark. miR-222’nin
miyogenez sirasinda modiile edildigini ve hem miyoblastlardan miyositlere ilerlemede
hem de tamamen farklilasmis fenotipin elde edilmesinde islev gordigi
gozlemlemiglerdir(Cardinali et al., 2009). Tim bu literatiir verilerini

degerlendirdigimizde miR-222-5p’nin kasta ifade edildigini soyleyebiliriz.
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2.3.4.3. MiR-378b

MiR-378b, miR-378 ailesinin bir {iyesi olup 3. Kromozom {izerinde yer
almaktadir. Bir ¢ok dokuda yaygin olarak eksprese edilen miR-378b, 6zellikle yag
dokulari kalp ve iskelet kaslarinda yiiksek oranda eksprese edilmektedir(X.-I. Wang et
al., 2015). Ppargc1p (peroksizom proliferatdrii ile aktive olan reseptdr y koaktivator 1-
B) geninin ilk intronunda bulunan miR-378, iskelet kas1 hiicresinin farklilagsmasi ve
kas yenilenmesinin diizenlenmesinde rol oynar(Kang et al., 2020). Onceki ¢alismalar,
mir-378’in ~ hiicresel ~ farklilagmasinin ~ diizenlenmesinde  rol  oynadigi
dogrulanmaktadir(X.-l. Wang et al., 2015). Bir ¢alismada, MyoD tarafindan C2C12
hiicrelerinde miyojenik farklilasma esnasinda up regiile edilen miR-378’in, inhibitorii
MyoR’yi hedefleyerek MyoD’nin aktivasyonunda rol oynadigini
gozlemlemislerdir(Gagan, Dey, Layer, Yan, & Dutta, 2011). Metabolik strese duyarl
iskelet kas1 miR-378’in, hem otofaji ve apoptozu koordine eden bir modiilatdr olarak
normal kas homeostazisini siirdiirmede ¢ok 6nemli oldugu bildirilmistir(Y. Li et al.,
2018). Podkalicka ve ark. ¢alismalarinda, miR-378’in Duchenne Muskiiler Atrofi
(DMD) ve miirin modelinde (mdx farelerinde) roliinii incelemislerdir. Incelemelerinin
sonucunda, miR-378’den yoksun distrofik farelerin, mdx farelerine oranla daha iyi
fiziksel performans ve gelismis kas kuvveti gosterdigini gdzlemlemiglerdir. Ayni
zamanda, miR-378’i hedeflemenin mdx farelerinde DMD patolojisini iyilestirme
potansiyeline sahip oldugu ve miR-378 ekspresyon seviyesini modiile eden ajanlarin
arastirtlmasinin  DMD  hastalarin  tedavisinde yardimci olabilecegi  One
stirilmustiir(Podkalicka et al., 2020). Tiim bu literatiir verilerini degerlendirdigimizde

mMiR-378b’nin kasta ifade edildigini sdyleyebiliriz.
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3. MATERYAL METOT

3.1. Calisma Grubu

Bu calisma, T.C. Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi’ nde (OMU Klinik
Etik Kurul’'nun 24.03.2022 tarih ve 2022/140 karar no ile onay alinarak) Helsinki
Deklarasyonu Kurallarina uygun olarak yapilmistir. Calismaya, Mayis 2022 ile Ekim
2022 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis Universitesi T1ip Fakiiltesi (OMUTF), Cocuk
Saghig1 ve Hastaliklart AD, Cocuk Noroloji BD da SMA tanis1 almis 20 hastadan
Nusinersen uygulamasindan Once ve sonra (bir sonraki doz Oncesi ya da takipte
hastalarin tedavileri devam ettigi siirece her Nusinersen uygulamasindan 6nce) alinan
48 adet 5 ml BOS o6rnegi dahil edilmistir. Nusinersen SMA tanili hastalarda Saglik
Bakanlig1 onayi alindiktan sonra 0,14,28,63. giinlerde yiikleme ve ardindan dort ayda
bir idame dozlar seklinde lomber ponksiyon ile uygulanmistir. ila¢ uygulanimi éncesi
hastalardan rutin olarak biyokimyasal tetkikler yapilmakta, sonrasinda hastalara
lomber ponksiyon yapilmakta, ilacin hacmi kadar BOS alinmakta ve ilag intratekal
araliga verilmektedir. Hastalarin yasal temsilcilerinden BGOF(Bilgilendirilmis
Goniilli Olur Formu) imzast alindiktan sonra ¢aligmaya dahil edilmistir. Ayrica, daha
once calismaya uygun SMA hastalarindan bagka tetkikler i¢in ilk Nusinersen
uygulamasindan once ve bir sonraki Nusinersen uygulamasindan 6nce alinmig BOS
ornekleri de hastalarin yasal temsilcilerinden BGOF imzalatilarak ¢aligmaya dahil
edilmistir. (Bahsi gecen hastalardan bazilarinin ise Nusinersen tedavileri halihazirda
baslamis ve devam etmektedir).

Calismaya Alinma ve Diglanma Kriterleri

Tablo 3.1. Calismaya Alinma ve Diglanma Kriterleri

Calismaya Alinma Kriterleri

e SMA tanisi almis olmasi
e Hastalarin pediatrik olmasi

e Nusinersen tedavisi almaya elverisli olmasi

Cahsmadan Dislanma Kriterleri

e Nusinersen tedavisi almaya elverisli olmamasi / tedaviyi reddetmis olmasi
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3.2. Materyal

Calismada uygulamalardan artan biyolojik numuneler kullanilmistir. Caligma
grubu bireylerden alinan toplamda 48 adet BOS 6rnekleri 5 ml olarak agzi kapakli
uygun biyokimya tiiplerine alinmis ve -20°C’ye kaldirilmistir. Alinan BOS 6rnekleri

calisma tarihine kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

idame Dozlar (4 ayda bir)

Yiikleme Dozlar1 (Ilk 4 doz)

= g
g g = 5
G) &) O O
0 e
o E N \O

Her bir uygulama i¢in 6nerilen doz 12mg/5mL

Sekil 3.1. Nusinersen Uygulama Semasi. 2 ay boyunca ilk 4 doz yiikkleme dozu uygulanmakta, daha
sonra ise idame dozlar her 4 ayda bir seklinde uygulanmaktadir(Keinath et al., 2021)

Calismada;

e BOSI: hi¢ Nusinersen uygulamasi almamis ‘‘Baseline’’

BOS 2: ilk dozu almis ancak 2. dozu almamis durumu

BOS 3: 2. dozu almis ancak 3. dozu almamis durumu

BOS 4: 3. dozu almis ancak 4. dozu almamis durumu

BOS 5/6: 4 ve 5. dozu almis ancak 6. dozu almamis durumu

BOS7/8: 6 ve 7. dozu almis ancak 8. dozu almamis durumu

e BO0S9/10: 8ve 9. dozu almis ancak 10. dozu almamis durumu ifade etmektedir.
Bunun yani sira;

e HFMSEI: BOS1(Baseline)’den hemen dnce,

e HFMSES5/6: BOS 5/6.’dan hemen 6nce,

e HFMSE7/8: BOS 7/8.’dan hemen once,

e HFMSEY/10: BOS 9/10.’dan hemen 6nce yapilan ol¢limleri gostermektedir.

Calismamizda asagidaki adimlar izlenmistir:
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In siliko analizler ¢alisilacak SMA tanisi almis ve nusinersen

potansiyel miRNAlarin almaya elverisli hastalardan

tespiti BOS o6rneklerinin toplanmasi

\ J

Kit kullanilarak protokole uygun
sekilde BOS’tan RNA izolasyon

Kit protokoliine gore
RNA’dan cDNA eldesi

Spektrofotometrlk yontemler ile
cDNA kontaminasyon ve

konsantrasyon analizleri

CcDNA konsantrasyonlarinin

esitlenmesi

Kit kullanilarak protokole uygun
sekilde RT-PCR yontemi ile
ekspresyon analizi

Tiim verilerin toplanmasi, klinik
degerlendirme ve istatiksel
analiz.

[ RT-PCR oncesinde baslangig

— -2 ~ \ )

Sekil 3.2. Calismanin akis semasi
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3.3. On Calisma: in Siliko miRNA Analizi

Literatiirii inceledigimizde, Bonanno ve ark. (2020). “Circulating myomiRs as
potential biomarkers to monitor response to nusinersen in pediatric SMA patients”
konulu makalesinde kas dokusunda ifade edilen 4 miRNA'nin SMA'da Nusinersen
etkinligi ile ilgili bilgi verici potansiyeli 6l¢iildiiglinii ve bu sayede SMA hastalarinda
hastalik ilerlemesini ve terapotik yaniti izlemek i¢in potansiyel biyobelirtegler olarak
arastirlldigini  gordiik. Bizde projemizde bu makaleyi referans alarak, BOS
orneklerinde, yine kasta ifade edilen ti¢ farkli miRNA’y1 (miR-155-5p, miR-378, miR-
222-5p) STarmiR ve miRDB veri tabanlar1 kullanarak belirledik.

k1 AG= -13.4 koal’maol
UE. his&a-miR-155-5p
G cu
G G A 5
A U A U
UAG UCGEUA AL
[ T YILLL
GUC u50 AU A
- Al u oM — 3
EC
o 18
I55-MN1

Sekil 3.3. miR-155-5p, ¢ekirdek dizisi (7mer) ile ISS-N1 i¢indeki Nusinersen baglanma bdlgesini
hedeflemesi (miRDB ve STarmiR (ISS-N1 i¢in) veri tabanina gore)

HG= -75.4 keallmal

hsa-miR-222-5p 1:5
K } U
il A C
CC UAG UGUGACCGAUGA
% Bad 8| enaniian e
GG aAUC AUACUGECUAUU
5 — U] cu A= 3
i 106
a2

Sekil 3.4. miR-222-5p’nin SMN2-exon7 hedeflemesi (STarmiR veri tabanina gore)
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A ME= <233 kealimaol
e hsa-miR-378h
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Sekil 3.5. miR378b’nin SMN2-exon7 hedeflemesi (STarmiR veri tabanina gore)

Hem literatiir verilerini hem de STarmiR ve miRDB veritabanlarini tarayarak

belirledigimiz bu ti¢c miRNA da (miR-155-5p, miR-222-5p ve miR-378b) hem kasta

ifade edilmesine hem de SMN2-exon7 ile yiiksek oranda baglanti gostermesine

ragmen SMA hastaligindaki rolii heniliz aragtirilmamistir. Bu nedenle, bu eksikligi

giderebilmek adina ¢aligmamizda tercih edilmistir.

3.4. Beyin Omurilik Sivis’ndan RNA izolasyonu
BOS’ tan miRNA izolasyonunu gergeklestirmek ic¢in SanPrep Column
MicroRNA Mini-Prep Kiti( Bio Basic) kullanildi.
Kit protokoliine baslanmadan 6nce -80°C’ de saklanan Ornekler yaklasik 10
dakika bekletilerek erimesi saglandi.
Kit protokoliine gore, BOS 6rneklerin tamamen par¢alanmasini saglamak i¢in
tiipe 1000l miRNAEXxtractor eklendi ve oda sicakliginda 10dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon isleminden sonra 200ul kloroform eklenerek 30 saniye vorteks
uygulandi. 4°C’de 14.000 rpm’de 11 dakika sanrifuj edildi.
Santifuj isleminden sonra olusan siipernatant (iist renksiz faz) 1.5 ml’lik yeni
bir ependorf tiipe aktarildi. Uzerine siipernatantin 1/3 hacim kadar %100 etanol
(600 pl i¢in yaklagik 200ul) eklendi ve birkag kez pipetaj yapildi.
Ependorf i¢indeki soliisyon, Spin Column TR’ye aktarilarak 14.000 rpm'de 3
dk santriifuj edildi.
Toplama tiipii icerisindeki siipernatant (iist renksiz faz) 1.5 ml’lik yeni bir
ependorf tiipe aktarildu.
Uzerine aktarilan hacmin 2/3’ii kadar (690l i¢in yaklasik 460 pl )%100 etanol
eklendi ve birkag kez pipetaj yapildu.
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Ependorf i¢indeki soliisyon, Spin Column MR’a aktarildi ve 14.000 rpm'de 3
dk santriifuj edildi.

Toplama tiipii icerisindeki s1vi kisim bosaltildi.

Dipnot: Lizat hacminin 750 ul’yi agsmasi durumunda Spin Column MR’a ependorf

icindeki sollisyonun 750 pl kadari eklendi. Ependorf iginde kalan soliisyon

santrifuj islemi yapilip sivi kisim dokiildiikten sonra eklenerek tekrar 14.000

rpm’de 1 dk santrifuj yapildi. Ardindan toplama tiipii icerisindeki sivi kisim

bosaltildi.

Spin Column’a 500 pl etanol ile seyreltilmis RPE Soliisyonu eklendi ve 14.000
rpm'de 1 dakika santriifuj edildi.

Toplama tiipii i¢erisindeki s1vi kisim bosaltildi.

Tekrar Spin Column’a 500 pl etanol ile seyreltilmis RPE Soliisyonu eklendi ve
14.000 rpm'de 1 dakika santriifuj edildi.

Toplama tiipii igerisindeki s1vi kisim bosaltildi.

Etanolun tamamen uzaklastirilmasi igin tekrar bos bir sekilde Column 14.000
rpm’de 1 dakika santriifuj edildi.

Toplama tiipli icerisindeki siv1 ile beraber atildi ve Column 1.5 ml’lik yeni
ependorf tiipe aktarildi

Uzerine 35 ul RNase-free Water eklenerek 2 dakika boyunca inkiibe edildi.
14.000 rpm'de 1 dakika boyunca santriifuj edildi.

Elde edilen RNA 6rnekleri komplementer DNA (cDNA) eldesine kadar -20°C’
de muhafaza edildi. RNA izolasyonu ve cDNA eldesi ¢alismamiz boyunca

araliksiz olarak gerceklestirildi.

3.5. cDNA Sentezi
[zole edilen miRNA’lardan cDNA sentezi i¢cin abm miRNA All-In-One Cdna

Synthesis Kit (Bio Basic) kullanildi. Kullanilan kitin protokoliine uygun sekilde

komplementer DNA (cDNA)’ya PCR ile cevrildi. Her hasta i¢in toplam hacim 20 pl

olacak sekilde hazirlandi.

Tablo 3.2. ¢DNA sentezi i¢in reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

RT PCR komponentleri Reaksiyon i¢in hacim
2X miRNA cDNA Synthesis SuperMix  10ul
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Enzyme Mix 2ul

Nuclease-free H.O 6 ul
RNA 2 ul
Total Hacim 20 ul

Olusturulan karisim dikkatli bir sekilde hazirlanarak kisa siireli santrifuj islemi
uygulandi ve GeneAmp PCR system 9700(Applied Biosystems, foster City, CA)
cihazinda kit protokoliine uygun sicaklik ve siirelerde birakildi. ¢cDNA i¢in PCR
protokolii asagidaki tablodaki gibi uygulandi.

Tablo 3.3. cDNA sentezi i¢in PCR kosullar:

PCR 1.Basamak 2.Basamak 3.Basamak 4.Basamak
Sicaklik °C 37 50 85 4
Siire 30 dk 15 dk 5 dk o0

Elde edilen c¢cDNA’larin RT-PCR deneyleri oncesinde Spektrofotometre
(Multiscan GO, Thermo Scientific, USA) cihazi kullanilarak kalite ve miktar tayini
gerceklestirildi. cDNA kalite ol¢iimiinde A260/A280 oraninin 1,8’e yakin olmasi
beklendi. RT-PCR deneyleri 6ncesi 6rneklerden elde edilen cDNA konsantrasyonlari
500ng/ul” diliie edildi.

3.6. RT-PCR ile Ekspresyon Analizi

Arastirdigimiz hsa-miR-155-5p, hsa-miR-222-5p, hsa-miR-378b’nin
ekspresyon analizleri i¢cin cDNA’lara RT-SYBR Green qPCR kiti kullanilarak
denatiirasyon, hibridizasyon ve polimerizasyon basamaklarindan olusan 38-40
tekrarlik PCR protokolii uygulandi (Rotor-gene Q 5 PLEX HRM Qiagen). Segilen li¢
miRNA’nin (miR-155-5p, miR-222-5p ve miR-378b) nispi ekspresyon seviyeleri
Housekeeping gen SNORDA48’e gore normallestirildi.

Real Time PCR, niikleik asit miktarinin tayininde oldukga tercih edilen ve DNA
amplifikasyonu ile ayni1 zamanda artis gosteren floresans sinyalin 6l¢iilmesi ile nicel
sonuglar elde edilen bir yontemdir(Gunel, 2007). Real Time PCR, oldukga hashas ve
hizli olmasindan dolay1 oldukg¢a avantajli ve tercih edilen bir yontemdir. SYBR Green
Real Time PCR’ da en ¢ok tercih edilen boya olup ¢ift zincirli DNA(dsDNA)’ya
baglanmas1 sonucunda floresans 151ma yayarak PCR iiriin miktarinin tayinine imkan

saglamaktadir(Bio-Rad Laboratuvarlar1 A.S., 2022., Erisim Tarihi:20.12.2022).
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Reaksiyonlar, hedef amplifikasyon ilk tespit edildigi andaki nokta (ya da dongii) ile
karakterize edilir ve bu degere genellikle Ct degeri denilir. Bu floresan yogunlugu arka
plan floresansindan daha biiyiik oldugu andir. Sonugta, baslangi¢c materyalindeki hedef
DNA miktar1 ne kadar biiyiikse floresan sinyali o kadar hizli, belirgin bir artig
gosterecek ve daha diisiik Ct degeri olusturacaktir(Wong & Medrano, 2005). Bunun
yani sira erime egrisi analizi ile SYBR Green analizlerinde amplifiye olan DNA’nin
hedef bolge olup olmadigi kesinlestirilebilir(anatoliageneworks.  Erisim
Tarihi:20.12.2022).

Tablo 3.4. Ekspresyon analizi i¢in RT-PCR reaksiyonunun hazirlanmasi

1 Reaksiyon
Niikleaz-free su 3,4 ul
BrightGreen miRNA gPCR MasterMix Sul
Primer Forward 0,3 ul
Primer Reverse 0,3 ul
Diliie cDNA 1l
Toplam Hacim 10 pl
Tablo 3.5. Ekspresyon analizi i¢in RT-PCR kosullari
Asamalar Sicakhik°C Siire Dongii
Enzim Aktivasyonu 95°C 10 dk 1
Denatiirasyon 95°C 10 sn
Annealing 63°C 15 sn 40
Uzama 72°C 5-30 sn
Erime Egrisi Cihaz prensiplerine gore

3.7. Klinik Degerlendirme

Nusinersen’in motor fonksiyonlara olasi katkisini degerlendirmek igin veren
HFMSE skoru kullanilmigtir. SMA hastalarinin tedavi yanitiyla ilgili bilgi veren
HFMSE skorlar1 bu konuda egitim almis Fizyoterapist tarafindan yapilmistir. HFMSE
degerlendirmesinde 3 puan iizerinde bir gelisme, daha onceki ¢calismalarda bildirildigi
gibi klinik olarak anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel olarak her Nusinersen
uygulamasi 6ncesi ve sonrasi arasindaki miRNA ekspresyon farkliliginin anlamlilik

analizi yapilmis ve istatistiksel olarak hastalarin klinik parametreleriyle (SMN2 gen
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kopya sayis1 ve SMA tipleri) ve 6zellikle SMA hastalarinin tedavi yanitiyla ilgili bilgi
veren HFMSE skorlaryla iliskilendirilmistir. Ayrica SMA tiplerine gore
Nusinersen’in miRNA profil degisikliklerine etkisi degerlendirilmistir.

3.8. Istatiksel Analiz

Calismada, Nusinersen tedavisi alan SMA hastalarinin, her Nusinersen
uygulamasindan once ve sonra (yani bir sonraki doz uygulamasindan 6nce ya da
hastalarin tedavileri devam ettigi siirece her Nusinersen uygulamasindan oOnce)
BOS’tan izole edilen miR-155-5p, miR-222-5p ve mIiR-378b ekspresyon
seviyesindeki degisimler kiyaslandi. Kismi miktarlara dayali yontemde ifade 6l¢timii
yapilan miRNA o6lgtim degerleri SNORDA48 ile normalize edildi. Referans olarak
alman SNORDA4S belirli sartlar altinda her zaman sabit diizeylerde eksprese olan, doku
ya da hiicrede bazal diizeyde ve hiicreler aras1 degisiklik gostermeden ifade edilen
housekeeping genlerdir. qRT-PCR yo6nteminde, bahsi gegen gruplardan elde edilen Ct
(Cp, Crossing points) degerleri kullanilarak ilgili miRNA RNA ifade diizeyleri
istatistiksel olarak kiyaslanmistir. Nusinersen uygulamasindan once elde edilen ifade
degisim oranlar1 kontrol olarak ayni hastanin bir sonraki Nusinersen tedavisi dncesi
elde edilen ifade degisim oranlartyla kiyaslanmistir. Bu kiyaslama yapilirken elde
edilen 2-AACt formulii kullanilmistir.
Formiil 1: 22 formiilii uygulanmistir.

2—ACt: 2-(Omek ACt- Gen-Referans ACt)

Bu formiil kullanilarak hem kontrol grubun(Baseline-BOS1) hem de
Nusinersen uygulamasi alan grubun BOS o6rneklerinde ilgilenilen miRNA’larin
referans gene kiyasla kag kat degisim gosterdigi ayr1 ayr1 hesapladi. Formiil sonucunda
elde edilen gen ifadesindeki degisimlerin istatistiki analizleri yapildi.

SPSS 21 programi (IBM software, Pointe Claire, Quebec, Kanada) ifade
diizeyleri 6l¢iilen miRNA’larin istatistiki analizi i¢in kullanilmigtir. Normal dagilim
degisimlerinde Shapiro Wilk testi kullanildi ve wverilerin parametrik olmadigi
belirlendi. Istatistiki analizler olarak, tekrarli karsilastirmalarda Wilcoxon Signed
Ranks Test, ikiden fazla karsilastirmalarda ise Kruskal Wallis, iki grup karsilastirmada
Mann Witney U testi uygulanmistir. Degerlerin korelasyon analizleri i¢in Spearman
korelasyon analizi kullanildi. p<0,05degeri istatistiki olarak anlamli kabul edilerek,

0,95 giiven araliginda degerlendirme yapildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, hasta grubu olarak Nusinersen tedavisi alan SMA tanisi almis 20
pediatrik hasta sec¢ilmis ve bu hastalardan toplanan fazla BOS (48 BOS) o6rnegi
tizerinde ¢alisildi. Calismanin  ilk asamasinda literatir ve STarmiR-mirDB
veritabanlari taranarak SMA hastalarinin BOS 6rneklerinde ¢alisilmak {izere 3 miRNA
tespit edildi. Bu miRNA’lar hem kasta ifade edilen hem de SMN2-ekson 7
hedefleyebilen miRNA’lardir. Belirlenen miRNA’larin ifade diizeyleri, Nusinersen
tedavisi alan SMA hastalarinin, her Nusinersen uygulamasindan 6nce ve sonrasindaki
degisimleri kiyaslandi. miRNA ifade farkliligi, hastalarin klinik parametreleriyle ve
SMA hastalarimin  tedavi yanitiyla ilgili bilgi veren HFMSE skorlariyla
iligkilendirilmistir. Ayrica SMA tiplerine goére Nusinersen’in miRNA profil
degisikliklerine etkisi degerlendirilmistir.

4.1. Hastalarmn Verileri

Calismaya dahil edilen Nusinersen tedavisi alan 20 SMA hastasina ait

demografik verilere Tablo 4.1°de ve klinik parametrelere ise Tablo 4.2’de yer verildi.

Tablo 4.1. Hastalarin demografik verileri

Hasta (n=20)

Erkek 11( %55,0)
Cinsiyet Kadm 9 (%45,0)
Yas Ortalamasi (Ay) 53,5+ 57,3
Yas Ortancasi (Ay) 34,5 (3-200)
SMA tip | 7(%35,0)
SMA Tipi SMA tip 11 10(%50,0)
SMAtIp 1l 3(%15°1)
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Tablo 4.2 Klinik Parametreler

Hasta SMA Cinsiyet Yas/Ay" Ornekler SMN2
tipi kopya sayisi
1. Hasta SMA1l K 3 BOS 1,2,3,4,5 2
2. Hasta SMA1l K 6 BOS 1.3.4.6 2
3. Hasta”® SMA1 K 6 BOS 4 ve5 2
4. Hasta® SMA1 E 5 BOS 4 2
5. Hasta SMA1l K 11 BOS6ve8 2
6. Hasta SMA1 E 7 BOS 1,2,3 2
7. Hasta SMA1 K 8 BOS5ve7 2
8. Hasta SMA?2 E 129 BOS 7 ve 10 3
9. Hasta SMA2 K 14 BOS6,7,9 3
10. Hasta SMA 2 E 17 BOS 6,7, 10 3
11. Hasta SMA?2 E 151 BOS 1ve2 3
12. Hasta SMA 2 K 200 BOS 1 3
13. Hasta SMA?2 E 86 BOS 8 3
14. Hasta SMA?2 E 52 BOS 8 5
15. Hasta SMA?2 E 13 BOS 1,2,3,4,5. 3
16. Hasta SMA?2 E 58 BOS6ve7 3
17. Hasta SMA?2 K 61 BOS 7ve 9 3
18. Hasta SMA 3 K 70 BOS 2,6,7 3
19. Hasta SMA 3 E 53 BOS 6,7, 10. 3
20. Hasta SMA3 E 120 BOS 6 4

“Baslangig yast
“3.hasta: 20 aylikken ex
“4. hasta: 11 aylikken ex

4.2. MiRNA ifade Degisimleri

SMA’l1 20 hastanin her Nusinersen uygulamasi dncesi ve sonrasinda g¢alisilan
48 BOS o6rneginin incelendigi calismamizda gRT-PCR analiz ile Ct degerleri elde
edildi. miR-155-5p’nin ifade edilmedigini tespit ettik (Ct degeri tespit edilmedi). Bu
nedenle sadece miR-222-5p ve miR-378b’nin ifade diizey farkliliklar1 degerlendirildi.
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Ayrt ayr1 her hastanin tiim gruplarda (BOSI1,2,3..) miR-222-5p ifade diizey

farkinin grafiksel gosterimine Sekil 4.1°de, miR-378b’nin

ifade diizey farkim

grafiksel gosterimine Sekil 4.2°de, yer verildi.

miR-222-5p

0.02 0.054f3357 0.06839335
0.015
[«5)
[@)]
c
I
G 0.01
ie]
=)
LL
0.005
\ C —é
0 @ —
BOS 1 BOS 2 BOS 3 BOS 4 BOS 5/6 BOS 7/8 BOS9/10
Zaman (Giin): 0 14 28 63 183/303 423/543 663/783
@1, Hasta ==@=2, Hasta 3. Hasta 4, Hasta ==@=5, Hasta
==@-0, Hasta ==@==7 Hasta -=@=8. Hasta -—=@=0 Hasta -=@=10.Hasta
—@=—11. Hasta ==@=12. Hasta 13. Hasta 14. Hasta 15. Hasta
16. Hasta ==@=17. Hasta 18. Hasta ==@==19. Hasta ==@=20. Hasta
Sekil 4.1: Her hastanin ayr1 ayri miR-222-5p ifade diizey farkin1 grafiksel gosterimi
miR-378b 1391020624
1251.983644
50 131.5985698‘ 196.7200232
45
40
35
S 30
3
= 25
o
=] 20
o
- 15 \ .\
10
5 >
0 o 0 — =0
BOS 1 BOS 2 BOS 3 BOS 4 BOS5/6 BOS7/8 BOS9/10
Zaman(Giin): 0 14 28 63 183/303 423/543 663/783
=@, Hasta ==@-=2, Hasta 3. Hasta 4. Hasta @15, Hasta
=@-—06. Hasta —@—7. Hasta —@— 8. Hasta =—@—0, Hasta —@—10. Hasta
—@=—11 Hasta =—=@=12. Hasta 13. Hasta 14. Hasta 15. Hasta
16. Hasta ==@=17. Hasta 18. Hasta ==@=19. Hasta ==@=20. Hasta

Sekil 4.2: Her hastanin ayr1 ayr

1 miR-378b ifade diizey farkini grafiksel gosterimi
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4.3. SMN2 Kopya Sayisi ve MiRNA’lar

SMN2 kopya sayist hastaligin fenotipi ile ters orantili sekilde iliskilendirilmekte
olup kopya sayisi ne kadar fazla ise fenotipin o kadar hafif oldugu bilinmektedir.
MiR-222-5p ve SMN2 Kopya sayist:

Spearman korelasyon analizinde, miR-222-5p ve SMN2 kopya sayis1 arasinda
dogrusal iligki olmadigi bulundu (p>0,05)
MiR-378 b ve SMN2 Kopya sayisi:

Spearman korelasyon analizinde, BOS 2 6l¢iimiinde ki miR-378b diizeyi ile
SMN?2 kopya sayisi1 arasinda istatiksel olarak anlamliliga yakin yiiksek bir korelasyon
oldugu bulundu(r:0,86; p=0,058). Diger Olcliimlerde ise korelasyon bulunmadi
(p>0,05). Sekil 4.3 ve 4.4’te BOS2’ si ¢aligilan hastalarda SMN2 kopyasi ve miR-378b

ifade diizey farki arasindaki iliski gosterilmistir.

SMN?2 kopya sayisi

w

o

N

o Ul N O WU
K
e
®

SMN2 Kopya Sayisi
-

1 2 3 4 5
BOS2 (n=5)

Sekil 4.3. BOS 2’si ¢aligilan 5 hastanin SMN2 kopya sayist.

miR-378b

45
40
35
30
25
20
15
10

Fold Change

BOS 2 (n=5)

Sekil 4.4. BOS 2’si ¢alisilan 5 hastanin miR-378b ifade diizey degisikligi
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4.4. HFMSE ve MiRNA Tamimlayic1 Verileri
, BOS’ta ki miR-222-5p, miR-378b 6l¢iimlerine ve HFMSE 6l¢iimlerine Tablo
4.3’de yer verilmistir. HFMSE skorlar1 ile BOS’taki miR-222-5p Olg¢limlerinin
karsilastirilmasina Tablo 4.4’de HFMSE skorlari ile BOS’taki miR-378b 6lglimlerinin

karsilastirilmast Tablo 4.5’da yer verilmistir.

Tablo 4.3. miR-222-5p, miR-378b ve HFMSE Tanimlayici Verileri

MiR-222-5p miR-378b HFMSE

BOS 1 254 (22,1-28,3)  137(11,2-175) 13,0 (4-30)
BOS 2 28,0 (245-32,3) 13,7 (11,7-14,1)

BOS 3 26,8 (24,0-28,8) 14,7 (12,5-16,2)

BOS 4 246 (22,4-275) 12,7 (11,9-13,9)

BOS 5/6 26,5 (24,1-33,0)  135(10,2-17,1) 29,0 (6-60)
BOS 7/8 27,0 (254-31,4)  13,9(11,7-18,1) 28,0 (10-63)
BOS 9/10 27,9 (24,3-27,9)  143(118-17,2) 29,0 (7-52)

Tablo 4.4. HFMSE skorlar1 ile BOS’taki miR-222-5p 6l¢iimlerinin karsilagtirilmasi

1. Gozlem 2. 3. 4, 5/6. 7/8. 9/10.
(Baseline)®  Gozlem”® Gozlem® Gozlem® Gozlem® Gozlem' Gozlem? P Degeri
a-e=0,068
y B0 @ 200(6-60) 280(10-  29,0(7-52)  a-f=0,109
9 30 63) a-g=*
2 e-f=0,007
I e-g=0,066
f-g=0,159
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a-b=0,068
254(22,1- 28,0(24,5- 26,8(24,0- 24,6(22,4- 26,5(24,1- 27,0(254- 27,9(24,3- a-c=0,715
28,3) 32,3) 28,8) 27,5) 33,0) 31,4) 27,9) a-d=0,285
a-=0,593
a-f=*
a-g=*
b-c=0,109
b-d=0,180
b-e=1,000
b-f=*
b-g=*
c-d=0,109
c-=0,593

c-f=*

BOS (miR-222-5p)

c-g=*
d-e=0,068

d-f=*

d-g=*
e-f=0,176
e-g=0,109
f-g=0,500

HFMSE1: BOS1(Baseline)’den hemen dnce, HFMSES/6: BOS 5/6.’dan hemen 6nce, HFMSE7/8: BOS

7/8.’dan hemen 6nce, HFMSE9/10: BOS 9/10.’dan hemen 6nce yapilan dlgiimleri gdstermektedir.
*: Veri yetersizliginden dolay1 degerlendirme yapilamadi.

Tablo 4. 5 : HFMSE skorlar ile BOS’taki miR-378b 6l¢iimlerinin karsilastirilmasi

1. 2. 3. 4. 5/6. 7/8. 9/10. P Degeri

Gozlem Gozlem? Gozlem® Gozlem! Gozlem® Gozlem! Gozlem?

(Baseline)?

a-e=0,068

13,0 (4-30) 29,0(6-60) 28,0(10- 29,0(7-52) a-f=0,109
63) a-g=*

e-f=0,007

e-g=0,066

f-g=0,159

HFMSE

a-h=0,144
BOS 13,7 (11,2- 13,7(11,7- 14,7(125- 12,7(119- 135(10,2- 139(11,7- 143(11,8- a-c=0,068
) 17,5) 14,1) 16,2) 13,9) 17,1) 18,1) 17,2) a-d=0,285
(MiR- 2-6=0,285
378h) afer
a-g=*
b-c=0,109
b-d=0,655
b-e=1,000
b-f=*
b-g=*
c-d=,109
c-e=1,000
c-f=*
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c-g=*
d-e=0,465

d-f=*

d-g=*
e-f=0,310
e-g=1,000
f-g=0,080

HFMSE1: BOS1(Baseline)’den hemen 6nce, HFMSES/6: BOS 5/6.’dan hemen 6nce, HFMSE7/8: BOS
7/8.’dan hemen 6nce, HFMSE9/10: BOS 9/10.’dan hemen 6nce yapilan 6l¢iimleri gdstermektedir.
*: Veri yetersizliginden dolay1 degerlendirme yapilamadi.

4.5. HFMSE Degerlendirmesi

Calismamizda, Nusinersen uygulamasi alan SMA hastalarinda, Nusinersen’in
motor fonksiyonlara olas1 katkisini degerlendirmek icin HFMSE kullanildi. Wilcoxon
Signed Ranks Test ile uygulanan her HFMSE skorlar1 kiyaslanarak istatiksel analiz
yapildi. Test sonucuna gore;

e HFMSE-1(ortanca deger=13,0) ve HFMSE-5/6 (ortanca deger=29,0). arasinda

istatiksel olarak anlamliliga yakin bir fark gosterdigi bulundu (p=0,068)

e HFMSE-1 (ortanca deger=13,0) ve HFMSE-7/8 (ortanca deger=28,0) arasinda

istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

e HFMSE-1 (ortanca deger=13,0) ve HFMSE-9/10 (ortanca deger=29,0) veri

yetersizliginden dolay1 dl¢iilemedi.

e HFMSE-5/6 (ortanca deger=29,0) ve HFMSE7/8 (ortanca deger=28,0)

arasinda istatiksel olarak net bir korelasyon oldugu bulundu (p=0,007).

e HFMSE-5/6 (ortanca deger=29,0) ve HFMSE-9/10 (ortanca deger=29,0)

istatiksel olarak arasinda anlaml fark bulunmadi (p>0,05)

e HFMSE-7/8 (ortanca deger=28,0) ve HFMSE-9/10 (ortanca deger=29,0)

arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Sonug olarak; Ilk dl¢iim(HFMSE-1 -baseline) skor puaninin 4 yiikleme dozdan
sonra yapilan 2. 6lgiim (HFMSE-5/6) arasinda istatiksel olarak anlamliliga yakin bir
artig1 goriildii (p=0,068). Daha sonra 4 ay sonra yapilan 2. 6l¢iim (HFMSE-5/6) skor
puaninin bir sonraki uygulama oncesinde yapilan 3. 6l¢tim (HFMSE-7/8 ) arasinda
istatiksel olarak anlamli bir artis1 goriildii (p=0,07). 3. dlgtim (HFMSE-7/8 ) ile bir
sonraki uygulama Oncesinde yapilan 4. 6l¢im (HFMSE-9/10 ) arasinda istatiksel
olarak arasinda anlamli fark bulunmad: ve dolayisiyla bu anlamli artigin devam ettigi
goriildii. Nusinersen uygulamasi alan hastalardaki HFMSE skorlarinin degisimine

sekil 4.5°de yer verildi.
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Sekil 4.5. HFMSE skorlarinin Nusinersen uygulamasi alan hastalardaki degisimi.
4.6. BOS Orneklerinde MiR-222-5p ve MiR-378b Degerlendirmesi

MiR-222-5p ve miR-378b’nin ifade diizeyleri, Nusinersen tedavisi alan SMA
hastalarinin, her Nusinersen uygulamasindan 6nce ve sonrasindaki degisimleri( her
biri ayriayri) tekrarli 6lgiim testi (Wilcoxon Signed Ranks Test) kullanilarak istatiksel
olarak kiyaslandi.

MiR-222-5p ifade degisimi:

MiR-222-5p ifade diizeyinde, BOS1’de (25,4 (22,1-28,3)) ve BOS2 (28,0 (24,5-
32,3)) arasinda bir artigin oldugu ve bunun istatiksel olarak anlamliliga yakin oldugu
bulundu (p=0,068). Diger tiim BOS gruplar1 da karsilastirildi, ancak istatiksel olarak
anlaml bir fark olmadigi bulundu. Tim gruplarda ayr1 ayr1 miR-222-5p’nin ifade

degisiminin gosterimine Sekil 4.6’da yer verildi.

miR-222-5p

N N
o~

25

Fold Change

NN DN
N w b

BOS1 BOS2 BOS3 BOS4 BOS5/6 BOS7/8 BOS 9/10

Sekil 4.6.Tim gruplarda ayr1 ayr1t miR-222-5p’nin ifade degisiminin gosterimi
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MiR-378b ifade degisimi;,

MiR-378b ifade diizeyinde BOS 1 (13,0 (4-30)) ve BOS 3(14,7 (12,5-16,2))
arasinda istatiksel olarak anlamliliga yakin fark bulundu (p=0,068). Diger tim BOS
gruplar da karsilastirildi, ancak istatiksel olarak anlamli bir fark olmadigi bulundu .
Tim gruplarda ayr1 ayr1 miR-378b’nin ifade degisiminin gdsterimine Sekil 4.7°de yer

verildi

miR-378b

15 .
145 _o N0

14
135
13
12.5
12
115

Fold Chnage

BOS1 BOS2 BOS3 BOS4 BOS5/6 BOS7/8 BOS9/10

Sekil 4.7. Tiim gruplarda ayr1 ayr1 miR-378b’nin ifade degisiminin gosterimi

4.7. HFMSE ve MiRNA Korelasyonu

Hastalarin klinik degerlendirmedeki HFMSE skorlari ile hastalardan toplanan
BOS orneklerindeki miR-222-5p-miR-378b ekspresyonlar1 kiyaslanmis ancak
herhangi bir korelasyon bulunmamistir. Ancak ilk ve son durum karsilastirmalarina
baktigimizda, hem HFMSE’nin hem de miR-222-5p-miR-378b’nin zamanla (ilk
duruma gore) artis gosterdigi bulunmustur. Sekil 4.8’de HFMSE ile miR-222-5p ve
miR-378b nin karsilastirilmasina yer verildi.

*HFMSE skor degisimleri ile BOS taki miRNA ekspresyon diizeyleri arasindaki
korelayon degerlendirildi. Buna gore;

* HFMSE ve miR-222-5p’nin BOS 4 6l¢iim degeri ile HFMSE skor degisim
puan1 (HFMSE 5/6 -HFMSE)arasinda negatif yonde orta diizeyde korelasyon vardi,
ancak istatiksel anlamli degildi (r=-0,40;p=0,30)

*HFMSE ve miR-222-5p; miR-222-5p’nin BOS5/6 6l¢iim degeri ile HFMSE
skor degisim puan1 (HFMSE 7/8 -HFMSE 5/6)arasinda negatif yonde orta diizeyde
korelasyon vardi, ancak istatiksel anlamli degildi (r=-0,31;p=0,18)
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* HFMSE ve miR-378b’nin BOS 4 6l¢iim degeri ile HFMSE skor degisim puani
(HFMSE 5/6 -HFMSE )arasinda negatif yonde orta diizeyde korelasyon vardi, ancak
istatiksel anlamli degildi (r=-0,38;p=0,061)

*HFMSE ve miR-378b’nin BOS5/6 6l¢iim degeri ile HFMSE skor degisim
puan1 (HFMSE 5/6 -HFMSE1)arasinda negatif yonde orta diizeyde korelasyon vardi,
ancak istatiksel anlamli degildi (r=-0,24;p=0,050)
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Sekil 4.8. HFMSE ile miR-222-5p ve miR-378b nin karsilastirilmas1
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4.8. Alt Tip Degerlendirmesi

SMA alt tiplerine gore degerlendirme yapildiginda HFMSE 5/6 o6l¢iimlerine
gore SMA tip I ve II arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulundu (P=0,019).
SMA Tip I ve III arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark olmadigi bulundu. SMA
tip II ve III arasinda anlamli fark bir oldugu bulundu. HFMSE 7/8 6l¢iimlerine gore
SMA tip I ve tip II arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu bulundu. SMA
Tip I ve III arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark olmadigi bulundu. SMA tip II.
ve III arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu bulundu (P=0,009).
Dolayisiyla farki olusturan grup SMA tip II’nin oldugu sonucuna varildi.

SMA alt tiplerine gore miR-222-5p ve miR-378b Ol¢iimlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi. SMA alt tiplerine gére HFMSE karsilagtirilmasi
Tablo 4.6 de, miR-222-5p  karsilastirilmasina Tablo 4.7 de, miR-378b

karsilastirilmasina ise Tablo 4.8” de yer verilmistir.

Tablo 4.6. SMA alt tiplerine gore HFMSE degerlendirme karsilagtirilmasi

SMA | SMA |1l SMA |11 P Degeri
HFMSE -1 13,0 (7-27) 6,0 (4-20) 30 (30-30) 0,19

HFMSE-5/6  31,0(25-38)  19,0(6-26) 47,0 (36-60) P=0,019
P(1-2)=0,027
P(1-3)=0,101
P(2-3)=0,034

HFMSE-7/8 29,0 (28-39) 20,5 (10-28) 49,0 (37-63) P=0,009

P(1-2)=0,023
p (1-3)=0,127
p(2-3)=0,014
HFMSE-9/10 - 29,0 (7-30) 52,0 (52-52) 0,11
Tablo 4.7. SMA alt tiplerine goére miR-222-5p degerlendirmesi
MiR-222-5p SMA I SMA I SMA |11 P Degeri
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BOS 1 24,6 (24,5- 25,8 (22,1- - 0,51
26,2) 28,3)
BOS 2 30,1 (28,0- 26,8 (25,0- 24.5 (24,5 0,30
32,3) 28,6) 24.5)
BOS 3 27,5 (24,0- 26,1 (26,1- - 0,65
28,8) 26,1)
BOS 4 25,6 (22,4- 23,4 (23,4- - 0,48
27,5) 23,4)
BOS 5/6 24,9 (24,5- 28,3 (24,1- 26,6 (26,5 0,35
31,8) 32,8) 33,0)
BOS 7/8 27,5 (25,4- 27,0 (25,6- 28,2 (26,1- 0,88
29,7) 31,4) 30,2)
BOS 9/10 - 26,9 (24,3- 27,9 (27,9- 1,00
27,9) 27,9)
Tablo 4.8. SMA alt tiplerine gore miR-378b degerlendirmesi
MiR-378b SMA | SMA I SMA I P Degeri
BOS 1 13,0(11,2- 14,6(13,0- 0,12
14,5) 17,5)
BOS 2 12,4(11,7- 13,9(13,7- 13,8(13,8- 0,22
13,1) 14,1) 13,8)
BOS 3 14,3(12,5- 15,1(15,1- 0,65
16,2) 15,1)
BOS 4 12,9(11,9- 12,7(12,7- 1,00
13,9) 12,7)
BOS 5/6 13,9(12,6- 13,4(10,2- 13,3(13,1- 0,69
17,1) 14,9) 15,3)
BOS 7/8 12,5(11,7- 13,9(11,8- 14,0(13,9- 0,35
13,2) 18,1) 14,0)
BOS 9/10 147(11,8-  14,3(14,3- 1,00
17,2) 14,3)
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5. TARTISMA

SMA, ilerleyici kas atrofisi ve giigsiizliigii ile karakterize olan néromiiskiiler bir
hastalik olup bebeklerde 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir(Darryl et al., 2019).
Hastaliga SMNT1 geninin ekson 7°deki mutasyonlar neden olmaktadir. SMN1 geni
tarafindan tiretilen FL-SMN proteini motor noronlarin islevi i¢in kritik Oneme
sahiptir(Albrechtsen et al., 2020). Paralog gen SMN2, ckson 7’deki C6T gegisi
bakimindan SMN1’den farklilik gdsterir. SMN2-ekson 7°deki C6T gegisi, Alternatif
Splicing igleminde bir hataya neden olarak ekson 7’ nin atlanmasina ve kesilmis, stabil
ve islevsel olmayan bir protein (SMNA7) (%90)olusmasina yol agmaktadir(Mercuri et
al., 2022).Sonug olarak SMN2, yeterli seviyede FL-SMN proteini olusturamaz ve
SMA’y1 engelleyemez((Iftikhar et al., 2021; Q. Li, 2020) . ASO olan Nusinersen tiim
SMA tipleri i¢in uygulanabilen ilk tibbi tedavidir ve FL-SMN protein olusumunu
arttirmak tizere tasarlanmistir Giintimiizde SMA gibi motor ndron hastaliklari i¢in yeni
tedavilerin gelistirilmesi géz ontine alindiginda, hastaligin ilerlemesini ve terapdtik
yaniti izlemek icin non-invaziv ve klinik olmayan potansiyel biyobelirteclerin
tanimlanmasina olan ihtiyag daha da artmistir MiRNA’lar, post-transkripsiyonel
olarak gen ekspresyonunu diizenlenmesinde rol oynayan kiigiik endojen RNA’lardur.
MiRNA’larin anormal ekspresyon diizeyleri belirli bir dokuya verilen hasari da
yansitmaktadir(Bonanno et al., 2020). Ayrica miRNA’lar, non-invaziv yontemlerle
klinik olarak saptanabilir ve kolay erisilebilir olmasi nedeniyle biyobelirtecler olarak
oldukca dikkat ¢ekmistir. Giiniimiizde bir ¢ok hastaligin patogenezinde tanisal ve
prognozu i¢in MiRNAlar, potansiyel biyobelirtegler olarak kullanilmaktadir.

Nusinersen tedavisi alan SMA hastalarinda biyobelirtecler olarak miRNA’larin
incelendigi ¢ok fazla galisma yoktur. Ancak son zamanlardaki ¢alismalar bu alandaki
ilginin arttigin1 gostermektedir. Bu ¢aligmalardan biri Bonono ve ark.(2019) tarafindan
gerceklestirilmistir. Calismada, Nusinersen tedavisi alan 2linfantil SMA hastasinin
serumunda, kas dokusunda ifade edilen 4 miRNA'nin(miR-133a, -133b, -206, -1) bir
biyobelirte¢ olarak Nusinersen etkinligi ile ilgili bilgi verici potansiyeli dl¢iilmiistiir.
Calisma sonucunda, tip II ve III hastalarinda miR-133a, -133b, -206, -1, ekspresyon
diizeylerinin Nusinersen tedavisi alan bu hastalarda baglangi¢ diizeyine gore azaldigi
ve miR-133a diizeyinin tedaviye ©Ongoriillen motor fonksiyon yaniti degistirdigi

gozlemlenmistir(Bonanno et al., 2020). Magen ve ark (2022) g¢alismalarin1 yine
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Nusinersen’e yanit1 tahmin edebilecek invaziv olmayan biyobelirteclerin belirlenmesi
amaciyla, Nusinersen tedavisi alan 34 SMA tip II ve III hastalarinda
gerceklestirmiglerdir. Calisma sonunda, miR-206, miR-133-3p’iin diisiik baslangic
seviyelerinin 6 aylik tedaviden sonra Nusinersen tedavisine klinik yaniti 6ngordiigii
gozlemlenmistir(Magen et al., 2022). Benzer bir ¢alisma da Welby ve ark. (2022)
tarafindan yapilmis ve Nusinersen uygulamasini takiben noron ve glial sagligin bir
gostergesi olarak SMA hastalarinin BOS &rneklerinde miRNA’larin potansiyeli
degerlendirilmistir. Caligma sonucunda, SMA’ ya spesifik ya da genel motor
disfonksiyonu ile iliskili down regiile edilen miRNA ekspresyonunun, Nusinersen ile
tedavi edilen BOS orneklerinde artma egiliminde oldugu gézlemlenmistir. Bunun da
SMA tip | ve II hastalarinda motor fonksiyon iyilesmeleri ile korele oldugunu
gozlemlemislerdir(Welby, Rehborg, Harmelink, & Ebert, 2022). Bu ¢alismada, SMA
hastalarinin beyin omurilik sivilarinda miRNA ekspresyon profillerini arastirmak ve
bu sayede hastaligin tedavisinde kullanilan Nusinersen etkinligine dair bir
bilgi/gosterge elde edilmesi amaglandi. Calismamizda, Bonono ve ark (2019), Magen
ve ark. (2022) ve Welby ve ark. (2022) tarafindan gerceklestirilen benzer yaklagimlar
model alinmstir.

Norodejeneratif hastaliklara yonelik yapilan calismalarda, miRNA’lar BOS
orneklerinde tespit edilebilen en umut verici biyobelirtecler oldugu gozlemlenmistir.
Hiicresel sagkalimdaki gelismeleri izleyebilen ve motor fonksiyondaki iyilesme ile
baglantili olan BOS, yiiksek klinik degere sahip bir biyobelirtegtir. Bu baglamda
SMA’da, BOS o6rnekleri ve miRNA’lar lizerine literatiirii inceledigimizde ¢alismalarin
daha ¢ok yeni oldugunu soyleyebiliriz. Calismamizda Nusinersen tedavisi alan SMA
hastalarinda, miRNA’larin BOS o6rneklerinde saptanabilmesi ve bu alanda ¢ok az
calisma bulunmas1 nedeniyle literatlirre katki saglamak adma BOS Ornekleri
kullanildi. Magen ve ark.(2022) ile Welby ve ark. (2022) calismalarinda, Nusinersen
tedavisi alan SMA hastalarinda miRNA’larin potansiyel biyobelirte¢ etkinligini
6lgmek i¢in hastalarin BOS 6rneklerini kullanmiglardir(Magen et al., 2022; Welby et
al., 2022). Bu yaklagimlar bizim ¢alismamizi destekler niteliktedir ve ¢aligmamizda
BOS o6rneklerinin tercih edilmesi i¢in olumlu etkiler sunmaktadir

Calismamizda, Nusinersen tedavisi alan SMA hastalarinin BOS 6rneklerinde her
Nusinersen uygulamasindan 6nce ve sonrasindaki miR-155-5p, miR-222-5p ve miR-
378b’nin ifade diizeyleri kiyaslandi. Calisma sonucunda arastirilan miRNA’larin

motor fonksiyon iyilesmeleri ile korele olmasi ve hastaligin tedavisinde kullanilan
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Nusinersen’e yanit1 tahmin edebilecek invaziv olmayan biyobelirtecler olarak etkinlik
gostermesi beklenmektedir.

gRT-PCR analiz ile miRNA’larin (miR-155-5p, miR-222-5p ve miR-378b’nin)
analizi yapild1 ve analiz sonucunda miR-155-5p’nin ifade edilmedigini tespit ettik (Ct
degeri tespit edilmedi). miR-155-5p bir RNA oldugu igin gen ifade regiilasyonunu,
transkripsiyon ve RNA islenmesi(post transkrisiyonel)asamasina kadar irdeleyebiliriz.
[k asamada, primer transkript olarak olustuktan sonra olgunlasma asamasinda (RNA
islenmesinde) RNA molekiilleri yapisal degisikliklere ugrar ve bu asamada bazi
miidahaleler etkili olmus olabilir. Yani bu miidahaleler, BOS’ta serumda oldugu gibi
ya da SMA’ da serum da oldugu gibi olmuyor olabilir. Bu bahsettigimiz ifade
regiilasyonlarinin, miR-155-5p’nin ifadesinde, SMA’ya spesifik olarak down regiile
yoniinde degisiklik gosterdigini diisiinmekteyiz.

Calismamizda, miR-222-5p diizeylerinde diisiik baslangic seviyesine gore
Nusinersen tedavisiyle birlikte genel bir artis egilimi gosterdigi gozlemlendi.
Ozellikle, baseline gore ilk doz Nusinersen uygulamasi yapildiktan sonra (BOS 1 ve
BOS2 arasinda) miR-222-5p diizeylerinde anlamliliga yakin bir artis oldugu
goriildii(p=0,068). Ayn1 zamanda alt tip degerlendirmesi yapildiginda miR-222-5p
ifade diizeyinin tiplere gore farkliik gostermedigi gozlemlendi.Verilerimiz,
Nusinersen tedavisi alan SMA {izerine yapilan c¢aligsmalarda literatiirii destekler
niteliktedir. Welby ve ark. tarafindan gergeklestirilen, SMA hastalarinin BOS
orneklerinde miRNA diizeylerinin Nusinersen tedavisiyle birlikte arttiginin
gozlemlendigi ¢alisma ile uyumludur(Welby et al., 2022). Ayni1 zamanda Captano ve
ark.,, PMO25 ASO tedavisi aldiktan sonra hafif ve siddetli SMA farelerinin
omuriliklerinde miRNA’larin (6rnegin miR-132) gelismis ekspresyonunu gostermis
ve MiR-132’nin tedaviye yanit verdigini gozlemlemiglerdir. Calismamiz, Captano ve
ark. tarafindan miR-132’nin hastaligin ilerlemesini ve terapotik yaniti izleyebilmek
adina potansiyel bir biyobelirte¢ olabilecegini gosterdikleri bu c¢alisma ile de
uyumludur(Catapano et al., 2016).

Calismamizda yine benzer sekilde, miR-378b diizeylerinde de diisiik baslangi¢
seviyesine gore Nusinersen tedavisiyle birlikte genel bir artig gosterdigi gézlemlendi.
Ozellikle, baseline gore 2 doz aldiktan sonra (BOS1 ve BOS3 arasinda) miR-378b
diizeylerinde anlamliliga yakin bir artig oldugu goriildii(p=0,068). Ayn1 zamanda alt
tip degerlendirmesi yapildiginda miR-378b ifade diizeyinin tiplere goére farklilik

gostermedigi gozlemlendi. Verilerimiz, ,Nusinersen tedavisi alan SMA iizerine
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yapilan ¢alismalarda literatiiri destekler niteliktedir. Zaharieva ve ark. (2022)
calismalarinda Nusinersen tedavisi alan SMA tip II ve III hastalarinin kan 6rneklerinde
mMiR-378-3p’nin Nusinersen’e yaniti tahmin etmede potansiyel biyobelirteg olarak
etkinligini arastirmiglardir. Caligma sonucunda, miR-378-3p diizeylerinin baslangic
seviyelerine gore tedavi ile birlikte arttifi ve daha iyi motor fonksiyon ile
iligkilendirdigi bildirilmistir. Zaharieva ve ark. (2022) tarafindan gergeklestirilen bu
calisma bizim ¢alismamizla uyumludur(Zaharieva et al., 2022). Aym1 zamanda
calismamiz yukarida bahsedilen,Welby ve ark. ile Captano ve ark tarafindan
gergeklestirilen, miRNA diizeylerinin Nusinersen tedavisiyle birlikte arttiginin
gozlemlendigi caligmalar ile uyumludur(Welby et al., 2022).

Calismamizda, Nusinersen tedavisi alan SMA hastalarinda tedavi ile birlikte
motor fonksiyonlarinda bir artis/iyilesme olmasi beklenmektedir. Calisma
verilerimizde beklendigi gibi oldugu Nusinersen tedavisi alan SMA hastalarinda
tedavi ile birlikte motor fonksiyonlarinda bir artis oldugu goézlemlendi. Bu bulgumuz,
Bonono ve ark.(2019), Magen ve ark. (2022), Webl ve ark. (2022) ve Zaharieva ve
ark. (2022) tarafindan gerceklestirilen Nusinersen tedavisi alan SMA hastalarinda
motor fonksiyonlardaki iyilesme sonuglari ile uyumludur(Bonanno et al., 2020; Magen
et al., 2022; Welby et al., 2022; Zaharieva et al., 2022).

Calismamizin bir diger yaklagimi ise, HFMSE skorlar1 ile miR-222-5p ve miR-
378b arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi ve pozitif ya da negatif yonde bir
korelasyonun bulunmasiydi.Analizlerimiz sonucunda, HFMSE skorlar1 ile hastalardan
toplanan BOS o6rneklerindeki miR-222-5p ve miR-378b ekspresyonlart kiyaslanmig
ancak herhangi bir korelasyon olmadigi gozlemlendi. Ancak ilk ve son durum
karsilastirmalarina baktigimizda, hem HFMSE’nin hem de miR-222-5p-miR-
378b’nin zamanla (ilk duruma gore) artis gosterdigi goriildii. Ek olarak, HFMSE skor
degisimleri ile miRNA ekspresyon diizeyleri arasindaki korelayon degerlendirildi.
mMiR-222-5p’nin BOS 4 6l¢tim degeri ile HFMSE skor degisim puani (HFMSE 5/6 -
HFMSE1)arasinda ve miR-222-5p’nin BOS5/6 6l¢tiim degeri ile HFMSE skor degisim
puant (HFMSE 7/8 -HFMSE 5/6)arasinda negatif yonde orta diizeyde korelasyon
oldugu gozlemlendi. Benzer sekilde, miR-378b’nin BOS 4 6l¢tim degeri ile HFMSE
skor degisim puani (HFMSE 5/6 -HFMSE1 )arasinda ve miR-378b’nin BOS5/6 6l¢tim
degeri ile HFMSE skor degisim puani (HFMSE 5/6 -HFMSEI )arasinda negatif yonde
orta diizeyde korelasyon oldugu ancak bunun istatiksel olarak anlamli olmadigi

gozlemlendi. Calismamizdaki bu veriler degerlendirildiginde genel anlamda
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bahsettigimiz benzer ¢alismalarda oldugu gibi HFMSE ve miR-222-5p/miR-378b
ifade diizeylerinde tedavi ile birlikte baslangic diizeyine gore bir artis egilimi ve
HFMSE skor degisimleri ile miR-222-5p/miR-378b diizeyleri arasinda negatif yonde
orta diizeyde korelasyon oldugu gozlendi. Ancak bu veriler istatiksel olarak anlamli
degildi. Bunun ana nedeninin hasta sayisinin azlig1 ve veri yetersizliginin oldugunu
diistinmekteyiz.

Calismamizin kisith yanlarini ele aldigimizda ilk olarak en &nemli odak
noktamiz HFMSE ile miRNA’lar( miR-222-5p ve miR-378b) arsindaki korelasyonu
arastirmakti. Verilerimiz, benzer ¢alismalarda oldugu gibi tedavi ile birlikte hem
HFMSE’nin hem de miR-222-5p-miR-378b’nin tedavi ile birlikte baslangi¢ diizeyine
gore bir atis egilimi gosterdigini gozlendi. Ancak bu istatiksel olarak anlamli degildi.
Bunun yani sira HFMSE skor degisimleri ile miR-222-5p-miR-378b ifade diizeyleri
negatif yonde korelasyon gosterdigi gézlendi ancak istatiksel olarak anlamli degildi.
Bunun da ana nedeni ¢aligmamizdaki en biiyiik kisithiligimiz olan hasta sayimizin
diisiik olmasi ve veri yetersizligi olmustur. Korelasyonu anlamlandirmak ve
sonuclarimiz dogrulayabilmek igin daha biiyiik hasta kohortlarina ihtiyacimiz
bulunmaktadir. Hasta sayisinin ve verilerinin daha ¢ok oldugu genis kapsamli bir
calisma gergeklestirilmesi durumunda, miR-222-5p ve miR-378b ile HFMSE arasinda
istatiksel olarak anlamli bir korelasyon gozlemlenecegini diistinmekteyiz. Calismamiz
MiRNA’larin Nusinersen tedavisi alan SMA hastalarinda, hastaligin daha iyi
anlagilmasi, ilerlemesi ve terapotik yaniti izlenmesi i¢in non-invaziv ve klinik olmayan
biyobelirtegler olarak etkinliginin degerlendirilmesi iizerine yapilacak olan

caligmalara fikir olacaktir.
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6. SONUC

Calismadan elde edilen sonuglar asagida siralanmastir
In siliko ¢aligmalar ile kasta ifade edilen ve SMN2-ekson 7 ile yiiksek baglant:
gosterebilen 3 tane miRNA(miR-155-5p, -222-5p, -378Db) tespit ettik.
Calismaya 20 hasta dahil edilmis olup, hastalarin 11( %55,0) erkek ve 9 (
%45,0) oldugu tespit edildi. Bu hastalarin yas ortalamasi1 53,5+ 57,3 ay, yas
ortancast ise 34,5 (3-200) aydi. Hastalarin 7’sini (%35,0) SMA tip I, 10’unu
(%50,0) SMA tip II ve 3’1inii (%15°1) SMA tip III olusturmaktadir.
Spermann korelasyon analizinde, miR-222-5p ve SMN2 kopya sayisi ile hem
Baseline (BOSI) (ve tiim BOS’larda ) hem de HFMSE 6l¢iimleri arasinda
dogrusal iligki olmadig1 bulundu (p>0,05)
Spearman korelasyon analizinde, BOS 2 6lgiimiinde ki miR-378b diizeyi ile
SMN2 kopya sayist arasinda istatiksel olarak anlamlilifa yakin yiiksek bir
korelasyon oldugu bulundu(r:0,86; p=0,058). Diger ol¢timlerde ise korelasyon
bulunmadi (p>0,05).
Caligmamizda, Nusinersen uygulamasi alan SMA hastalarinda, Nusinersen’in
motor fonksiyonlara olast katkisini degerlendirmek i¢cin HFMSE kullanildi.
Wilcoxon Signed Ranks Test ile uygulanan her HFMSE skorlar1 kiyaslanarak
istatiksel analiz yapildi. Test sonucuna gore;

o HFMSE-I1(ortanca deger=13,0) ve HFMSE-5/6 (ortanca deger=29,0).
arasinda istatiksel olarak anlamliliga yakin bir fark gdsterdigi bulundu
(p=0,068)

o HFMSE-1 (ortanca deger=13,0) ve HFMSE-7/8 (ortanca deger=28,0)
arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

o HFMSE-1 (ortanca deger=13,0) ve HFMSE-9/10 (ortanca deger=29,0)
veri yetersizliginden dolay1 6l¢iilemedi.

o HFMSE-5/6 (ortanca deger=29,0) ve HFMSE7/8 (ortanca deger=28,0)
arasinda istatiksel olarak net bir korelasyon oldugu bulundu (p=0,007).

o HFMSE-5/6 (ortanca deger=29,0) ve HFMSE-9/10 (ortanca
deger=29,0) istatiksel olarak arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05)

o HFMSE-7/8 (ortanca deger=28,0) ve HFMSE-9/10 (ortanca

deger=29,0) arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi.
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MiR-222-5p ifade degisimi: BOS1’de (25,4 (22,1-28,3)) ve BOS2’de (28,0

(24,5-32,3)) arasinda bir artisin oldugu ve bunun istatiksel olarak anlamliliga

yakin oldugu bulundu (p=0,068). Diger tiim BOS gruplar1 da karsilastirildi,

ancak istatiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 bulundu. Tiim gruplarda ayr1

ayr1t miR-222-5p’nin ifade degisiminin gdsterimine Sekil 5’de yer verildi.

MiR-378b ifade degisimi; BOS 1 (13,0 (4-30)) ve BOS 3(14,7 (12,5-16,2))

arasinda istatiksel olarak anlamliliga yakin fark bulundu (p=0,068). Diger tiim

BOS gruplar1 da karsilastirildi, ancak istatiksel olarak anlamli bir fark olmadigi

bulundu.

HFMSE ve miRNA Korelasyonu : HFMSE skor degisimleri ile BOS taki

miRNA ekspresyon diizeyleri arasindaki korelayon degerlendirildi.

(@)

Hastalarin klinik degerlendirmedeki HFMSE skorlar1 ile hastalardan
toplanan BOS 6rneklerindeki miR-222-5p-miR-378b ekspresyonlari
kiyaslanmis ancak herhangi bir korelasyon bulunmamistir. Ancak ilk
ve son durum karsilagtirmalarina baktigimizda, hem HFMSE’nin hem
de miR-222-5p-miR-378b’nin zamanla (ilk duruma gore) artis
gosterdigi bulunmustur.

HFMSE ve miR-222-5p’nin BOS 4 6l¢iim degeri ile HFMSE skor
degisim puan1 (HFMSE 5/6 -HFMSETI)arasinda negatif yonde orta
diizeyde korelasyon vardi, ancak istatiksel anlamli degildi (r=-
0,40;p=0,30)

HFMSE ve miR-222-5p; miR-222-5p’nin BOS5/6 6l¢iim degeri ile
HFMSE skor degisim puani (HFMSE 7/8 -HFMSE 5/6)arasinda
negatif yonde orta diizeyde korelasyon vardi, ancak istatiksel anlaml
degildi (r=-0,31;p=0,18)

HFMSE ve miR-378b5p’nin BOS 4 6l¢iim degeri ile HFMSE skor
degisim puan1 (HFMSE 5/6 -HFMSE1)arasinda negatif yonde orta
diizeyde korelasyon vardi, ancak istatiksel anlamli degildi (r=-
0,38;p=0,061)

HFMSE vemiR-378b5p’nin BOS5/6 6lgiim degeri ile HFMSE skor
degisim puan1 (HFMSE 5/6 -HFMSETI )arasinda negatif yonde orta
diizeyde korelasyon vardi, ancak istatiksel anlamli degildi (r=-

0,24;p=0,050)
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Alt Tip Degerlendirmesi:
o SMA tip I yas ortancas1 21 (10-55) ay iken, SMA tip II yas ortancasi

109.5 (31-215) ay ve SMA tip III yas ortancasi 154 (100-178) ay
oldugu bulundu. SMA tiplerine gére yas ortancalari arasinda istatiksel
olarak anlamli fark vardi (p=0,003) ve SMA tip I yas ortancasi diger iki
gruptan istatiksel olarak anlamli diizeyde daha diistik oldugu bulundu.
SMA alt tiplerine géore HFMSE 5/6 dl¢iimlerine gore SMA tip I ve 11
arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulundu (P=0,019). SMA tip I ve
III arasinda fark vardi Tip I ve III arasinda istatiksel olarak anlamli fark
yoktu. HFMSE 7/8 olgtimlerine gore SMA tip II. ve III arasinda
istatiksel olarak anlamli fark bulundu (P=0,009). Dolayisiyla farki
olusturan grup SMA tip II’nin oldugu sonucuna varildu.

SMA alt tiplerine gore miR-222-5p ve miR-378b dlglimlerinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
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HFMSE SKORU

Hammersmith Functional Motor Scale for SMA (HFMS)

Name
Date of assessment

Date of spinal surgery

DOB

Time taken to complete

Evaluator

Pleasecircle highest currentlevel ofindependent mobility

None Rolls Bottomsshuffles creeps [crawls Walkswithcrutches/frame /frollator Walks with KAFOQ's /AFQ’s Independent walking
COMIMEBNE o1ttt tes e ces s svs s sssess s s s es s 888888 088088 0 8845 88 88 B850 08 S8 8880801 0
Test Instruction 2 1 0 L Comments
B
C S = score
1 Plinth /chair sitting | Can you sit on the plinth | Able to situsing no Needs one hand Needs two hand Item 1 Predominant
Can be overedge of | /chair without using your | hand supportfora support to maintain support to maintain spinal re
plinth or on plinth / hands for support for a count of 3 or more balance fora countof 3 | balance
floor. Record best you | count of 3?(Back ? ?
see unsupported /feet +/- Unable to sit
support) Predominant leg
2 Long sitting Legs | Can you sit on the Able to sit on Able to siton Able tolong situsing posture
straight = knees floor/plinth without floor/plinth with legs floor/plinth with legs two hands for a count
maybe flexed, knee using your hands for straight without hand straight propping with | of 3
caps pointing support and with your support fora countof 3 | one hand supportfora

upwards, ankles
<10cm apart

legs straight for a count
of3?

count of 3

Orunable to sit with
straight legs

Circle predominant spinal
posture and leg position

30ne handto head | Can you getone handto | Abletobringonehand | Canonlybringhandte | Unable to bring hand to R/L
in sitting Hand touch | your head without to head. head by flexing head head evenusing head

head above level of bending your neck Head and trunk remain and trunk movement

ears stable

4 Two hands to head | Can you lift both hands | Able to place both Able to place hands on | Unable to place both

in sitting

up at the same time, to
your head, without

hands on head arms
free from side, Head

head but only using
head flexion or side tilt

hands on head

Hands touch head bending your neck? and trunk remain stable | or crawling hands up or
above level of ear one ata time
5 Supine to side- Can you roll onto your Able to % roll from Can ¥ roll only one way | Unable to half roll Shoulders perpendicular to
lying side in both directions? | supine both ways RIL either way floor. Trunk and hips in line
Try not to use your With bady
hands
6 Rolls prone to Can you roll from your Turns to supine with Turns to supine using Unable to turninto
supine over R tummy to your backin free arms to the right arms to pushf pull with | supine
7 Rolls prone to bothdirections? Turnsinto supine with | Turns to supine using Unable to turninto
supine over L free arms to the left arms to push/ pull with | supine
8 Rolls supine to Can you roll from your Turns to prone with Turns to prone by Unable to turninto
prone over R back to your front in free arms to the right pulling/ pushing on prone
both directions? arms

9 Rolls supine to
prone over L

Turns to prone with
free arms to the left

Turns to prone by
pulling/ pushing on
arms

Unable to turninto
prone

10 Sitting to lying

Can you lie down in a

Able tolie down ina

Able to lie down by

Unable orfalls over

controlled way from controlled fashion flopping forwards and
sitting? through side lying or rolling sideways
using clothes
11 Props on forearms | Can you prop yourselfon | Able to achieve propon | Holds position when Unable
your forearms and hold | elbows with headup for | placed fora count of 3
for acount of 37 acount of 3
12 Lifts head from Can you lift you headvp | Abletoliftheadupin Lift head witharmsina | Unable
prone keeping your arms by prane arms by side fora | forward position fora
your side fora countof | countof3 count of 3
B
13 Prop on extended | Can you prop yourselfup | Able to prop on Can prop on extended | Unable
arms with straight arms fora | extended arms, head arms if placed fora
count of 37 up fora count of 3 count of 3
14 Lying to sittin Can you get from lyin .
e ) to sig:inggwigourr);!!ig Able by using side lying Turnsinta prone or Unable
towards floor
to your tummy?
15 Four-point Can you get onto your Achieves four-point Holds position when Unable
kneeling hands and knees with kneeling - head up fora | placed for a count of 3
your head up and hold count of 3
for a count of 37
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Test Instruction 2 1 0 L| S | Comments
B -
C
S =score

16 Crawling Can you crawl Able to crawl | Moves all fourl Unable

forwards? forwards—moves | points only once

all four points
twice or more

Can you lift your In supine, head| Head is lifted but
17 Lifts  head )f:ead{oy must Ee lifted in| through side Unable
from supine look at your toes mid-line. Chin| flexion or with no

your arms folded =~ moves  towards| neck flexion Held

fora chest. Held for a| foracountof3

count of 3 count of 3
18 Supportec  Can you stand Can stand Able to stand with| Can stand with|
standing using one using one minimal trunk| hand support but|

hand for suppor: hand support support needs knee/hip

fora for a count of (not hip) fora count| support in addition

count of 3? 3 of3 foracountof3

Orunable

19 Stanc  Can you stan! Can stand | Stands Stands only
unsupported without independently for| independently fora| momentarily

holding ontn the more than a| coyntofs (less than a count

anything count of 3 of 3) Or unable

fora count of 3?7
20 Stepping Can you walk Able to take more | Able to take 2 — 4| Unable

without using than 4 steps| stepsunaided

any help or unaided

aids?  Show

me
SCORE No of 2’s = No of 1’s = No of 0’s = TOTAL = /40
Comments
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Expanded Hammersmith Functional Motor Scale for SMA (HFMSE)

Test Instruction 2 1 0 S [Comments
= | S=score
21 Right hip | Can you bring| Full hip flexion Initiates right hip Unable
flexion  in | your right knee to| achieved and knee flexion
supine your chest? (more than 10%
of available range
of motion)
22 Left hip| Can you bring your| Full hip flexion| Initiates left hip Unable
flexion in| left knee to your achieved and knee flexion
supine chest? (more than 10%
of available
range of
motion)
23 High| Can you bring | Arms used Maintains half Unable
kneeling  to| yourleftlegupso | for kneel with arm
right half| that your foot is | transition, support foracount
kneel flat  on  the | maintains of 10
ground without | arms free in
using your arms | half kneel
and hold for a | for a count
count of 10? of 10
24 Highl Can you bring| Arms used Maintains half Unable
kneeling  to| your right leg up| for kneel with arm
left half kneel | so that your footis | transition, support fora count
flat on the ground | maintains of 10
without using | arms free in
your arms and| half kneel
hold for a count of | for a count
10? of 10
25 High| Can you stand up| Able with arms| Able to shift weight offf Unable
kneeling to from this position| free both knees (with or
stand leading| starting with your without arm support)
with leftleg | left leg without
using your hands?
May need|
demonstration
26 High Can you stand up| Able with arms| Able to shift weight offf Unable
keeling from this position| free both knees (with or
to stand starting with your without arm support)
leading right leg without]
with using your hands?
right leg May need
demonstration
27Stand tosit| Canyousitonthe | Able to sit| Sits on floor but uses| Unable
floor, in a| down with [ arms or crashes
controlled way?| arms free and
Try not to wuse| no collapse
your arms.
28Squat Can you squat? Squats with Initiates squat (more| Unable toinitiate
Pretend you are | armsfree(at than 10%) , uses arm
going to sit in a | least 9o° of support
very low seat. hip and
knee
flexion)

29 Jump 12”| Can you jump as | Jumps at least Jumps between 2-11",| Unable to
forward far as you can, | 12", both feet| both feet | initiate  jump
with both feet, | simultaneously | simultaneously with both feet
from this line all simultaneously
of the way to the
other line?
30 Ascends | Can you walk Ascends 4 stairs| Ascends 2-4 stairs, one| Unable to ascend
stairs ~ with [ up the steps? with railing,| rail, any pattern 2 stairs one rail
rail You can use alternating feet

one railing

31 Descends|
stairs with rail

Can you walk
down the steps?
You can use one
railing

Descends four
stairs , with
railing,

alternating feet

Descends 2-4 stairs,
one rail, any pattern

Unable to descend|
2 stairs with one
rail
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32 Ascends|
stairs without
rail

Can you walk up
the steps? This
time try not to

Ascends four
stairs, arms
free,

Ascends 2-4 stairs,
arms free, any pattern

Unable to ascend
2 stairs arms free

use the railing alternating
feet
33 Descends| Can you walk Descends four| Descends 2-4 stairs,| Unable to descend
stairs without| down the stairs, arms| arms free, any pattern| 2 stairs arms free

rail

steps?  This
time try not to
use the railing

free, alternating
feet

SCORE

No of 2’s =

No of 1's =

No of 0’s =

TOTAL

/66
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