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GiRIS VE AMAC

Amyotrofik lateral skleroz (ALS) beyin sapinda, kranial sinir gekirdekierinde,
omurilikte 6n boynuz hicrelerinin tutuimasiyla giden, ilerleyici nérodejeneratif bir
hastaliktir. Hastali§in nedeni bilinmemektedir. Basglangi¢c yasi degisken olup,
semptomlar genellikle orta yaglarda gértltr ve 3-5 yil iginde 6limle sonuglanir (3,
34, 110).

ALS genellikle “sporadik (SALS)" ve “ailesel (FALS)” gecisli olarak
siniflandirilir.  Ayrica endemik olarak Guam adasinda Parkinson Demans
kompleksi ile birlikte géralmustar (Guam tipi ALS). Vakalarin % 90’'ni sporadik, %
7-10 ‘u ise aileseldir (11, 35, 108, 110).

ALS motor néronlarin dejenerasyonuyla ortaya cikan bir hastaliktir. Motor
noronlar iskelet kaslarinin kasiimasindan sorumludur. ALS’de kortikospinal (upper)
ve spinal (lower) olmak Uzere 2 grup néron farkli derecelerde etkilenmektedir (20).
ALS’de motor néronlar fonksiyonlarini ilerleyici (progresif) olarak kaybeder ve
sonunda ALS'nin karakteristik semptomlar ortaya g¢ikar. Baslangi¢ yerine bagh
olarak semptomlar vicudun farkli anatomik bélgelerinde farkli kombinasyonlarda
ortaya gikar. Hastalik yorgunluk, seyirme, kramp ve kas zayifligi ile baslar, kol ve
bacaklarda glgsUzilk ve atrofiler goérlltlir ise bu Spinal tip ALS olarak
isimlendirilir. Baz) hastalarda konusma ve yutma gucligi ilk belirti olarak ortaya
cikar, bu tip ALS ise Progresif Bulbar-Paralizi adini alir (66). Bazen de her iki tipin
belirtileri birlikte ortaya gikar.

ALS’de nérodejeneratif olaylart baslatan nedenler bilinmemekle birlikte
multifaktéryel (genetik, endojen toksin vb) nedenlerle ortaya c¢tkan bir hastalik
oldugu gercektir. ALS patojenezinde en &6nemli faktérler Cu-Zn-superoksit



dismutaz (SOD1) geni mutasyonlan, glutamat toksisitesi, apoptoz olarak
siralanabilir (20, 95, 107).

SOD1'i kodlayan gendeki mutasyonla hastalik arasindaki iligki ilk defa
ailesel ALS’li hastalarda 1993 yilinda ortaya konmustur (83). SOD1 proteinini
kodlayan gen 21. kromozomda bulunur, 5 ekzon ve 153 kodondan ibarettir.
Patolojik mutasyonlar butin ekzonlarda gésterilmistir. Ganimuzde tanimlanmig
100’den fazla SOD1 mutasyonu vardir (19, 23, 29, 74, 75, 76, 88).

FALS’de vakalarin %25'inde SOD1 geninde mutasyon oldugu bulunmugtur
(19, 22, 82, 110). Nadir de olsa sporadik hastalarda da SOD1 geni mutasyonlari
saptanmigtir. TUm ALS'li hastalarin % 1-2'sinde SOD1 geninde mutasyon oldugu
bildirilmigtir (75). SALS'li hastalarla FALS'li hastalar klinik ve patolojik olarak
birbirinden ayirt edilememesine ragmen (14, 31, 59, 73, 80), FALS’li hastalardan
SOD1 mutasyonu tasiyanlarda hastaligin baslangic yeri ve hastalarin yasam
slresi SOD1 mutasyonu tagimayan hastalardan farklilik géstermektedir (29, 59,
75).

SOD1 gen mutasyonlari genellikle otozomal dominanttir, fakat otozomal
resesif gecisli mutasyon da saptanmistir (5, 25, 29, 59, 75). Dominant gegisli
SOD1 gen mutasyonlari Avrupali, Amerikali, Ingiliz ve Japon ailelerinde yaygindir.
Saptanan mutasyonlarin gok az bir kismi ise Avrupa’ya 6zgl mutasyonlardir (29).

ALS’de en yaygin olarak calisilan mutasyon ise DS0OA mutasyonudur (107).
Bu mutasyon ilk olarak Andersen ve ark. (5) tarafindan 1995 yilinda Isveg ve
Finlandiya'da tanimlanmigtir. D90A mutasyonu kodlama dizisinin 1078.
pozisyonunda adenin bazinin sitozin bazi ( A— C) ile yer degistirmesi sonucu
ortaya c¢ikar. Sonugta kodon 90'da (ekzon 4) aspartat yerine alanin kodlanir (1, 4,
6, 82). DSOA mutasyonu SOD1 mutasyonlart icinde en yaygin olanidir ve D90A
mutasyonu disinda daha 6nce SOD1 igin tanimlanan bGtin mutasyonlar dominant
geciglidir. Oysa DS0A mutasyonu hem dominant hem de resesif gegigli olarak
farkli toplumlarda tesbit edilmigtir (35, 107). Resesif gegcisli mutasyon ilk olarak
isve¢ ve Finlandiya, daha sonra Fransa, Almanya, Rusya, italya, Avustralya ve
Amerikada saptanmistir (2, 4, 5, 11, 51, 55, 60, 61, 98, 107, 110). Dominant
gecisli D9OA mutasyonu ise Belcgika. Isveg, Finlandiya Iskogya, ingiltere ve
Fransa'da saptanmistir (2, 6, 43, 51, 82, 98).

Gortldaga gibi, SOD1 gen mutasyonlar oldukga yaygindir ve heterojen bir
dagilim gostermektedir. Bu nedenle farkh toplumlarda farkli mutasyonlarin



gorilmesi de olasidir (96). Dinyada ALS hastalarinda yaygin olarak goérulen
SOD1 mutasyonlari Turk toplumunda gerek FALS ve gerekse SALS vakalarinda
arastinimamisgtir. Calismamizda &ncelikle sporadik ALS'li vakalarda, diger
toplumlarda yaygin olarak gérilen D90OA mutasyonunun Turk toplumunda géraltp
goéruimedigini aragtlrrhak istedik. Ayrica, bu hastalarda D9OA mutasyonu diginda
bagka bir mutasyon olup olmadigini da aragtirmak istedik. Bu amaglia guvenilir,
uygulamasi kolay ve oldukga ucuz bir test olan “single strand conformational
polimorphism” (tek iplikli yapisal ¢ok sekillilik, “SSCP”) (1, 89) teknigini kullanarak
sporadik ALS'li hastalarda SOD1 geninde mutasyon taramasi yaptik.



GENEL BILGILER

Insan beyninde bazilari oldukga farklilagmis milyonlarca sinir hiicresi vardir.
Bunlar 80'den fazla sayida farkl tOr sinir hiicresidir. Alzheimer, Parkinson ve ALS
hastaliklari néron kaybi veya noéron fonksiyonlarinin bozulmasiyla ortaya cikan,
6zellesmis noronlari etkileyen bir grup nérodejeneratif hastaliktir. Alzheimer
hastaliginda etkilenen néronlar hafiza ve zekayi kontrol ederken, Parkinson
hastalijinda etkilenenler vucut hareketlerini kontrol eden néronlardir. ALS ise
iskelet kaslarinin kasiimasindan sorumiu olan motor néroniarin hastaligidir (66).

ALS beyin sapinda ve kranial sinir gekirdeklerinde ve omurilikte 6n boynuz
hlcrelerinin  hasarina neden olan, ilerleyici néro'dejeneratif bir hastaliktir.
Hastaligin etyopatojenezi bilinmemektedir, baglangi¢c yasi degiskendir, ancak
semptomlar genellikle orta yaslarda gérular ve 3-5 yilda 6limie sonuglanabilir (34,
101, 110).

ALS ik kez 1874 yilinda Fransiz nérolog Jean Martin Charcot tarafindan
tanimlanmigtir. Bu tanimlama bugln de gegerliligini korumakta ve ALS dinyanin
bazi bélgelerinde Charcot hastali§i olarak da bilinmektedir. ingiltere’de motor
néron hastaligi, Amerika'da Lou Gehrig's hastaligi olarak taninmaktadir (16, 18,
39, 66, 101). Ulkemizde ise Fenerbahgeli Sedat Balkan'in hastaligi olarak
bilinmektedir.

Epidemiyolojik ve biyokimyasal veriler ALS'nin gok faktérlll bir hastalik
oldugunu géstermektedir. ALS'nin bilinen Gg¢ farkh formu vardir. Buniar sporadik
(SALS), ailesel (FALS) ve Pasifikte Guam ve Rota adalarinda gérilen endemik
(GALS) formlardir (59, 91).

1) SPORADIK ALS (SALS): ALS olgularinin % 90" sporadiktir (24,93).
Ozellikle glutamat gibi endojen toksinler, polimiyelitis gibi viral enfeksiyonlar,
imman sistem bozukluklari, mangan, kurgun, selenyum, aluminyum ve civa gibi
toksik maddelerin etkisiyle ortaya c¢ikan intoksikasyonlar, elektriksel travma basta
olmak Gzere fiziksel travmalar, agir egzersizlerin yapildi§i spor dallari veya is
glcli gerektiren meslekier SALS olusumunda etkili faktérier arasinda
gosterilmektedir. Ancak bazi SALS vakalarinda da SOD1 mutasyonlar
tanimlanmigtir (4, 43, 97).



2) AILESEL ALS (FALS) : ALS'li hastalarin yaklagik %7-10'u aileseldir
(11, 110). Otozomal dominant bir hastalik olup ¢ok az vakada otozomal resesif
gecis gozlenmistir (5). FALS'li vakalarda klinik belirtiler SALS'li hastalar gibidir
(14, 59, 73). Ancak FALS'li hastalarda hastaligin baslangic yeri sporadikierden
farkh olarak genellikle ayaklardir. Hastalik daha erken yaslarda baslar, erkeklerde
ve kadinlarda esit oranda gérular (13, 104). Tek yumurta ikizlerinden birinde
hastallk goéraldugunde  digerinde de gorulmekte, ancak ikizlerin digerinde
gorulmesi igin 1-11 yil arasinda degigen bir zaman dilimi gegmektedir. Bu durum
FALS’nin ortaya ¢ikigsinda cevresel faktdrlerin de 6nemini ortaya koymaktadir (20,
101). Néropatolojik olarak FALS iki ayr gruba ayrilabilir. Birinci grupta spinal ve
kortikospinal motor néronlarda dejenerasyonla birlikte Bunino cisimcikleri ve/veya
ubikitinMimmonreaktif noéronal inklUzyonlar gérllar. Diger grupta ise Lewy
cisimcikleri benzeri inklizyonlarla birlikte motor néronlarda dejenerasyon géruiir.
Birinci grupta hastaligin ilerleme hizi yiksekken (<2yil), diger grupta daha iyi bir
prognoz gézlenir (>5 yil) (48, 49, 87, 91, 104, 106).

3) GUAM ALS'SI (GALS): Pasifik'te Mariana Adalarinda (Guam ve Rota)
cok sayida ALS vakasi gérulmuistir. Bu yUksek insidanstan bazi ydresel faktérler
sorumiu tutulmustur. Bu nedenle aragtiricilar GALS'nin nedeni olarak enfeksiyon,
toksik ajan/ajanlar veya besinsel faktérler Uzerinde durmuslardir. Bununla birlikte,
GALS’ye neden olabilecek bir enfeksiyon kaynagi bulunamamsgtir. Bu adanin
suyunda ve topraginda magnezyum ve kalsiyum dizeylerinin dustk olmasi dikkati
gekmistir. ALS’nin sik goruldigt bu bdlgelerde, hastalarda kronik kalsiyum
eksikligine bagh olarak sekonder hiperparotiroidizmin  gelistigi, altminyum
absorbsiyonunun arttigi ve néronlarda aliminyum birikmesine bagl olarak motor
néronlarin 6lumunin  gerceklestigi ileri surUlmektedir. Gergekten, kalsiyum ve
magnezyumca azaltiimis diyetle beslenen siganlarda motor néron dejenerasyonu
ve bazi kas atrofileri gdsterilmigtir. Son zamanlarda, ada halkinin beslenmesinde
dnemli rol oyanayan Cycad cevizinin (Cycas cirninalis) tohumunun ttketiminin
GALS’nin nedenlerinden birisi olabilecedi ileri strtimusttr. Gergekten, bu yérede
Cycad cevizi tuketiminin engellenmesi ile Parkinson-Demans ALS kompleksi
gortime sikhiginin azaldigi bulunmustur. Bu da c¢evresel faktdrierin/toksinierin
ALS’nin nedenlerinden birisi olabilecegini dustndirmektedir (20, 59, 101).



ALS’LI HASTALARDA MOTOR NORON HASARINDA ETKILI
OLAN FAKTORLER

1. SOD1 Qen-mutasyonlannm rolii

ALS’li hastalarda motor néron hasarinda en etkili faktérlerden biri olarak
SOD1 genindeki nokta mutasyoniari sorumlu tutulmaktadir. Bilindigi gibi,
genotipteki kalitsal degisimlere mutasyon adi verilir. Genotipte meydana gelen bu
olay bir karakterdeki degisimie kendini belli eder. Boéyle bir degisikligin Grand
mutant olarak adlandirilir.

Mutasyonlar asagdidaki ézellikleri gdsterirler;

1- Kalitsaldir.

2-Daha dnceden sifrelenmemis ya da programlanmamis degisikliklerdir.

3-Qldukga ender meydana gelirler. Cunkt kalitsal madde &nceden
sifrelenmemis ender degisimlerin meydana gelislerine kars!, cift sarmal yapisi ve
proteinlere baglanmasi ile genellikle kendini koruma egilimindedir.

Mutasyonlar 2 grup altinda toplanabilir.

1-Kromozom yapi veya sayisini degistiren mutasyonlar

Bu gruptaki mutasyonlar kromozomlarin sayisini veya kromozomlardaki
genig bdlgeleri ilgilendiren blyuk deg@isimlerdir. Bu nedenie daha ¢ok kromozom
degisimleri olarak bilinirler. Kromozom dlzeyindeki degisimlerde genlerin ya
sayilari ya da yerlesim dUzenleri degisir, bunun sonucunda da bireyin fenotipinde
kalici deg@isimler ortaya cikar.

2-Gen mutasyonlari

Molekuler genetikte mutasyon denildiginde, ilk (hatta tek) akla gelen gen
mutasyonlaridir. Gen mutasyonlan genlerin yerinde degisme olmaksizin,
yapllarinda meydana gelen degismelerdir. Genlerin yapisindaki degismeyle
tasidigi sifre degisecegi icin o gene 6zgl Urin de degisime ugrar. Bu dedisme
bazen fenotipte gézlenmeyecek kadar énemsiz olabilir, bazen meydana gelen
protein biraz degisik olabilir ya da genin fonksiyonu mutasyonia tamamen yok
olabilir. Bu nedenle, mutasyonlarin sonuglan fenotipte saptanamayan etkiden
6ldurtct etkiye kadar genis bir yelpaze g6sterir. Genin Ordntndeki kaybin

fenotipte saptanabilecek bir kusura yol agmamasi sessiz mutasyon,



organizmanin Oraniin  yoklugunda yagsamini slrdirememesi ise oldiiriicii
mutasyon olarak adlandinlir. Bu iki zit u¢ arasindaki durumlarda genotipteki
degismeler fenotipte az ya da c¢ok farkli derecelerde ortaya cikar. Nokta
mutasyonlari bir gen Uzerindeki sadece tek bir baz (nukleotid) ciftinin degisimiyle
olusan mutasyonlardir. Béyle bir dedisim gende ¢ok kisitli bir bélgeyi kapsadigi
icin nokta mutasyonu olarak adlandinlir (102).

FALS ve SALS vakalarinda SOD1 geninde mutasyonlarin bulunmasiyla
calismalar SOD1 enziminin ALS'deki rolu Uzerine odaklanmigtir. SOD1
organizmada serbest radikal reaksiyonlari sonucu gelisen oksidatif stresi
dnlemekle gorevli antioksidan sistemin énemli bir Gyesidir.

Bilindigi gibi, organizmanin prooksidan-antioksidan dengesi saglikli bir
yasam surdirebilmemiz icin ¢gok Onemlidir. Serbest radikal olusumundaki artiga
vel/veya antioksidan sistemdeki yetersizlie bagl olarak organizmada oksidatif
stres gelismektedir. Serbest radikal reaksiyonlar biyolojik sistemlerde énemli yer
tutmaktadir. Serbest radikaller, dig orbitalinde paylagiimamis bir elektron tasiyan
bilesiklerdir. Omdirleri ¢ok kisa olan ve kararsiz bir yapi gésteren bu tanecikler
etrafindaki molekullerle etkilesime girerek elektron almaya caligirlar ve bir an énce
kararli hale ulasmak isterler (32, 50, 100).

Aerobik organizmalarda serbest radikallerin ¢ogu oksijen ve azot
kaynakiidir. Buniardan bir kismi radikal niteliklidir, bir kismi ise bazi reaksiyonlara
katilip radikallere dénugebilmektedir (32, 100) (Tablo 1).

Tablo 1. Oksijen ve azot kaynakli reaktif bilesikler

Radikaller Radikal oimayaniar

Hidroksil HO - Hidrojen peroksit H202
Alkoksil RO Singlet oksijen *O2
Peroksil ROO- Ozon O3
Superoksit 0y Hipoklorit asit HOCI
Nitrik oksit NO- Lipit hidroperoksit LOOH
Azot dioksit NO;- Peroksinitrit ONOO -




Serbest radikallerden en reaktif olani hidroksil radikalidir. Bu radikal
hucredeki her molekuile hizli bir gekilde reaksiyona girebilir ve onu organizmadan
uzaklagtiracak bir enzim sistemi mevcut degildir. Hidroksil radikali olugturan iki
ana yol vardir ve her iki yolda da superoksit radikali hidroksil radikalinin
éncasudur (57).

HoO2 + Oz"—> OH"' + OH + O, ( Haber-Weiss reaksiyonu)

ikinci basamak Fenton raksiyonudur. Bu reaksiyonda superoksit radikali
Fe¥'u Fe?'ye indirger ve Fe** H,0, ile reaksiyona girerek hidroksil radikali

olusturur (57).

Fe* + Oy —» Fe* + O
Fe* + H,0, —» Fe* + OH +OH

Bu nedenle ortamdan superoksit radikalinin uzaklagsmasi son derece
énemlidir. CuZn-SOD (SOD1’) in ana fonksiyonu superoksit radikalini H,O. ve
oksijene dénustirmektir. SOD1 enzimi sitozolde bulunur ve Cu-Zn baglayan bir
metalloenzimdir. Sitoplazmik SOD1’ in yani sira mitokondride bulunan ve mangan
iceren SOD (Mn-SOD, SOD2) ve ekstraselliler SOD (SOD3) da vardir (20, 64,
94 103). SOD1 bir bakir ve bir ¢inko atomu igceren 17 KD’luk homodimer bir
proteindir. Her bir alt Unitesi 153 amino asit igerir ve karakteristik olarak B-varil
katlanmalari gérular, aktif bélgesinde bir bakir (Cu) ve bir ¢inko (Zn) atomu igerir.
Cu enzimin aktivitesi, Zn ise protein yapisinin stabilizasyonu igin gereklidir (21, 90,
93, 94). SOD1 proteininin B-varil katlanmalari ve alt Unitelerin dimerizasyonu
enzimin normal fonksiyonu ve molekuler stabilitesi icin gereklidir (21, 90, 93, 97).

SOD enzimi toksik slperoksit anyon radikallerinin (O2) hidrojen peroksit

(H20,) ve oksijene (O2) dénusimint katalizler




Bu reaksiyon asagidaki gibidir (Sekil 1).

hnerakei | Hidrojen
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Sekil 1. SOD enziminin stperroksit anyon radikallerini (O2’) hidrojen peroksit
(H20,) ve oksijene (O2) donastirmesi.

Bu reaksiyonda ortaya cikan H,0, ise katalaz veya glutatyon peroksidaz
tarafindan su ve oksijene dénGstirildr.

H202 katalagl HZO + 02

H202 glutatyon peroksida; 2H20 + GSSG

Organizmada hidroksil radikali peroksinitrit anyonunun ayrismasi ile de
olugsmaktadir. Nitrik oksit (NO) superoksit radikali ile birlesme egilimindedir. Bu iki
molekdl hizla birlegserek peroksinitrit anyonu olusturmaktadir. Peroksinitrit hafif
asit kosullarda protonlanarak peroksinitréz aside dénusur, bu da yiksek derecede

reaktif hidroksil radikalini ve azot dioksidi (NO) olusturmak Uzere ayrigabilir (8,
47).



Superoksit anyonu O™ + NO

Peroksinitrit anyonu  ONOO™ + H*

Peroksinitréz asit ONOOH <«— OH + NO;

SOD1 mutasyonlarinin enzimin aktivitesini etkilemedigi, enzimin alisiimisin
disinda yeni bir fonksiyon kazanmasina yol agtigi gérist benimsenmektedir (20,
36, 111). Mutant SOD1 eksprese eden transgenik farelerde SOD1 aktivitesinde
bir degisiklik olmamasina karsihk motor néron dejenerasyonu ve ALS
gelismektedir (29, 69, 72, 111). Buna karsiik, normal SOD7in ne
overekspresyonu, ne de "knockout’u transgenik farelerde hastaliga yol
acmamaktadir (20). Bu bulgular normal SOD1 aktivitesinin azalmasinin ya da
artmasinin  hastaligin nedeni olmadigini gdstermekte ve motor néronlarin
Olimaninin . mutant SOD1  enziminin  toksik  6zellik kazanmasindan
kaynaklandigini dugtndurmektedir (38, 88, 111).

Mutant SOD1’in toksik 6zellik kazanmasina yénelik olarak iki farkh hipotez
ileri surtlmastar (111). Birinci hipoteze gére SOD1'deki mutasyonlar enzimin
¢cinkoya olan ilgisini azaltmakta ve Zn'nun enzimden uzaklasmasina yol
acmaktadir. Bu degisiklik superoksit radikalinin dismutasyonunu etkilemekte,
SOD7’in yapisindaki Cu®™ superoksit radikali yerine hiicrede mevcut askorbat ve
tioller tarafindan Cu”e indirgenmektedir. Daha sonra bu Cu*, oksijen ve NO ile

birleserek peroksinitrit olusumuna neden olmaktadir (Sekil 2).

Peroksinitrit

{ONOCO)

iikseltgenmis

Y at %@
. Indirgenmis

\. SoD /
Sekil 2. SOD1 enzimi ve peroksinitrit olusumu
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Ozetle, mutant SOD1 02~ i dismutasyona ugratma yerine, 02° ve NO ve
dolayisiyla ONOQO™ Ureten bir 6zellik kazanmaktadir. Mutant SOD1’in varli§i nedeni
ile peroksinitrit olusumundaki artig peroksinitrit ile tirozin arasindaki reaksiyonu da
arttirmakta ve nitrozatif stresin artisina neden olmaktadir. Bu hipotezle uyumlu
olarak hem ALS'li hastalarin hem de mutant SOD1 eksprese eden transgenik
farelerin omuriliklerinde motor néron dejenerasyonuyla uyumiu olarak NO ve
nitrotirozin duzeylerinin arttigini gésteren calismalar bulunmaktadir (8, S, 111).

Mutant SOD1’in toksik 6zellik kazanmasini agiklayan 2. hipoteze gore,
mutasyonlar enzimin peroksidaz aktivitesini de arttirmaktadir. ALS’li hastalarda
ve mutant SOD1 eksprese eden farelerde nukleik asit, protein ve lipitlerin oksidatif
hasari sirasinda agiga ¢ikan Uran dizeylerindeki artiglar ALS'de oksidatif ve
nitrozatif stresin uyarildigini agikga géstermektedir (8, 15, 55, 56, 58, 109, 111).

SOD1 proteinini kodlayan gen 21. kromozomda bulunur, 5 ekzon ve 153
kodondan ibarettir. SOD1 mutasyonlari 6ncelikle 2. ve 4. ekzonlarda bulunmus,
daha sonralari tim ekzonlarda saptanmistir. Gunimuzde 100°’den fazla SOD1
mutasyonu tanimlanmistir (19, 23, 29, 74, 75, 76, 88). SOD1 mutasyonlarinin
katalitik bélgeden ¢ok enzim dimerizasyonunun veya §3 varil dénmelerin oldugu
béligelerde bulundugu gésteriimistir (20, 36, 111) (Sekil 3). Mutasyonlarin ¢cogdu
otozomal dominant, kiguk bir kismi otozomal resesif gegislidir (2, 6, 51, 75, 98,
107).

Sekil 3. Cesitli SOD1 mutasyonlari



Mutant SOD1’'in hangi mekanizma ile motor néron dejenerasyonuna yol
actii tam olarak aydinlatilamamigtir (85). Bununla birlikte, farkli SOD1
mutasyonlarina sahip hastalarda farkh klinik belittiler gézlenmis, bazi
mutasyonlarin hastali§in hizli ilerlemesine yol agtigi bulunmustur. Ornegdin SOD1
Ala4Val mutasyonuna sahip hastalarda hastalik ¢ok stratle, His46Arg mutasyonu
“gortlenlerde  ise ¢ok yavas ilerlemektiedir (41, 81). Homozigot DS0A
mutasyonunda hastalik genellikle bacaklarda baglamakta ve yavas ilerlemektedir
(4, 65, 24, 107, 110).

Ote yandan, motor néronlarin diger huicrelere gére SOD1 mutasyonlarina
duyarhh@inin fazla olmasinin  nedeni acgikga bilinmemektedir. Ancak baz
hipotezler ileri strdlmastar (111).

1) Motor néronlar, diger néronal hucrelerden daha yUksek duzeylerde
SOD1 eksprese ederler.

2) Néronlanin baydkligh &énemli bir fakior olabilir. Motor néronlar
memelilerde en uzun aksonlu ve en bayuk néronlardir. Dolayisiyla, bu bayUklagu
surdirebilmek igin ylksek metabolik aktiviteye gereksinim duyarlar. Bu durum
oksijen kullaniminda artisa ve ylksek dizeyde serbest radikal olusumuna yol
acabilir.

3) En buylk hucre tipi olan motor néronlar diger hicre tiplerine gére hicre
ici organeller arasindaki yogun transport iglemlerine bagimlilik gésterir. Mutant
SOD1 mitokondri fonksiyonlarini etkileyerek veya nérofilamentlerin hasarina yol
acarak bu transportu etkileyenbilir.

4) Motor néroniarda kalbindin ve parvalbumin gibi kalsiyum-tamponiayici
proteinlerin dustuk duzeylerde bulunmasi, motor néronlar Ca artigina duyarli hale
getirmektedir. Bu nedenle, se¢imli motor néron hassasiyetinden motor néronlarin
Ca homeostazin: kontrol etme kapasitesinin disik olmasi sorumlu tutulmaktadir

(111).
2.Ekzotoksisite (Glutamat Toksisitesi)

Glutamat beynin en 6énemli eksitatér nérotransmitteridir. Presinaptik terminal
depolarize oldugunda, glutamat glutamaterjik néronlardaki vesiklilerden kalsiyuma
bagimli bir mekanizma ile sinaptik cebe salinir. Burada ekzojen amino asit (EAA)
reseptorleri olarak da bilinen glutamat reseptérlerinde aktivasyon goézienir (17, 33,
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44). Post-sinaptik bolgede motor noéronlarda 2 tar glutamat reseptéru ve
astrositlerde glutamat tasiyici protein (GLT-1) bulunmaktadir. Motor néron
reseptérieri iyonotropik ve metabotropik reseptérierdir. lyonotropik reseptérier N-
metil-D-aspartat (NMDA) reseptérieri, o-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izokazol-
propionik asit (AMPA) ve kainat reseptérieri olmak Gzere Ug sinifa ayriir. AMPA
ve kainat reseptorleri, non-NMDA reseptorleri olarak da adlandiniir. AMPA
reseptorleri GluR1-Glu-R4 olarak isimlendirilen 4 farkh alt Gniteden olusur.
Fonksiyonel AMPA reseptdrlerinde bu alt Gnitelerin farkhi kombinasyonlari vardir
(15, 44, 92) (Sekil 4).

Glutamatin yuksek seviyeleri ndrotoksiktir. Bu nedenle astrosit ve néronlarin
cevresinden spesifik glutamat tasiyicilan ile uzaklagtirimasinin yasamsal énemi
vardir. Glutamatin metabotropik reseptérlere baglanmasiyla sitozolik serbest
inozitol-3-fosfat (IP3) endoplazmik retikulumdaki reseptérine baglanarak
sitoplazmaya kalsiyum salinimina neden olur. Giutamatin Ca®“ya gegirgen
iyonotropik reseptérlere baglanmasiyla hiicre digindan nérona Ca** girer. Néron
icine kalsiyumun girisi glutamat reseptér alt Gnitelerince duzenlenir. Alt Unitelerin
¢ogunlugu sodyum ve potasyuma gegirgenken, NMDA reseptér alt Unitesi
kalsiyuma gecirgendir. GIuR2 alt Unitesinin insan omurilik motor néronlarinda
olmadigt gésterilmistir. Dolayisi ile GluR2 alt Unitesi olmayan reseptdrin
aktivasyonu motor néronlarda kalsiyum birikimine yol agar (15, 33, 44, 92).

Motor néronlarda kalsiyum konsantrasyonunun yukselmesinin diger nedeni
de motor néronlarin Ca?* tamponlama kapasitesitelerinin distik olmasidir. Bunun
nedeni motor néronlarin parvalbumin ve kalbindin gibi kalsiyum tamponlayici
proteinleri dustk oranda igermeleridir (44, 92).

Kalsiyumun htcre igine girmesi, htcre sismesine ve NOS gibi enzimlerin
aktiflenmesine neden olur. Bu da NO ve ortamda var olan sUperoksitle birlikte
toksik peroksinitrit olusumuna ve sonugta proteinlerin nitrozolanmasina ve ¢ok
sayida proteinin inaktivasyonuna neden olur. Oksidatif stres sonucu mitokondri
hasari meydana gelir ve yine mitokondriden sitoplazmaya Ca* kacisi olur ve ATP
Gretimi zarar gérdr. Enerji yoklugu Ca-ATPaz'a zarar verir ve motor ndéronda
kalsiyum birikir. Ayrica motor néronlar oldukga blytktir ve uzun aksonlan vardur.
Bu nedenle hiucre butinligunin korunmasi i¢in aksonal transportun etkin bir
bicimde surdurtlmesi gerekir. Bu enerji gerektiren bir mekanizmadir ve bu nedenle

motor néronlar oksidatif hasara hassastirlar (33, 92).
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ALS'li hastalarin beyin-omurilik sivilarinda ve plazmalarinda glutamat ve
aspartat dUzeyleri yUksek bulunmustur. Hem glutamat hem de aspartat
ekstrasellller ortamdan hicreye ayni taslyici proteinle tasinmaktadir. Bu durum
ALS'li hastalarda glutamat tasinmasinda da bir bozukluk olabilecegini
disindirmts ve daha sonra yapilan galismalarda glutamat tasinmasindaki
inhibisyonun nérotoksisiteye neden oldugu bulunmustur. Ug cesit glutamat
tasiyicisi tesbit edilmigtir. Bunlar eksitatér amino asit tagiyicisi (EAAC1), glutamat
tasiyicisi (GLT-1 veya EAAT2) ve hem glutamat hem aspartat tasiyicis
(GLAST)'dir (33, 40, 44). GLT-1 merkezi sinir sisteminin en 6nemli glutamat
tasiyicisidir.  Yapilan calismalarda mutant SOD eksprese eden transgenik
farelerde glutamatin hiicre digindan taginma kapasitesi azaldigi icin hicre diginda
glutamat ve aspartat seviyesinin ytkseldigi bulunmustur. SOD1 mutasyonuna
sahip FALS'li hastalarda GLT-1 seviyesinin belirgin, EAAC1 seviyesinin ilimli
olarak azaldidi, GLAST seviyesinin ise degismedigi bulunmustur. Bununla birlikte
bu tasiyici proteinlerin mRNa seviyelerinin de degismedigi bulunmustur. Bu durum
bu proteinlerde translasyonal veya posttranslasyonal bir degisim oldugunu
distundurmektedir (15, 16, 33, 40, 44, 92).

Glutamat seviyelerinin ve hucre igi kalsiyum konsantrasyonunun ALS
patojenezinde dnemli bir rol oynadigi agiktir. Bu da ALS’de glutamat salinimini
inhibe eden riluzol gibi ilaclarin veya eksojen amino asit antagonistlerinin tedavide

kullanimina yol agmistir (19, 44, 59).
3. Apoptoz

Apoptoz néronal hticre 6liminde énemli rol oynar. Alzheimer, Parkinson,
Huntington ve ALS gibi pek ¢ok akut ve kronik nérolojik hastalikta apoptozun
néron kaybinda rol oynadigina dair kanitlar her gegen gun artmaktadir. Bilindigi
gibi, apoptoz programlanmis hicre 6limiu mekanizmasi olarak tanimlanabilir.
Hicrede meydana gelen primer apoptotik degisiklikler sunlardir: kromatin
kondansasyonu, sitoplazmik vakuolizasyon, hiicre buztlmesi ve hicre igi materyal
igeren apoptotik membran olusumunu izleyen plazma membrani tomurcuklanmasi.

In vivo apoptotik pargaciklar hizli bir sekilde komgu hicreler tarafindan fagosite



edilir. Daha sonra nekroz meydana gelebilir, bu da hlcre yikimina ve plazma
membraninin kaybina yol agar (39, 77, 111).

Apoptoz Bcl-2-Bax protein ailesi, p53 timdr supresor gen, tumoér nekroz
faktér reseptér elemanlari ve pek ¢ok hticre siklusu genleri gibi pozitif ve negatif
duzenleyici faktérleri igerir. Hicre 6lumi mekanizmasinin temel bilesikleri
interlékin-1-8  konverting enzim (ICE)- benzeri sistein proteazlardir, bunlar
kaspazlar olarak da bilinir. Bu proteaz ailesi 11 Uyeden olusur ve G¢ alt gruba
ayrilir. Proteazlar inaktif proenzimler olarak sentezlenir ve spesifik aspartatlarin
yikilmasi ile aktive olurlar. Proteazlarin aktivasyonu da ayni proteaz ailesinden
proteazlari veya bagka proteaz ailesinden proteazlar: aktifler, bu da hiicre 6lumi
mekanizmasini devam ettirir (19, 62, 86, 111).

ALS’de apoptozun roli henliz agik degildir. Pek ¢cok arastirici reaktif oksijen
tarlerinin (ROS) néron apoptozunda énemli rol oynadigini dusinmektedir. SOD1
protein seviyesinin ve aktivitesinin azalmasi apoptoﬁk néron  6lUmuni
arttirmaktadir.  Yapilan c¢aligmalarda néron hucre kdltirunde SOD7'in
overekspresyonun ROS aracili apoptozu inhibe ettigi bulunmustur. Buna karsilik,
mutant SOD1’in apoptozu nasil etkiledigi agiklanamamistir. Fakat mutant SOD1’in
normal olmayan aktivite seviyeleri ile degil, baska bir fonksiyonla apoptotik
davrandigi distntdlmektedir (15, 39, 63, 71, 77, 111).

4. Mitokondri Hasan

ALS patojenezi ile ilgili yapilan deneysel ¢alismalarda hicrelerde
vakuolizasyon, golgide fragmantasyon ve mitokondri hasarinin varlig
saptanmistir. Mutant SOD1 toksisitesinde mitokondri en énemli hedeflerden biridir.
Mitokondride serbest radikaller aerobik solunum sirasinda dogal olarak
olusmaktadir. Ancak ortamda mutant SOD1 varsa serbest radikaller
uzaklastirilamadigr gibi, daha da toksik Grlnlere dénusmekte, bu da mitokondri
hasarina yol agmaktadir. Mitokondri hasarinin, sirayla enerji metabolizmasinda
azalmaya, oksidatif streste ve ekzotoksisiteye duyarlilikta artmaya , yetersiz
akzonal transport ve apoptoza neden olabilecedi ¢esitli ¢alismalarda gésterilmistir
(15, 37, 42,43, 59).

Mitokondri hasarinin, hastaligin erken déneminde gértlmesi énemlidir. Bu

hasardan serbest radikaller ve enerji yetersizligi sorumiu tutulmaktadir. Bu da



ekzotoksisiteye asiri  duyarliigi indukleyerek néronal degenerasyona yol
agcmaktadir (84, 105).

5. Kalsiyum Kanaliar

ALS’de sorumlu faktérlerden bir tanesi olarak, voltaja-bagiml Ca** kanallari
Gzerine yogunlagiimistir. Cesitli galismalarda, degisen hucre i¢i kalsiyum dlizeyi ve
Ca*" kanallarindaki akis degisikiiklerinin ALS tzerine etkileri incelenmistir.

ALS'li hastalarda sinaptik terminallerde hucre igi serbest kalsiyum
konsantrasyonunun artti§i bulunmustur. Bu artmis hicre ici kalsiyumdan sekonder
olarak ¢ok sayida patofizyolojik mekanizma sonucu olabilir. Bunlar;

1-Ekzojen amino asit reseptdérlerinin aktivasyonu

2- Voltaja bagimh Ca kanallarinin aktivasyonu

3-Mitokondri fonksiyonunda degisiklik

4-Ca-tasiyici proteinlerin diugtk seviyeleri olarak belirtilebilir.

Degismis kalsiyum konsantrasyonu ALS’de gézlenir ve néronlarda serbest
radikal olusumunu etkiler. Ca birgok noktada serbest radikal nérotoksisitesi igin
énemlidir. Ozellikle artmig hiicre igi serbest kalsiyum, ksantin dehidrojenazdan
ksantin oksidaz olusumunu katalizleyen serin proteaz (kalpain) aktivitesini arttirir.
Ksantin oksidaz sUperoksit anyonu, Urik asit ve H>O, Uretiminden sorumludur.
Artmig hiicre igi serbest Ca™ aragidonik asit salinmasini saglayan fosfolipaz A2 ile
reaksiyona girer ve sonugta eikosonoidlerin seviyesi ylkselir. Ca ayrica nitrik oksit
sentaz ile reaksiyona girer, bu da sonug¢ta néronlar ve motor néronlar igin toksik
olabilen nitrik oksit Uretimine neden olur (20, 92).

Noéronlarda 5 tip voltaja bagdimh kalsiyum kanali bulunur, bunlar
elektrofizyolojik ve farmakolojik &zelliklerine gére L, N, T, P/Q ve R olarak
siniflandinlir. Yapilan calismalarda Ca kanallarinin o, B ve $ alt Gnitelerini iceren
bir kompleks oldugu bulunmustur. Merkezi sinir sisteminde sentezlenen 5 tip oiae
alt Unitesi vardir ve her biri elektrofizyolojik ve farmakolojik olarak farkli Ca kanalini
kodlar. Yapisal olarak her bir a4 alt Gnitesi 4 homolog domain (I-IV) icerir ve 6'dan
8'e kadar transmembran bdlge igerdigi varsayilir. a4 alt Unitesi tek bagina Ca
kanali fonksiyonu olusturur, major duzenleyici alt tnite ise B alt Unitesidir, kanalin

hem kinetik hem de voltaj-bagimhlik ézelliklerini dizenler (20).
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ALS’de artmis kalsiyum akisi spesifik Ca kanallari araciligi ile olur. Degisik
populasyonlarda Ca kanallari farkli sekillerde davranabilir. ALS'de P-tip Ca
kanallarinda akis hizlanmaktadir. Yapilan son galismalarda ALS’li hastalarin motor
sinir terminallerinden elde edilen kas biyopsi ¢aligmalarinda Ca duzeylerinde

belirgin bir artisi tesbit edilmigtir (20).

7. Degismis Protein Kinaz Aktivitesi

Protein fosforilasyonu; sinir sisteminde nérotransmitter sentezi ve salinimi,
iyon kanallarinin gegirgenliginin kontrolu ve ayni zamanda néron farklilagmasini
da iceren pek c¢ok biyolojik olayin kontrolunde rol oynar. Protein kinaz
fonksiyonundaki degisiklikler bir cok mekanizma ile sonugta ALS'de néron
kaybina neden olmaktadir. Bunlar ALS hastalarinda protein kinaz aktivitesinin
veya miktarinin degisiklikleri ile ilgili olabilir. ALS hastalarinin omurilik dokularinda
Ca-bagli protein kinaz aktivitesi anlamli bir sekilde yUksek bulunmusgtur. Artmig
aktivite tamamen olmasa da kismen membran proteini artisi nedeniyledir. Motor
néron hicre kuaitara ile yapilan son calismalarda artmis hicre igi kalsiyum
konsantrasyonunun protein kinaz aktivitesinin artmasina yol acabilecegi
gosterilmistir. Ancak aktivitenin artma nedeni bilinmemektedir. ALS’li dokularda
bulunan yukselmis protein kinaz aktivitesinin hastaligin spesifik bir sonucu mu

yoksa néron élimune bir cevap mi oldugu bilinmemektedir (20, 54).
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GEREG VE YONTEM

Hastalar |.U. istanbul Tip Fakultesi Néroloji Anabilim Dal'na bagvuran ve
El-Escorial kriterlerine gére kesin ALS tanisi konmug vakalardan ve herhangibir
segim yapilmaksizin siradan calismaya dahil edilmistir. Calismamiza alinan 30
hastanin 25'i erkek, 5'i kadin olup, hastalarin yaslarn 38-72 arasinda ( Ort + SD;
53.7 + 8.2) degismektedir. Erkek kadin orani 5/1'dir. SOD1 mutasyon taranmasi
icin, kan alindiginda hastalarin hastalik yasi ortalamasi 2.6 + 1.8 yildi. Kan
alindiktan sonra yaklagik 1 yil streyle takip ettigimiz 30 olgunun 6's1 vefat etti. Bu
sUre icinde 2 hastaya trakestomi ve gastrostromi yapildi. Trakestomi bu hastalarda
hastaligin son noktasi (end-point) kabul edildiginden 30 hastanin 7’sini vefat etmis
gibi kabul edebiliriz. Hastalann timunde rutin laboratuvar incelemeleri ve MR
sonuglarinin normal olmasina karsilik 30 hastanin 20’sinde kreatin kinaz aktivitesi
(CK) yuksek bulundu.

Hastalarimizin nérolojik muayeneleri en az 2 nérolog tarafindan yapildi ve
EMG incelemelerini takiben ALS tanisi kondu. Hastalarin diizenli kontrolleri 6 ay
araliklarla ayrintili  bir nérolojik muayene ile yapildi. Rutin kan incelemeleri
(H6000, gikoz, BUN, kreatinin, elekirolitier, ALT, AST, GGT ve CK) kan ve
idrarda kursun tayini, akciger grafisi ve solunum fonksiyon testlerini icermektedir.
EMG butin hastalara uygulanarak taniya yardimci énemli bir metod olarak
kullaniidi. EMG’lerin godu, Istanbul Tip Fakiltesi Néroloji Anabilimdali EMG
laboratuvarinda EMG ve sinir ileti 6igme yontemi 3 kanal 14 A 30 tipinde Disa
elektromiyograf kullamlarak yapilmistir. Motor Unit potansiyelleri konsantrik igne
elektrotlari ile alinmigtir. Aksiyon potansiyelleri monitérde gézlenmis ve nitelikleri
vizliel olarak saptanmigtir. Sinir ileti hizi incelemelerinde bipolar ylzeyel elektrot
uyarici elektrot olarak kullaniimigtir. inceleme sUkunetle spontan faaliyetlerin
gézlenmesi hafif ve orta kasilmada motor Unit potansiyellerinin gériimesi ve
maksimal kasilmada interferans paterninin  deg@erlendiriimesi  bigiminde
uygulanmistir. Hastalarin bir béluma ise EMG'lerini digarida bir laboratuvarda
yaptirarak klinigimize bagvuran hastalardir.

Hastalarimizin timune kraniyal ve servikal MR (manyetik rezonans)
goruntllemesi yapilmigtir. Hastalarin yas, cins, hastalik yasi, hastalk tipi ve CK
sonuglari Tablo-2'de gosterilmigtir.



Kontrol grubu olarak “Departments of Neurology and Medical and
Molecular Genetics, Guy’'s King’s and St Thomas's' School of Medicine and
Institute of Psychiatry, King's College London” dan sadlanan ve mutasyon tasidi§

bilinen érnekler kullantimisgtir.

EI-ESCORIAL KRITERLERI (12)
ALS tanisi icin agagidaki durumlarin olmasi gereklidir.
1- Alt motor néron bulgulart (klinik olarak normal kaslarda bile
EMG'nin patolojik olmasi)
2- Ust motor néron bulgulari
3- Hastalikta progresyon
A- Diagnostik kriterlerde alt siniflandirma
1- Kesin ALS
Alt motor néron + Ust motor néron bulgulari 3 bélgede
2- Muhtemel ALS
Alt motor néron + Ust motor néron bulgulari 2 bélgede
3- OlasI ALS
Alt motor néron + Ust motor néron bulgulari 1 bélgede veya
Ust motor néron bulgulari 2 veya 3 bélgede
4- Supheli ALS
Alt motor néron bulgulan 2 veya 3 bélgede veya diger motor
bulgular ( ayni bélgede atrofi+ kemik veter refleksleri canliligi
monomelic ALS)
Bdélgelerin tanimt: 4 bélge
1- Beyin sapi
2- Brakial
3- Crural
4- Goévde
ALS tanusina yardimci bulgular ise;
1- Bir veya daha fazla bélgede fasikulasyon
2- EMG’de nérojenik degisiklikler
3- Normal motor ve duyusal sinir iletileri
4

Konduksiyon blokunun olmamasidir.
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Calismamizda hastalarin SOD1 geninde ekzon 4'de D90A mutasyonu
taslyip tasimadigt arastinimistir. Ayrica hastalarin tam SOD1 geni (ekzon 1, 2, 3,
4 ve 5)nde herhangi bir mutasyonun var olup olmadigi incelenmigtir. DO0A
mutasyonu tesbiti icin hasta DNA'lan izole edilmis, PCR ile ¢ogaltiimig ve uygun
enzimle kesilerek mutasyonun varligi arastinimistir. Ekzon 1, 2, 3, 4 ve 5deki
herhangi bir mutasyonu saptamak igin SSCP yoéntemi kullaniimistir. PCR ile
cogaltilan DNA ornekleri tek iplikli hale getirilerek elektroforez uygulanmis ve
bantlar gimis boyama teknigi ile gérintr hale getiriimigtir. Tarnumlanan her iki
yontem igin éncelikli olarak DNA izolasyonu yapilmigtir.

Calisma materyali olarak izole edilen DNA &érnekleri kullaniimigtir. EDTA'li
tlplere alinan 5 ml periferik kan érnegi bekletiimeden dondurulmus ve —20 °C’de
DNA izolasyonu yapilincaya kadar saklanmistir.

i- DNA [ZOLASYONU (10)

Ayraglar:

1-Tris-EDTA (TE) Tamponu: 1.576 g Tris-HCI ve 372.2 mg etilen diamin
tetra asetik asit (EDTA) tartilarak beher icine alindi. 900 ml bidistile su eklendi ve
pH'st 1 N NaOH ile 7.4'e ayarlandi. Cézelti 6lci balonuna alinarak 1 L'ye
tamamlandi, 1siya dayanikii cam siselere aktarilarak 120 C'de 15 dk otoklaviandi
ve + 4 C'de saklandt.

2-Parcalayici Tampon (L6 Tampon): 120 g guanidin tiyosiyanata 100 ml 0.1
M Tris-HCI (pH:6.4), 22 ml 0.2 M EDTA (pH:8.0) ve 2.6 g TritonX-100 eklendi koyu
renkli bir sisede gece boyunca karistirilarak ¢ozuldl, oda sicakiiginda sakland..

3-L2 Tampon: 120 g ganidin tiyosiyanata 100 mi 0.1 M Tris-HCI (pH:6.4)
eklendi ve c¢ozulinceye kadar 60 C'de karigtinldi. Cdézuldikten sonra oda
sicakliginda saklanarak kullanildi.

4-Silika Gozeltisi: 60 g silikon dioksit tartilarak 500 ml'lik 6lct silindirine
konuldu ve bidistile su ile 500 ml'ye tamamlanarak 24 saat oda sicakhginda
birakildi. 430 ml'lik sispansiyon pipet yardimiyla alindi ve 6l¢u silindiri yeniden
bidistile su ile 500 ml'ye tamamlandi. Bu sUrenin sonunda 440 ml (st faz alindi.
Toplanan st fazlar birlestirilerek 500 ul konsantre HCI ile pH:2.0'ye ayarlandi.
Cozelti 1siya dayanikli cam siseye aktarilarak 120 C'de 15 dk otoklaviandi ve ~20
C'de saklandi.
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5-0.1 M Tris-HCI (pH:6.4): 15.76 g Tris-HCI tartiiarak Uzerine 800 mi
bidistile su eklendi. pH 1 N NaOH ile 6.4'e ayarland;, 100 ml'ye tamamland.
Cozelti 1siya dayanikh cam bir sisede 120 C'de 15 dk otoklaviandi ve oda
sicakliginda saklandi.

6-0.2 M EDTA (pH:8.0). 7.454 g EDTA tartilarak 80 ml bidistile suya
eklendi. pH:8.0 oluncaya kadar 10 N NaOH eklendi ve 100 ml'ye tamamland.
Cam sisede 120 C’de 15 dk otoklavlandi ve oda sicakliginda saklandt.

islem:

1-50 pl kan érneg@i GUzerine 800 ul parcalayici L6 tampon ve 50 pl silika
¢oOzeltisi eklendi ve tipin kapagi kapatildi.

2-Tup 5 sn vortekslendi ve oda sicakhiginda 10 dk bekletildi. Bekletme
asamasinda her 2 dk’'da 5 sn vortekslendi. Ornekler 30 sn 2500 x g'de santrifij
edildi. Ust faz steril pastér pipeti yardimiyla atildi.

3-Pellet 1 mi pargalayici L2 tamponu ile vortekslenerek sispande edildi.
2500 x ‘de 30 sn santriflij edildi ve Ust faz steril pastor pipeti ile atildi.

4-Pellet icin 3. basamak tekrar edildi.

5-Pelletin Gzerine %70 ethanol eklendi vortekslenerek sispanse edildi ve
30 sn 2500 x g'de santrifilj edildi. Ust faz steril pastér pipeti yardimiyla atiidi.

6-Pelletin Gzerine 1 ml aseton eklendi, suspande edildi ve 2500 x g'de
santrif(ij edildi. SGpernatan steril pastér pipeti yardimi ile atiidi.

7-Tupler 10 dk 56 C'de 10 dk isitilmig blokta kapaklart acik bekletildi ve
tamamen kurumalari saglandi.

8-50 ul TE tampon eklenerek vortekslendi. 56 C'de 10 dk bekletilerek
¢6zlldu vortekslendi ve 2 dk 2500 x g'de santriflj edildi.

9-Ust faz dikkatlice otomatik pipet kullanilarak ¢ekildi ve +4 C’de saklandi.

DNA Miktar Tayini:

DNA miktar tayini igcin &rneklerin 280 nm’de spektrofotometrede
absorbanslan okundu. 280 nm'de okunan 1 absorbans 50mg/ml DNA miktarina
karsiliktir. Buna gére okunan degerlerden basit bir oranti ile miktarlar tesbit edildi.
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II- D90A MUTASYONUNUN SAPTANMASI (99)

SOD1 proteinini kodlayan gen 21. kromozomda bulunur ve bes ekzondan
ibarettir. Patolojik mutasyonlar butliin ekzonlarda gdsterilmigtir. D9OA mutasyonu
ekzon 4'de 1078. pozisyonda adenin bazini sitozin bazina dénismesi ile ortaya
cikar. Sonugta kodon 90’'da aspartat alanine déntsgdr.

D90A mutasyonunu saptamak icin 6ncelikle SOD1'in 4. ekzon bélgesi
polimeraz zincir reaksiyonu ile gogaltildi.

a) Ekzon 4 igin PCR kosgullan (99)

20 ul hacminde PCR karisimi hazirlandi. PCR karisimina 2.5mM
deoksinukleotid trifosfat (dNTPs; dATP, dCTP, dGTP ve dTTP), x 10 reaksiyon
tamponu, 25 mM MgCl2, 10pmol primer gifti, 9.3 pl bidistile su, 0.4 U/ ul Taq
polimeraz enzimi ve yaklasik 65 ng olacak sekilde DNA d&rnekleri ekiendi.
Orneklerin Gzerine pastér pipeti ile bir damla mineral yag damlatilarak reaksiyon
Progene Techne Thermal Cycler'da gerceklestirildi.

Ekzon 4 igin reaksiyon kosullari:

Reaksiyon 3 béliumde gerceklesmektedir.

1.boliim: 94 0C'de 1dk denaturasyon,

2. boliim: 94 °C’de 30 sn denatiirasyon

57 °C’de 30 sn primerlerin baglanmasi
72 °C'de 1 dk zincir uzamasi 35 DONGU

3. bslim: 72 °C’de 5 dk uzama

Ekzon 4 icin primer dizisi:

F-Primer 5CATCAGCCCTAATCCATCTGA 3

R-Primer S’CGCGACTAACAATCAAAGTGA ¥’

b) Agaroz Jel Elektroforezi (99)

PCR ile gogaltilan Grtinleri incelemek i¢in % 1'lik agaroz jel hazirland..

Ayiraglar

1-Jel ylkleme tamponu: 15 g Fikol 400, 250 mg bromfenol mavisi, 250 mg
ksilen siyanol tartilarak 100 ml'ye tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.

2-Etidyum bromdar stok (10 mg/ ml) : 10 mg etidyum bromur tartilarak distile
su ile 10 ml'ye tamamlandi. Koyu renkli bir sisede oda sicakliginda sakland.

3-Etidtum bromur c¢ozeltisi: Stok etidyum bromlr c¢dzeltisinden 100 ul

alinarak 100 ml distile suya eklendi.



4-X 10 Tris-borik asit-etilen diamin tetra asetat (TBE) tamponu: 800 ml
distile suya 108 g Tris-baz, 55g borik asit ve 40 ml 0.5 M EDTA (pH:8.0) eklendi.
Co6zuldlkten sonra 1 L'ye tamamiandi ve oda sicakiiinda sakianarak kuilanild.

Agaroz jelin haznrlamgl:

150 mg agaroz tartilarak behere alindi. Uzerine 100 ml 1 x TBE ¢6zeltisi
eklendi ve mikrodalga firlnda 3 dk’da ¢6zldu. Bir miktar sogutulduktan sonra jel
tepsisine dékuldd, taraklar yerlegtirildi ve oda sicakliginda sogumaya birakildt.

Agaroz jel kuruduktan sonra 6&rneklerin ylUklenmesi islemine gecildi.
Ornekler jel yukleme tamponu ile % oraninda sulandiriiarak 10 pl olacak sekilde
jele yUkiendi. 100 V'luk elektrik akiminda oda sicakliginda 30 dk yGrGtalda.

Jelde orneklerin géruntilenmesi: Karanlik odada jel % 1’lik etidyum
bromirli ¢ézeltide 30 dk galkalayici Gzerinde bekletildi. Bu sturenin sonunda jel

UV transilluminatére alindi. Kodak digital kamera ile fotograf ¢ekimi yapildi.

c) Enzimle Kesme (99)

PCR ile gogaltiimis érneklerde D90A mutasyonu varsa Fnu4H1 restriksiyon
enzimi icin yeni bir kesim noktasi olugsmus olur. Mutasyonu saptamak icin
cogaltilan DNA érnekleri Fnu4H1 ile kesildi, poliakrilamid jelde yurattlda ve gimas

boyama yapilarak gérunttlendi.



Kesme islemi: Gogaltilmig DNA &rneklerinden 12 pl bir ependorfa alindi
Gzerine 1.5 ul FnudH1, 2.25 pul tampon (NEB 4) ve 6.75 pl bidistile su eklendi. Hizli
cevirme (quick spin)'den sonra 37 0C'de 24 saat bekletildi. Poliakrilamid jelde

yaratalda.

Poliakrilamid Jel Elektroforezi (99)

Ayiraglar

1-Akrilamid / bisakrilamid : % 30'luk hazir solusyon (37.5, akrilamid :
1,bisakrilamid)

2-X 10 Tris-borik asit-etilen diamin tetra asetat (TBE) tamponu: 800 mi
distile suya 108 g Tris-baz, 55g borik asit ve 40 ml 0.5 M EDTA (pH:8.0) eklendi.
Cozuldukten sonra 1 L'ye tamamlandi ve oda sicakliginda saklanarak kullanild.

3-1 x TBE solusyon : 10 x TBE solusyondan 10 ml alinarak 6l¢i balonunda
bidistile su ile 100 mI'ye tamamlandi.

4-%10 Amonyum persulfat (APS): 1 g amonyum persulfat tartilarak distile
su ile 10 ml'ye tamamlandi. Taze olarak kullanild.

5-TEMED (Sigma)

6-Jel yikleme tamponu: 15 g Fikol 400, 250 mg bromfenol mavisi, 250 mg

ksilen siyanol tartilarak 100 ml'ye tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.

Jelin Hazirlanmasi : % 10’luk jel hazirlandi. 50 mi Jel karisimi_ igin; 18.75
ml akrilamid / bisakrilamid, 5.0 ml 1x TBE, 0.5 ml %10 APS ve 0.025 ml TEMED
alindi ve bir falkon tipUne konularak bidistile su ile 50 ml'ye tamamlandi. Solusyon
hizli bir sekilde 6nceden hazirlanmis cam plaklarin arasina hava kabarcigi
kalmamasina 6zen gdsterilerek dékuldu, taraklar yerlestirildi ve oda sicakliginda
polimerize olmas! beklendi. Jel polimerize olduktan sonra yUrttict tanka alind.
Tank 1 x TBE ile doldurularak ¢rnekler jele yuklendi. Bu iglem igin 15 i érnek
karigimi ve 15 ul jel yokleme tamponu ile kansgtirildi. 20 pl jele yuklendi, 100 V'da
24 saat yUruldd. YurGtme iglemi soguk odada yapild.

24. saatin sonunda jel tanktan alindi ve boyama islemine gegildi. Jelde
ayriimis olan DNA’lar1 géranur hale getirmek i¢in gimus boyama teknigi kullanild.
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e) Giimiis Boyama iglemi (89)

Ayiraglar

1-% 10 etanol: % 96lik etanolden hairlandi. 10 ml % 96'lik etanol bidistile su
ile 96 ml'ye tamamlandi.

2-% 1 nitrik asit solusyonu: 14 ml % 69 nitrik asit bidistile su ile 1000 ml'ye
tamamiandi.

3-% 0.2 gumis nitrat solusyonu: 1 g AgNO3 ve 1.25 ml % 40 formaldehit
bidistile su ile 500 ml'ye tamamlanarak hazirlandi.

4-283 mM sodyum karbonat solusyonu (Developing solusyonu): 30 g
sodyum karbonat (Na2CO3) ve 1.25 ml % 40 formaldehit 1000 ml bidistile suda
¢ozuidh.

5-%10 glasiyal asetik asit solusyonu (Stop solusyonu): 100 mi % 100°luk
glasiyal asetik asit bidistile su ile 1000 ml’'ye tamamlandi.

Islem:

TUum islemler oda sicakhginda ve calkalayici Gzerinde yapildi. Jel tanktan
alindiktan sonra, DNA'lari fikse etmekigin jel %10’luk ethanol solusyonuna alindi, 5
dk bekletildi. Solusyon dokilerek, %1’lik nitrik asit solusyonu eklenerek 5 dk
bekletildi. Bu solusyonda dokulerek 30 dk gimis boyama ¢ézeltisinde bekletildi.
Bu slrenin sonunda guimus ¢ozeltisi 10 ml konsantre HCI Gzerine dékuldt (gimus
ertesi gun ¢oker ve stzulerek filtre kagidi ile atilir). Jel bidistile su ile 1 dk yikandi.
DNA'lart gérintr hale getirmek icin devoloping solusyonu eklendi. DNA bantlari
goérunur hale gelinceye kadar bekletildi ve dékuldi. Reaksiyonu durdurmak icin
stop solusyon eklendi ve 30 dk bekletildi. Stop solusyon dékildu jel bidistile su ile
1 dk yikandi ve kurutma islemine gegildi.

Jel kuyucuklan jel kesicisi ile jelin yirtimamasina dikkat edilerek kesildi.
Kurutma iglemi kurutucu filmler arasinda yapildi. Jeller cam levha Gzerinde jel filmi
ile kaplanarak oda sicaklifinda kurumaya biraildi. 24 saat sonra kuruyan jeller

kesilerek filmden ayrildi ve digital kamera ile gérunttlendi.

27



ill- SINGLE-STRAND CONFORMATIONAL POLYMORPHISM
(SSCP) ile SOD1 GENINDE MUTASYON ARANMASI

SSCP ile mutasyon aranmasi igin éncelikle PCR trunlerine ihtiya¢ vardir.
SSCP icin oncelikle her bir ekzon (ekzon 1, 2, 3, 4 ve 5) PCR ile ayn ayri
cogaltildi. Cogaltilan DNA 6rnekleri tek iplikli hale getirilerek elektroforez ile ayriidi.
Gumus boyama teknigi ile boyanarak géruntilendi.

a) PCR kogullan:

Ekzon 1 (18, 43)

20 ul hacminde PCR karigimi hazirlandi. Reaksiyon karigimina 2.5 mM
deoksinukleotid trifosfat (dANTPs), x10 reaksiyon taponu, 25 mM MgCi2, 10 pmol
primer ¢ifti, 8.3 wl bidistile su, 1 Wl DMSO, 0.4 U/ml Taq polimeraz ve yaklagik
65ng olacak sekilde DNA érnekleri eklendi. . Orneklerin Gzerine pastér pipeti ile bir
damla mineral yag damlatilarak reaksiyon Progene Techne Thermal Cycler'da
gerceklestirildi.

Ekzon 1 igin reaksiyon kosullan:

1.b6lim: 94 0C’de 1dk denattrasyon

2. boltim: 94 °C’de 40 sn denattirasyon

52 °C'de 40 sn primerlerin baglanmasi
72 °C'de 1 dk zincir uzamasi 35 DONGU

3. boliim: 72 °C’de 10 dk uzama

Ekzon 1 icin primer dizisi:

F-Primer 5 TTCCGTTGCAGTCCTCGGAA 3’

R-Primer 5 GCGGCCTCGCAAACAAGCCT 3

*Ekzon 2 (11, 43)

20 ul hacminde PCR karisimi hazirlandi. Reaksiyon karisimina 2.5 mM
deoksinukleotid trifosfat (dNTPs), x10 reaksiyon taponu, 25 mM MgCli2, 10 pmol
primer cifti, 7.5 pl bidistile su, 1 pl DMSO, 0.4 U/ml Taq polimeraz ve yaklagik
65ng olacak sekilde DNA érnekleri eklendi. . Orneklerin (zerine pastér pipeti ile bir
damla mineral yag damlatilarak reaksiyon Progene Techne Thermal Cycler'da

gerceklestirildi.



Ekzon 2 i¢in reaksiyon kosullari:
1.b6liim: 94 0C’de 1dk denatiirasyon
2. bdliim: 94 °C’de 40 sn denatlrasyon

52 °C’de 40 sn primerlerin baglanmasi
72 °C'de 1 dk zincir uzamas! 35 DONGU
3. bsliim: 72 °C’'de 10 dk uzama
Ekzon 2 igin primer dizisi:
F-Primer 5 TTCAGAAACTCTCTCCAACTT 3
R-Primer 5CGTTTAGGGGCTACTCTACTGT 3

*Ekzon 3 (11, 43)

20 ul hacminde PCR karisimi hazirlandi. Reaksiyon karisimina 2.5 mM
deoksinukleotid trifosfat (ANTPs), x10 reaksiyon taponu, 25 mM MgCl2, 10 pmol
primer ¢ifti, 8.5 pl bidistile su, 0.4 U/ml Taqg polimeraz ve yaklasik 65ng olacak
sekilde DNA 6rmekleri eklendi. Orneklerin Uzerine pastér pipeti ile bir damia
mineral yag damlatilarak reaksiyon Progene Techne Thermal Cyclerda
gerceklestirildi.
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*Ekzon 4 (43, 61)

20 ul hacminde PCR karigimi hazirlandi. PCR karisimina 2.5mM
deoksinukleotid trifosfat (ANTPs) x 10 reaksiyon tamponu, 25 mM MgCI2, 10pmol
primer ¢ifti, 9.3 pl bidistile su, 0.4 U/ pl Taq polimeraz enzimi ve yaklagik 65 ng
olacak sekilde DNA 6rnek|eri eklendi. Orneklerin Gzerine pastér pipeti ile bir damia
mineral yag damlatilarak reaksiyon Progene Techne Thermal Cyclerda
gerceklestirildi.

Ekzon 4 igin reaksiyon koguilan:

1.bdliim: 94 0C’'de 1dk denatlrasyon

2. bsliim: 94 °C’de 30 sn denatlrasyon

57 °C’de 30 sn primerlerin baglanmasi
72 °C'de 1 dk zincir uzamasi 35 DONGU

3. boliim: 72 °C’de 5 dk uzama

Ekzon 4 i¢in primer dizisi:

F-Primer 5CATCAGCCCTAATCCATCTGA 3

R-Primer 5CGCGACTAACAATCAAAGTGA 3

*Ekzon 5 (18, 43)

20 pl hacminde PCR karisimi hazirlandi. Reaksiyon karisimina 2.5 mM
deoksinukleotid trifosfat (dNTPs), x10 reaksiyon taponu, 25 mM MgCI2, 10 pmol
primer cifti, 8.3 ul bidistile su, 1 ul DMSO, 0.4 U/ml Taq polimeraz ve yaklasik
65ng olacak sekilde DNA &rnekleri eklendi. . Orneklerin Uzerine pastér pipeti ile bir
damla mineral yag damlatilarak reaksiyon Progene Techne Thermal Cyclerda
gerceklestirildi.

Ekzon 5 i¢in reaksiyon kosullar:

1.boliim: 94 0C’de 1dk denatlrasyon

2. bsliim: 94 °C’de 40 sn denatlrasyon

52 °C’de 40 sn primerlerin baglanmasi
72 °C'de 1 dk zincir uzamasi 35 DONGU

3. boliim: 72 °C’de 10 dk uzama

Ekzon 5 igin primer dizisi:

F-Primer & GTATTGTTGGGAGGAGGTAGTGAT 3’

R-Primer 5GCAGGATAACAGATGAGTTAAGGG &



b) SSCP’NIN UYGULANMASI (89)

Elde edilen her PCR trtnd igin % 8'lik poliakrilamid jel hazirlandh.

Ayiraglar

1-Stop Coézelti: 90 ml deionize formamit SlgUlerek Uzerine 0.04 g NaOH,
25mg bromfenol mavisi (% 0.025) ve 25 mg ksilen siyanol tartilarak eklendi.
Cozelti 6lgu balonuna alinarak 100 ml'ye tamamlandi. Koyu renkli bir sisede +4
0C’de saklandi.

2-Akrilamid / bisakrilamid : % 30’luk hazir solusyon.

3-X 10 Tris-borik asit-etilen diamin tetra asetat (TBE) tamponu: 800 ml
distile suya 108 g Tris-baz, 55g borik asit ve 40 ml 0.5 M EDTA (pH:8.0) eklendi.
Cozuidukten sonra 1 L'ye tamamiandi ve oda sicakliinda saklanarak kullantid.



4-1 x TBE solusyon : 10 x TBE solusyondan 100 mi alinarak olgu
balonunda bidistile su ile 1000 mlI'ye tamamlandi.

5-%10 Amonyum persilfat (APS): 1 g amonyum persulfat tartilarak distile
su ile 10 ml'ye tamamlandi. Taze olarak kullaniidi.

6-TEMED (Sigma)

7-Gliserol (Sigma)

8-MDE jel solusyonu(2x konsantre) (Flowgen)

9-Jel yukleme tamponu: 15 g Fikol 400, 250 mg bromfenol mavisi, 250 mg
ksilen siyanol tartilarak 100 m!I'ye tamamiandi ve oda sicakliginda saklandi.

Jelin Hazirlanmasi: 50 mil jel karigimi igin: 13.33 ml akrilamid /
bisakrilamid, 5.0 ml 1x TBE, 2.5 ml gliserol, 0.5 ml %10 APS, 0.25 ml MDE ve
0.025 ml TEMED alindidi ve bir falkon tipune konularak bidistile su ile 50 ml'ye
tamamlandi. Solusyon hizli bir sekilde 6nceden hazirlanmis cam plaklarin arasina
hava kabarcigi kalmamasina 6zen gosterilerek dokuldd, taraklar yerlestiriidi ve
oda sicakliginda polimerize olmasi beklendi. Jel polimerize olduktan sonra

yUratict tanka alindi. Tank 1 x TBE ile doldurularak érnekler jele yOklendi.

Orneklerin jele yiiklenmek tizere hazirlanmasi: 10 pl PCR ile gogaltiimig
DNA o6rnegdi ve 10 ul stop ¢ozelti ile kanistiriidi. 5 dk 95 0C’de denature edildi.
Ornekler, renatire olmamasi igin, hizla buz Gizerine alindi. Orneklerin Gzerine ve
10 i jel yOkleme tamponu eklendi ve jele yiklendi, 100 V'da 24 saat yarGlda.
Yurutme islemi soguk odada yapildi.

24. saatin sonunda jel tanktan alindi ve boyama iglemine gegcildi. Jelde
ayrilmig olan DNA'lari géruntr hale getirmek igin daha énce anlatiimis olan gimus
boyama teknigi kullanilarak boyama iglemi yapildi ve jeller kurutuldu ve

degerlendirildi.



BULGULAR

1-Calismamizda D90A mutasyonun saptanmasi igin érnekler PCR ile
cogaltildi, PCR 6rnekleri Fnu4H1 restriksiyon enzimi ile kesildi ve poliakrilamid
jelde goérunttlendi. Ayrica kontrol olarak homozigot ve heterozigot mutasyon
tagidig) bilinen pozitif drnekler kullaniidi. Sonuglarimiza gére hastalarin hig birinde
DS0A mutasyonu saptanmadi (Sekil 5).

2- Hastalarin SOD1 geninin tuminde (ekzon 1, 2, 3, 4 ve 5) herhangi bir
mutasyonun var olup olmadigini aragtirmak icin ekzon 1, 2, 3, 4 ve 5 PCR ile
cogaltiidi. Daha sonra SSCP uygulandi ve jel gérunttleri degeriendirildi. Kontrol
olarak  mutasyon tasidigi bilinen pozitif &rnekler kullanildi. Buna gére
drneklerimizin hig birinde herhangi bir SOD1 mutasyonu bulunamadi (Sekil 6-10).

Sekil 5. Ekzon 4 PCR urtnlerinde D90OA mutasyonunun saptanmasinda
kullanilan poliakrilamid jel gérantisa érnegi



Sekil 6. Ekzon 1 PCR urdnlerinin SSCP gel gérintlst érnegi
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Sekil 7. Ekzon 2 PCR urtnlerinin SSCP gel géruntisi érnegi
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Sekil 10. Ekzon 5 PCR Urtnierinin SSCP gel géruntist émedgi



TARTISMA

ALS ciddi Kklinik sonuglara yol agan ve nedeni heniiz yeterince
agiklanamamig bir motor néron hastaliidir. Cesitli hipotezler ileri strtiimekle
birlikte SOD1 mutasyonlari hastaliin patojenezinde 6nemli bir etken olarak
gozikmektedir (5, 107). SOD1 genindeki mutasyonlarin motor néron hiicre
6lumulne hangi mekanizma ile neden oldugu bilinmemekle birlikte, mutant SOD1'in
toksik fonksiyon kazanmasinin hasar olusumunda etkili oldugu dustnulmektedir
(20, 36, 111). Bu hastalarda mutant SOD1’in farkli bir fonksiyon kazanarak,
sUperoksit radikalini yok etmek yerine Greten bir nitelik kazandigi ve ayrica bir
peroksidaz gibi davrandigi ileri strtimektedir (8, 55, 59, 94, 97, 109, 112).

FALS’li hastalarla SALS'li hastalarin klinik belirtiler yéniinden birbirinden
ayirt edilemedigi (14, 59, 73, 79, 103), ancak her iki formun da ayni biyokimyasal
mekanizmalar) paylastig! distntlmektedir. Normal (Wild-type) SOD1'in yari émr
30 saattir. Bu sure 1113T mutanti igin 20, G23C igin 16, G37D igin 13, G417D igin
10, G85R ve A4V igin 7,5 saattir. ALS hastalarinin goguniugunda mutasyonlar
heterozigot oldugundan SOD1 enziminin beklenen aktivitesi normalden %20-50
oraninda az olmalidir. Bu durum katalitik aktivitenin azalmasi veya azalmis SOD1
yarl émrQ ile kendini gésterir (31). Gergekten farkli SOD1 mutasyonu tagiyan
ALS'lI hastalarda farkh klinik sonuglar gézienmistir. Ornedin G37R, ve L38V
mutasyonunun bulundugu hastalarda hastaligin daha erken yasta basladig,
G37R, G41D, H46R ve G93C mutasyonu tasiyanlarda uzun yasam siresi
gbziendigi, A4Vve lle113Thr mutasyonu tasiyanlarda ise yasam siresinin
kisaldigi ve hastaligin hizla ilerledigi gézlenmistir (7, 14, 30, 31, 63, 81).

SOD1 mutasyonlari arasinda en ¢ok aragtirilan D9OA mutasyonudur. D90A
mutasyonu ilk olarak FALS'li hastalarda 1995 yilinda tesbit edilmistir (5). D90A
SOD1 mutasyonu enzimin katalitk bdélgesinde olmayip dimer etkilesimini de
etkilememektedir. Bu nedenle, bu mutasyon enzim aktivitesini ve stabilitesini
etkilememektedir (36, 45, 82, 98). Daha o6nce tanimlanmis butin SOD1
mutasyonlari dominant gegigli oldugu halde, D90A mutasyonu ilk kez resesif
gegisli olarak tesbit edilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda farkli toplumlarda
dominant gecigli D9OA mutasyonu da tesbit edilmisti. D9OA mutasyonu hem
dominant hem resesif gecis gésteren bugline kadar tesbit ediimis tek mutasyondur



(76). D90OA mutasyonu da normalde diger SOD1 mutasyonlari gibi dominant
gegislidir. Oysa resesif gecigli ailelerde tek bir ata s6z konusudur (35). Resesif
aileler isveg, Finlandiya, Fransa, Amerika, Almanya ve Avusturalya’da tesbit
edilmistir (4, 6, 11, 51, 98, 103, 107, 110). Dominant aileler ve D9OA mutasyonuna
sahip sporadik hastalar Finlandiya, Fransa, Belgika ve Ingilterede’de tesbit
edilmistir (2, 6, 43, 51, 82, 98).

Talasemi ve a1-antitripsin eksikligi gibi bazi hastaliklarda heterozigotiuk
iimli bir hastalik sergilenmesine neden olurken, kiasik hastalik homozigot
durumda ortaya ¢ikmaktadir. SOD1 mutasyonu tagiyan heterozigot hastalar teorik
olarak mutant homodimer, mutant ve wild-type heterodimer ve wild-type
homodimere sahiptir. Mutant alt Gniteler wild-type alt Unitelere zarar vermez.
Ancak heterozigot bir bireyde wild-type homodimer miktart daha azdir, ¢Unk(
mutant alt Uniteler normal enzim yapisinin olugsmasina engel olur (31, 90).

Normaide de dominant gegisli bir mutasyonda her iki allel mutant ise
hastaligin daha siddetli gegmesi beklenir. Gergekten SOD1 mutasyonlarindan
N86S mutasyonu dominant gegisii bir mutasyondur ve heterozigot durumda orta
yasta tipik ALS géruimesine neden olur. Tipki DI0A gibi N86S’de ekzon 4 de ve
periferdedir. Fakat kisi N86S mutasyonu igcin homozigot oldugunda hastalik
beklenmedik bir sekilde erken yasta baglamig, cok hizli ilerlemis ve ¢ok kisa
sUrede 6limle sonuglanmisgtir (2). Buna zit olarak homozigot resesif gegisli DS0A
mutasyonu gérillen ailelerde hastalik yavas ilerler ve hastalar genellikle 10 yildan
uzun slre yasarlar (4, 65, 94, 107, 110). Heterozigot bireyler ise heterojen bir grup
olugtururlar ve SOD1 mutasyonu tasimayanlardan ve sporadiklerden ayirt
edilemezler (107, 108).

SOD1 mutasyonuna sahip FALS ve SALS hastalarinin eritrositlerinde
mutasyonlarin gogu SOD1 enzim aktivitesinin %30-60 oraninda azalmasina neden
olur (13, 26, 46, 78, 90). Mutant SOD1'e sahip hastalarda azalmig SOD aktivitesi
azalmig SOD1 konsantrasyonu ve azalmis SOD1 yan 6mr0 ile agiklanabilir.
Cunkt mutasyonlar SOD1 molekulinh stabil olmayan hale getirir. SALS
hastalarinin motor korteksinde SOD1 enzim aktivitesi normalken, mutant SOD1’e
sahip FALS hastalarinda dastktir. SOD1 immureaktivitesi SALS’li hastalarda
spinal motor néronlarda daha yogunken SOD1 mutasyonuna sahip FALS'li
hastalarda dusuktor (67, 90). Butin bu bulgular ALS'li hastalarda SODA1



mutasyonlarinin  saptanmasinin  hastaligin klinik seyrini gostermede yararli
olabilecedini dustndurmektedir.

Cesitli Ulkelerde ALS hastaligi ile  SOD1 mutasyonu iligkisi gerek ailesel
gerekse sporadik vakalarda degisik aragtirma gruplarinca incelenmistir. italya'da
Gellera ve ark. (27, 2'8) 84 FALS ve SALS hastasini incelemis, FALS hastalarinda
hastaligin oldukga hizli ilerlemesine neden olan A4V mutasyonunu tesbit
etmislerdir. Ayrica Avrupa populasyonunda nadir gérilen ve ingiltere’de sadece bir
ailede tesbit edilmis olan L84F mutasyonu ile birlikte G93D ve F45C mutasyonunu
da italyan hastalarda bulmuglardir. SALS’li bir hastada ise homozigot D90A
mutasyonunu saptamiglardir.. Bu hastada D90A mutasyonuna 6zgil olarak
hastaligin tipik olarak yavas ilerledigi gérulmustur. Ayrica SALS’li hastalarda
[113T, A95T ve G12R mutasyonlarini da tesbit etmislerdir. Aguirre ve ark.’'larinin
(1) yaptig) calismada SALS ve FALS'li hastalarda heterozigot DSOA mutasyonu
bulunmustur. Shaw ve ark.’lan (88) ise ingiltere’de FALS'li SALS'li hastalarda
sirasiyla L84F ve G72S mutasyonlarini  tesbit etmiglerdir. Geg baslangicli
Ala140Gly mutasyonu Naini ve ark (70) tarafindan FALS'li hastada tesbit
edilmistir. Ispanya'da SALS'li bir hastada N65S mutasyonunun yani sira FALS
hastalarinda [112M mutasyonu saptanmistir (25). Japonya'da FALS hastalarinda
1126S mutasyonu saptanmistir. Bu ailede hastalik orta siddette seyretmigtir.
Hastalik sadece erkeklerde gérilmis, aileden 80 yasindaki bir kadin mutasyonu
tasidi§y halde hastalik gozlenmemistir (atipik). Yine Japonya'da Cys6Gly
mutasyonu saptanmistir, bu mutasyonda hastalk oldukca hizli ilerleme
gostermistir (52, 68, 71).

Goéruldiugh gibi, SOD1 mutasyonlari degigik toplumlarda gerek ailesel,
gerekse sporadik ALS vakalarinda saptanmistir. Ulkemizde ALS hastalari
Uzerinde boyle bir g¢alisma yapiimamigtir. Baslangicta SOD1 mutasyonlarini,
ozellikle D9OA mutasyonunu hem ailesel hem de sporadik vakalarda incelemeyi
planladik. Ancak ailesel ALS vakasi temin etmedeki glglukler nedeni ile
calismamiz sporadik vakalarda yapilabildi. Bulgularimiza gére El Escorial
kriterlerine goére sporadik oldugu belirlenen 30 ALS hastasinda D90A SOD1
mutasyonu bulamadik. Bunun Uzerine calismamizi genigleterek hastalarda
herhangi bagka SOD1 mutasyonu olup olmadigini arastirmak istedik. Bu amagla
PCR temeline dayali 6n tarama yéntemlierinden biri olan SSCP'yi kullandik. SSCP
amplifiye olmus DNA'da dizi degisikligini belirlemek igin kullanilan basit, gtivenilir
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ve gucla bir tekniktir (1, 89). Bu teknik tek zincir DNA'nin molekll igi etkilesim
sonucu her zincirin farkll formda katlanip kivrilmasi ile degisik konformasyonlarin
(ikincil yapi1) olugmasina ve bdylece poliakrilamit jel elektroforezinde farkll hizda
hareket etmesine dayanmaktadir. Mutasyon iceren DNA molek{lt tek bir baz bile
farkll olsa normal diziden farkli bir yap! olusturacagindan ‘nondenattre’ jel
elektroforezinde normalden farkli yerlerde bantlar gézlenmektedir. SSCP’de 200
yontem olarak bilinmektedir. Ancak Gikemizde bu yénde bir ¢alismanin yapilimamis
olmas) nedeni ile, bu gune kadar SOD1 geni igin tesbit edilmis veya edilmemis
bagka mutasyonlarin bu hastalarda bulunabilecegini g6z 6nune alarak butin
SOD1 geninde mutasyon taramasi: yaptik. Bu amagla batin SOD1 geninin
ekzonlarini (ekzon 1, 2, 3, 4 ve 5) ayrt ayri PCR ile gogaltip SSCP yéntemi ile
mutasyon olup olmadigini arastirdik. Bu test sonuclarina gére de bu hastalarda
SOD1’e ait higbir mutasyon saptamadik.

Sonug olarak, Ulkemizde ilk kez yapilan bu c¢alisma ile 30 sporadik ALS
vakasinda SOD1 geninde bir mutasyon bulunmamistir.
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OZET

Amyotrofik lateral skleroz (ALS) beyin sapinda, kranial sinir ¢ekirdeklerinde,
omurilikte 6n boynuz hucrelerinin tutuimasiyla giden, ilerleyici nérodejeneratif bir
hastaliktir. Vakalarin % 90'ni sporadik, % 10 ‘nu ise aileseldir. Hastaligin
etyopatojenezi bilinmemektedir. Ancak ALS patojenezinde Cu-Zn-SOD (SOD1)
geni mutasyonlari, glutamat toksisitesi ve apoptoz gibi bazi fakiérler sorumiu
tutulmaktadir. Bunlar icersinde 0Gzerinde en c¢ok durulan SOD1 geni
mutasyoniaridir.

SOD1 proteinini kodlayan gen 21. kromozomda bulunur, 5 ekzon ve 153
kodondan ibarettir. Patolojik mutasyonlar bltin ekzonlarda goésteriimistir ve
gintmuizde tanimlanmig 100’den fazla SOD1 mutasyonu vardir. Ailesel vakalarin
%20'sinde SOD1 geninde mutasyon oldugu bulunmustur. Bununla birlikte,
sporadik hastalarda da SOD1 geni mutasyonlari saptanmistir. D9OA mutasyonu
ise ALS vakalarinda SOD1 mutasyonlari iginde en ¢ok arastirilan mutasyondur.

Ulkemizde ALS hastalarinda SOD1 mutasyonlari arastiriimamigtir. Bu
nedenle, ¢alismamizda El Escorial kriterlerine gére sporadik oldugu belirlenen 30
ALS hastasinda D90A SOD1 mutasyonunu inceledik ve bu hastalarda D90A
mutasyonu saptamadik. Bunun Uzerine calismamizi genigleterek hastalarda
bagska SOD1 mutasyonu olup olmadigin! tek iplikli yapisal cok sekillilik “ single
strand conformational polimorphism” (SSCP) teknigini kullanarak inceledik.
SOD1 genindeki tim ekzonlar tarayarak gergeklestirdigimiz bu testle sporadik
ALS'li hastalarda SOD1’e ait higbir mutasyon bulmadik.

Sonug olarak, tlkemizde ilk kez yapilan bu galisma ile 30 sporadik ALS

vakasinda SOD1 geninde bir mutasyon bulunmamistir.
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SUMMARY

Title: The Screning of SOD1 Gene Mutations in Patients with Sporadic
Amyotrpohic Lateral Sclerosis.

Amyotrophic lateral sclerosis is a progressive paralytic fatal disorder, which
results from the degeneration of motor neurons in the motor cortex, brainstem and
spinal cord. ALS is subclassified into sporadic (%90) and familial (%10). The
ethiopathogenesis of ALS is unknown, but several factors such as the gene
mutations for superoxide dismutase-1 (SOD1, CuZn-SOD), glutamate
excitotoxicity and apoptosis may play a role in the pathogenesis of ALS. Among
these, SOD1 gene mutations have been investigated intensively.

The gene encoding the SOD1 is present on chromosome 21 and consists of
5 exons and 153 codons. Pathological mutations related to SOD1 have been
demonstrated in all five exons. At present more than 100 mutations have been
reported . 20 % of FALS cases and a small percentage of sporadic ALS have been
found to have SOD1 mutations in most populations. The D90A mutation is the
most investigating mutation among the SOD1 mutations.

There is no epidemiological study about SOD1 gene mutations in ALS
patients in Turkey. In this study, D9OA mutation was studied in 30 sporadic ALS
patients defined according to El Escorial criteria and DSOA mutation was not
detected in these cases. In addition, to investigate whether sporadic cases have
another mutations in the SOD1 gene, single-stranded conformational
polymorphism (SSCP) technique was used and any mutations in SOD1 gene of
sporadic cases was not found.

In conclusion , in this study which is done for the first time in Turkey, SOD1

gene mutations were not detected in 30 sporadic ALS cases .
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