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OZET

SPINAL MUSKULER ATROFi HASTALARINDA TELOMER
UZUNLUGUNUN DEGERLENDIRILMESI

DR.BETUL OKUR ALTINDAS, UZMANLIK TEZi, KONYA, 2025

Amag: Spinal muskiiler atrofi (SMA) otozomal resesif gecisli, alfa motor
ndronlarinin dejenerasyonuna bagl olarak gelisen, ilerleyici kas zayiflig1 ve atrofi
ile karakterize bir hastaliktir. Hastalik, SMN proteinini kodlayan SMN1 geninin
biallelik fonksiyon kaybi sonucu olusur. SMN proteini, telomeraz holoenziminin
birlestirildigi Cajal cisimciklerinde lokalize olur ve protein etkilesimlerini
degistirerek telomeraz biyogenezinde Onemli bir rol oynar. Bu nedenle
calismamizda, SMA hastalarinda telomer wuzunlugu saglikli kontrollerle
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Ayrica literatiirde ilk kez gen replasman
tedavisinin (onasemnogene abeparvovec) telomerler iizerindeki olast etkileri
arastirilmastir.

Yontem: Periferik kan lenfositlerinde rolatif telomer uzunlugu, SensiFAST SYBR
Master Mix-No ROX Real-Time PZR Kiti (Meridian Bioscience Inc.; Cincinnati,
Ohio, ABD) kullanilarak ol¢tilmiistiir. Calismaya, 58’1 SMA hastas1 ve 58’1 yas ve
cinsiyet agisindan eslestirilmis saglikli bireylerden olusan toplam 116 kisi dahil
edilmistir. SMA grubundaki 58 hastanin 19'u gen tedavisi almistir.

Bulgular: Gen tedavisi almayan SMA hastalarinda telomer uzunlugu, saglikli
kontrollerinkinden daha kisa bulunmustur (p=0,029). Gen tedavisi alan grupta ise
hasta ve kontroller arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,108). Ayrica gen
replasman tedavisi almigs ve almamis hastalarin  telomerleri birbiriyle
karsilagtirildiginda arada anlamli farklilik izlenmistir (p=0,012).

Sonug: Spinal Muskiiler Atrofi, cocukluk c¢agmin en sik goriilen néromiiskiiler
hastaliklarindan biridir. Bu calismada SMA hastalarinda telomerlerin kisaldigi ve
gen tedavisinin telomer kisalmasini Onleyebildigi gozlemlenmistir. Telomer
kisalmasmnin SMA patogenezine nasil katkida bulundugu heniiz acikliga
kavugmamis olmakla birlikte, SMN protein eksikliginin telomeraz biyogenezini
bozmasi, olast mekanizmalardan biridir. Telomer kisalmasi, SMA'da hastaligin
siddetini artiran bir faktor olabilecegi gibi, ayn1 zamanda potansiyel bir tedavi
hedefi de olabilir. Bu mekanizmanin daha ayrintili olarak aydinlatilmasi, bu klinik
tabloya yonelik yeni arastirmalara ve tedavi stratejilerine zemin hazirlayabilir.

Anahtar Kelimeler: Spinal Muskiiler Atrofi, telomer uzunlugu, SMA, SMN1
NEU BAP Proje No: 23TU18010



ABSTRACT

EVALUATION OF THE TELOMERE LENGTH IN PATIENTS WITH
SPINAL MUSCULAR ATROPHY

BETUL OKUR ALTINDAS, MD, DISSERTATION, KONYA, 2025

Objective: Spinal muscular atrophy (SMA) is an autosomal recessive
neurodegenerative disorder characterized by progressive muscle weakness and
atrophy due to the degeneration of alpha motor neurons. The disease results from a
biallelic loss of function in the SMN1 gene, which encodes the survival motor
neuron (SMN) protein. The SMN protein is localized in Cajal bodies, where the
telomerase holoenzyme assembles, and may play a critical role in telomerase
biogenesis by modulating protein interactions. Therefore, in this study, telomere
length in patients with SMA was evaluated in comparison to healthy controls.
Furthermore, for the first time in the literature, the potential effects of gene
replacement therapy (onasemnogene abeparvovec) on telomeres were investigated.

Methods: Relative telomere length in peripheral blood lymphocytes was measured
using the SensiFAST SYBR Master Mix-No ROX Real-Time PCR Kit (Meridian
Bioscience Inc.; Cincinnati, Ohio, USA). A total of 116 individuals were included
in the study, comprising 58 patients with SMA and 58 age- and sex-matched
healthy controls. Among the SMA group, 19 patients had received gene
replacement therapy.

Results: Telomere length in SMA patients who did not receive gene therapy was
found to be significantly shorter than that of healthy controls (p=0.029). In the
group that received gene therapy, no significant difference was observed between
patients and controls (p=0.108). Furthermore, when comparing the telomere lengths
of treated and untreated patients with gene replacement, a significant difference was
detected (p=0.012).

Conclusion: SMA is one of the most common neuromuscular disorders of
childhood. In our study, telomere shortening was observed in SMA patients, and
gene therapy appeared to prevent telomere attrition. Although the precise
contribution of telomere shortening to SMA pathogenesis remains unclear,
impaired telomerase biogenesis due to SMN protein deficiency may represent a
potential underlying mechanism. Telomere shortening may not only contribute to
disease severity in SMA but could also represent a potential therapeutic target.
Further elucidation of this mechanism may pave the way for novel research and
therapeutic strategies in this clinical context.

Keywords: Spinal Muscular Atrophy, telomere length, SMA, SMN1
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1. GIRIS VE AMAC

Spinal Muskiiler Atrofi (SMA), motor ndronlar1 etkileyen otozomal resesif
kalitimla gegen bir hastalik olup, SMN1 geninin kodladigini SMN proteininin
eksikligi nedeniyle gelisir. SMA, cocukluk c¢agmin en sik noromuskiiler
hastaliklarindan biridir ve yiiksek mortalite ve morbidite oranlarina sahiptir. Ancak
gectigimiz yillarda kullanilmaya baslanan tedavi yaklasimlar1 ile SMA tedavisinde

umut verici bazi gelismeler elde edilmistir.

Telomerler, her bir kromozomun ug¢ kisminda bulunan, genom stabilitesini saglayan
niikleoprotein yapilardir. Tiim memeli tilirlerindeki telomerler yiiksek oranda
korunmus, heksamerik (TTAGGG) tekrar DNA dizilerinden meydana gelir. DNA
polimeraz enzimi, replikasyon sirasinda tek yonlii sentez yapabildiginden dolay1
DNA’nin ¢ift zincirlerinden biri kesintisiz bir bigimde replike olurken; diger zincir
icin coklu RNA primerleri gerekmektedir. Bu durumda her bir hiicre bélunmesinde
5’ ucta, en az oradan ¢ikarilan RNA primerinin uzunlugu kadar bir DNA
kaybedilmektedir. Telomer dizileri, 6zellesmis proteinler ile birlikte kromozom
kollarinin uglarini uygunsuz DNA tamir mekanizmalarindan korur, uglara yakin
genlerin DNA replikasyonu sirasinda yikima ugramasini engeller. Telomer
kisalmast literatiirde hiicresel yaslanma, kanser ve pek c¢ok hastalik ile
iliskilendirilmistir. Ancak SMA hastaligi ve telomer uzunlugu arasinda kapsamli

bir ¢aligma literatiirde mevcut degildir.

Bu tez calismasinin temel amac1i SMA ile telomer uzunlugu arasindaki potansiyel
iliskiyi ortaya koymaktir. Arastirma kapsaminda SMA hastas: bireyler ile onlarla
hem yas hem cinsiyet bakimindan eslestirilmis saglikli kontrollerin rélatif 16kosit
telomer boylarmin Kkarsilastirilmas: hedeflenmistir. Bu amaca ulagmak igin
molekiiler genetik yontemlerle SMA tanis1 kesinlesmis olan hasta grubu
belirlenecek, hasta grubuna uygun bir kontrol grubu tespit edilecek, vaka ve kontrol
gruplarinda telomer uzunlugu tayini i¢in gercek zamanli-PZR (gqPCR) analizi
yapilacak ve elde edilen veriler uygun istatiksel yontemler ile karsilastirilacaktir.
Bu ¢alisma neticesinde, pek ¢ok farkli hasta grubunda tespit edilmis olan telomer
uzunlugu degisiminin Spinal Miiskiiler Atrofi hastaliginin patogenezinde de yer
alip almadigimin anlasilmasi planlanmaktadir. Calismanin bir diger hedefi, gen
replasman tedavisinin SMA’daki telomer boyu etkilenmesini tersine g¢evirecegi

hipotezimizi ispatlamaktir. Bu nedenle gen tedavisi almis olan SMA hastalar1 da

1



calismaya dahil edilmistir. Sonug¢ olarak, vaka-kontrol ¢alismamizin SMA
hastaliginda telomerlerin etkilenme durumunu ortaya koymasini, gen tedavisinin
telomerleri nasil etkileyebilecegini gostermesini ve literatiire katki saglayarak yeni

caligmalarin 6niinii agmasini hedefliyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spinal Muskdler Atrofi

2.1.1 Tamim ve tarihge

Spinal Muskiiler Atrofi (SMA); beyin sap1 ¢ekirdekleri ve omuriligin 6n boynuz
hiicrelerini etkileyen, alt motor néronlarin dejenerasyonu ve geri dontisiimsiiz kayb1
ile karakterize bir hastaliktir. Hastalarda ekstremitelerde, govdede, yutmay1 kontrol
eden bulbar sistemde ve solunum kaslarinda ilerleyici kas gli¢siizliigii, atrofi ve
siklikla erken Olim goriilmektedir (Mercuri, Sumner, ve ark., 2022). Kas
giicstizligl tipik olarak proksimal kaslarin distallere gore daha fazla etkilendigi,
simetrik bir giigsiizliiktiir. Baslangi¢c zamani prenatal donemden erigkin yasama
kadar degiskenlik gosterebilir. Cocukluk ¢agmmin en sik ndéromuskiler

hastaliklarindan biri olan SMA, yiiksek mortalite ve morbidite oranlarina sahiptir.

Vakalarin  %95°ten fazlasinda “klasik SMA” goriilmektedir. Klasik SMA,
5.kromozomun kisa kolunda yer alan SMN1 geninin iglev kaybindan kaynaklanan,
otozomal resesif kalitimli genetik bir hastaliktir. Bu nedenle siklikla “5q-SMA”
olarak adlandirilir. SMN1 geni tarafindan kodlanan SMN (survival motor neuron)
proteininin azalmis ekspresyonu, omurilik ve beyin sapindaki a-motor néronlarin

disfonksiyonuna ve kaybina yol agarak hastaligin mekanizmasini olusturmaktadir.

SMA ilk kez 1890’larda Guido Werdnig tarafindan 2 erkek kardesin bildirilmesiyle
(Werdnig, 1971), daha sonra Johan Hoffmann tarafindan 7 ayr1 vakanin
bildirilmesiyle tanimlanmigtir (Hoffmann, 1893). Hastalarin klinik bulgulari; SMN2
geni kopya sayisiyla ters orant1 gosterecek sekilde, bebeklikte baslayan paraplejiden
erigkin donemde ortaya ¢ikan hafif proksimal kas zayifligina kadar genis bir
spektrumda yer almaktadir. Hastalar pediatrik baslangicli, prenatal veya erigkin
donem baslangigl olabilirler. Hastaligin dogal seyrindeki bu belirgin farkliliktan
dolay1, SMA tarihsel olarak ii¢ ana alt grupta incelenmistir. Bu klinik siniflandirma;
hastaligin baslangi¢ yasi ve tedavi edilmemis hastalarda elde edilen en ylksek
gelisimsel motor fonksiyonuna gore belirlenmistir. Ornegin; tip 1 SMA’l1 bebekler
hicbir zaman desteksiz oturamaz (non-sitters). Tip 2 SMA’l1 ¢ocuklar oturabilse de
hi¢bir zaman bagimsiz olarak yiriiyemez (sitters). Tip 3 SMA’ll ¢ocuklar ve
eriskinler ise gelisimlerinin bir noktasinda bagimsiz olarak yiirlimeyi bagarabilir

(walkers) (Kolb & Kissel, 2015).



SMA i¢in multidispliner destekleyici bakim Onerileri olusturulmustur. Ayrica
hastaligin molekuler genetik patogenezinin daha iyi anlasilmasiyla ¢esitli potansiyel
terapotik yaklasimlar da gelistirilmistir. SMA klinik yaklasimlarinin timinde
maksimum terap6tik fayda elde etmek icin erken tanmi ve uygun multidispliner

miidahale 6nemini korumaktadir.

Spinal Muskuler Atrofi (SMA) terimi, 6n boynuz hicrelerinin dejenerasyonu ve
buna bagl gelisen kas atrofisi ve gli¢slizliigli ile karakterize bir grup genetik
hastalik i¢in kullanilmaktadir. SMA'min diger genetik formlari, farkl

patobiyolojileri nedeniyle bu ¢alismada tartigilmamustir.

2.1.2. Epidemiyoloji

Tasyncilik

SMA'nin ortalama kiiresel tasiyict sikligi 50'de 1'dir (40'ta 1 ila 60'ta 1) (Pearn,
1978). Verhaart ve arkadaslarinin 2017 yilinda yayimladigi kapsamli literatiir
taramasina gore, 5q SMA tasiyicilik sikligr etnik gruplar arasinda farklilik
gostermektedir. Bu ¢aligmada, beyaz popiilasyonda tasiyicilik siklig1 yaklasik 1/45
(yaklasik %2,2) olarak bildirilmistir. Diger etnik gruplarda ise tasiyicilik oranlari su
sekildedir (Verhaart, Robertson, Wilson, ve ark., 2017): Asya kokenli bireylerde
1/48 (yaklasik %?2), Afrika kokenli bireyler: 1/100 (%1), Hispanik bireyler: 1/77
(vaklasik %1,3), Yahudi bireyler: 1/56 (yaklasik %]1,7). Siyah populasyonda
tastyiciligin  nadir olmasi, bu bireylerde iki-kopya duplikasyon allelinin sik
olmasinin sebep oldugu bir yanlis hesaplama olabilir. Bu durumda allellerin biri iki
kopya SMN1’e¢ sahip iken diger allelde hi¢ kopya bulunmaz. Bu allel
kombinasyonu klinik laboratuvarlarda kullanilan rutin test yoOntemleriyle
saptanamamaktadir. Farkli ¢alismalarda Orta Dogu ve Kuzey Afrika bolgesinde
tastyicilik frekanst %2,5-%5 olarak degerlendirilmistir (Al Jumah ve ark., 2022;
Alghamdi ve ark., 2023; Hasanzad ve ark., 2010).

Insidans

SMA'nin diinya ¢apindaki insidansi 10.000 canli dogumda yaklagik 1 (Ogino ve
ark., 2002; Pearn, 1978; Sugarman ve ark., 2012) veya 100.000 canli dogumda
yaklagik 7,8—10 olarak belirlenmistir (Mailman ve ark., 2002). ABD'de genetik
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laboratuvar verileri kullanilarak belirlenen pan-etnik insidans 11.000 canl
dogumda 1 olarak bildirilmistir (Sugarman ve ark., 2012); yenidogan tarama
programu ile belirlenmis olan ise 14.694’te 1’dir (Belter ve ark., 2024). Avrupa'daki
insidans ise hem genetik laboratuvarlardan hem de kiiresel ag TREAT-NMD'den
toplanan verilerle 3.900-16.000 canli dogumda 1 olarak tahmin edilmektedir
(Verhaart, Robertson, Leary, ve ark., 2017; Verhaart, Robertson, Wilson, ve ark.,
2017). Rusya’da yenidogan tarama programi verilerine gore 5q-SMA insidansi

7804 yenidoganda 1°dir (Efimova ve ark., 2024).

Otozomal resesif olarak kalittlan SMA’nin sikligi, akraba evliliginin daha sik
goriildigli topluluklarda artmaktadir. Bu bilgiler 1s18inda SMA insidanst diinya
genelinde her 6.000 ila 10.000 canli dogumda bir tahmin edilmekteyken; Korfez
Isbirligi Konseyi'ne gore, Orta Dogu ve Kuzey Afrika bolgesindeki insidansin
bundan yaklasik 20 kat artmasi, 10/100.000 ila 193/100.000 arasinda olmasi
beklenmektedir (Bemanalizadeh & Mansouri, 2024). Tirkiye’den 2008 ile 2010
yillar1 arasinda tek bir merkezde yapilan bir ¢alismayla ulusal kayit sistemlerine
dayali veriler bildirilmistir (Karaduman ve ark., 2010). Bu bildiride TREAT-NMD
is birligi ile SMA Ulusal Kaydi olusturulmus ve 54 SMA hastasinin fiziksel
durumlar1 belirlenmistir. Ancak bu verilerin giincellenmesi ve daha kapsayici
olmas1 gerekmektedir. Tiirkiye’deki SMA insidansinin; diinya geneli insidans
verilerine gore milyonda 121-202 arasinda, Kérfez Isbirligi Konseyi’nin belirledigi
insidans oranina gore 121-2339 arasi, bolgenin tasiyicilik frekansina gore de 189-
757 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (Bemanalizadeh & Mansouri, 2024;
Verhaart, Robertson, Wilson, ve ark., 2017). Tirkiye’de yillik canli dogum
sayisinin yaklagik 1,1 milyon oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda (TUrkiye
Istatistik Kurumu, 2023) bu insidans araliklarma gére yilda ortalama 130 ila 2500

arasinda yeni SMA vakasi goriilmesi beklenmektedir.

Bildirilen insidans oranlarinin {ilkeler arasi degiskenlik gdstermesi bdlgenin
biyikliigi, kullanilan veri kaynaklari dahil olmak Uzere birgok faktorle
baglantilidir. Yirmi dokuz Ulkeyi temsil eden Kiiresel SMA Hasta Kaydi'na gore
cinsiyet dagiliminin yaklasik esit olmasi erkek ve kiz ¢ocuklarinda benzer SMA
insidans1 oldugunu gostermektedir (Verhaart, Robertson, Leary, ve ark., 2017).
Dikkat c¢ekici bir sekilde, tasiyict sikligina gore hesaplama yapildiginda SMA

insidans1 daha yuksek oranda beklenmektedir. Bu tiir hesaplamalara islevsel SMN1



geni olmayan ancak yiiksek sayida (genellikle dort veya daha fazla) SMN2 kopyast
olan etkilenmemis bireylerin ve diger tiirlerde embriyonik lethal oldugu bildirilen
0/0 SMN1/SMNZ2 genotipine sahip (hic SMN proteini bulunmayan) fetlslerin dahil
edilmesi, 6ngoriilen insidansi artirabilir (Prior ve ark., 2010). Bes veya daha fazla
SMN2 kopyasi olan bireylerde higbir zaman SMA gelismeyebilir. Diger taraftan de
novo mutasyonlar, nokta mutasyonlar gibi genetik degisimler ve birden fazla SMN1
kopyasinin ayni kromozomda bulunmasi gibi durumlarda mevcut test yontemleriyle
rutin olarak degerlendirilmediginden dolay1 tasiyict sikliginin hafife alinmasina yol

acabilir.
Prevalans

SMA prevalanst genellikle 100.000 kiside 1-2 olarak bildirilir ve iilkeler arasi
onemli degiskenlik gosterir. Kiiresel olarak 100.000 kiside 0,01 ila 2,43’tiir.
Avrupa'da 100.000 kiside 0,00 ila 4,11 arasinda degismektedir (Verhaart,
Robertson, Wilson, ve ark., 2017). Ogino ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaptig bir
calismada SMA hastalarinin yaklasik %58'inde SMA tip 1, %29'unda SMA tip 2 ve
%13'Unde SMA tip 3 oldugu bildirilmistir (Ogino ve ark., 2004). Daha sonra
2017'de yapilan bir arastirmada da hastalarin yaklasik %60'inda SMA tip 1,
%20'sinde SMA tip 2 ve %20'sinde SMA tip 3 mevcut oldugu bildirilmistir
(Verhaart, Robertson, Leary, ve ark., 2017; Verhaart, Robertson, Wilson, ve ark.,
2017). SMA tip 1l'in prevalansi, daha kisa yasam beklentisi nedeniyle diger alt
tiplerden daha diisiiktiir; ancak, hastaligi modifiye edici ilaglara ulasimin artmasiyla
sag kalimla oranlar1 ve bununla birlikte bu prevalans hizla artmaktadir. Bu konuda

daha giincel ve kapsayici arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

SMA epidemiyolojisini anlamak, etkili saglik hizmeti planlamas1 ve kaynak tahsisi
icin cok biyik bir 6neme sahiptir. Gelecekte evlilik 6ncesi tasiyici taramalari,
gelismis lireme teknolojilerinin yayginlagsmasit ve prenatal tani yontemlerinin
kullanimi ile diinyanin bir¢ok yerinde SMA insidansinin azalmasi beklenmektedir.
Ancak hastalarin uygun bakim standartlarina ve yeni modifiye-edici ilaglarin da
dahil edildigi tedavilere daha yaygin olarak ulagmasiyla kiiresel olarak prevalansi

artacaktir.



2.1.3. Smiflandirilmasi ve Klinik 6zellikleri

Motor noéronlar ve onlarin innerve ettigi kas liflerinden olusan SMA motor
tinitesinin disfonksiyonu, SMA’nin en belirgin klinik bulgusu olan iskelet kasi
giicsiizliigiiniin temelinde yer almaktadir. Insan otopsi dokularinin ve SMA fare
modelleri; hastaligin erken donemlerinin motor néron hiicre gévdesini, aksonlarin
ve hedef miyofibrillerini etkileyen ndrogelisimsel bozukluklarla karakterize
oldugunu gostermektedir. Motor noronlarin eksitator sinaptik  girdilerinin
kazaniminda gecikme ve matiir motor ndron desarj paternlerinde bozulma (Fletcher
ve ark., 2017; Ling ve ark., 2010; Mentis ve ark., 2011); motor aksonlarin radyal
biiylimesinde, Schwann hiicreleri tarafindan miyelin kilif olusturulmasinda ve
miyelinizasyon sirecinde defektler (Kong ve ark., 2021); néromiiskiiler kavsakta
sinaptik yapilarin yeterince olgunlasamamasi ve kuantal i¢erigin artmasi (Kariya ve
ark., 2008; Kong ve ark., 2009; Murray ve ark., 2008); miyofibril blylmesinde
gerilik (Lee ve ark., 2011; Liu ve ark., 2025), motor néronlarda hiicre iskeleti
disfonksiyonu (Shi ve ark., 2024) gibi spesifik patolojiler de izlenir. Yapilan fare
modelleri SMA’nin yalnizca motor noéron hastaligi degil, polindronal bir ag
bozuklugu oldugu yoniinde kanitlar sunmustur (Mentis ve ark., 2011). SMA fare
modellerinde yapilan longitudinal c¢aligmalar, norogelisimsel gecikmenin fetal
hayatin ge¢ donemlerinde ve neonatal donemde bagladigini gostermektedir (Kong
ve ark., 2021). SMA tip 1 hastalarina ait otopsi dokularinda yapilan ultrastriiktiirel
analizler, motor aksonlarin radyal biiyiimesinde bozulmalarin gebeligin orta
doneminde ortaya c¢ikabilecegini disiindiirmektedir (Kong ve ark., 2021). Bu
noropatolojiler, belirli motor noéron popiilasyonlarinda bolgesel 06zgiillik
gostermektedir. Ornegin; SMA fare modellerinde medial motor kolon ve medial
lateral motor kolon motor néronlarinin, lateral motor kolon motor noronlarina
kiyasla daha fazla etkilendigi gozlemlenmistir (Buettner ve ark., 2021). Ayrica,
omuriligin  belirli  segmentleri arasinda  hastalik  siddeti  degiskenlik
gosterebilmektedir (Ling ve ark., 2010). Uyarilmis pluripotent kok hiicrelerden
tiiretilen motor noronlara ait veriler, bu degiskenligin bireysel hiicrelerdeki SMN
protein diizeylerindeki farkliliklardan kaynaklanabilecegini diislindiirmektedir

(Rodriguez-Muela ve ark., 2017).

SMA fare modellerinde ve SMA'l hastalarda goriilen dejeneratif patolojiler,

terminal motor aksonlarin ndromuskiiler kavsak postsinaptik terminalinden
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cekilmesi (Ling ve ark., 2012), proksimal motor aksonlarin dejenerasyonu, hiicre
govdesi sinaptik girdilerinin kaybi ve motor ndron hiicre gévdesinin 6lUmu gibi
bulgular1 igerir. Ayrica, uzun siireli denervasyon sonrasi fibro-adipdz doku
miyofibrillerin yerini alir (Ling ve ark., 2012). Mdm2 ve Mdm4'in degistirilmis
splicing'i ile p53 yolunun aktive edilmesi ndrodejenerasyonunun bir molekiler
aracisi olarak Onerilmistir (Simon ve ark., 2017; Van Alstyne ve ark., 2018).
SMA'daki norodejenerasyonun diger molekiiler aracilar1 JNK proteini (Genabai ve
ark., 2015; Pilato ve ark., 2019), endoplazmik retikulum stresi (Fayzullina &
Martin, 2014; Jangi ve ark., 2017) ve DNA hasaridir (Ng ve ark., 2015). Gebelik
sirasinda baglayan yavas gelisim ve SMA'daki hizli postnatal dejenerasyon, optimal
tedavi sonuclar1 icin ¢ok erken terapdtik uygulama gereksinimini ortaya
koymaktadir. Gergekten de, preklinik fare ¢alismalar1 ve insan klinik denemeleri,
postnatal olarak, semptom baslamadan 6nce baslanan ilag tedavisinin 6nemli lgiide
daha yiiksek etkinlik gosterdigini defalarca kanitlamistir (Goedeker ve ark., 2024;
Govoni ve ark., 2018). Gelecekteki dncelik, SMN eksikligi sonrasi yeni terapotik
hedeflerin tanimlanmasidir. Myofibril biiyiimesini artirmak amaciyla myostatin
inhibe etmeyi hedefleyen promyostatin (SRK-105) antikorunun, SMN indiiksiyon
tedavisi ile birlikte tek basina veya kombinasyon halinde fayda saglayip
saglamayacagi yoniinde c¢alismalar yapilmaktadir (ClinicalTrials.gov kimlik
numarast NCT03921528) (Barrett ve ark., 2021; Zhou ve ark., 2020).

SMA fenotipik olarak bir spektrum halinde seyretse de, hastaligin en énemli klinik
bulgular1 ilerleyici kas gii¢stizliigli ve atrofidir. Kas gligsiizliigi genellikle
proksimal kas gruplarinin daha belirgin olarak tutuldugu; ancak aksiyal, interkostal
ve bulbar kaslarin da etkilenebildigi, simetrik bir giigsuzliktir. Hastalarin duyusal
fonksiyonlar1 korunmustur. Spinal Muskiler Atrofi Uluslararasi Konsorsiyumu
1991 yilinda hasta fenotiplerini ulasilan en yiiksek motor basamak ve bulgularin
baslangi¢ yas1 géz Oniine alinarak 3 gruba kategorize etmistir (Munsat & Davies,
1992). Daha sonra ise bulgularin erigkin yasta basladigi tip 4 SMA ve prenatal
donemde baglaylp haftalar icinde Oliimiin gerceklestigi tip 0 SMA da
tamimlanmustir (Klaus Zerres, 1999; Russman, 2007).

SMAtip 0

Spinal muskiler atrofi tip 0, ciddi kas gligsiizliigi ve hipotonisi bulunan

yenidoganlar1 tanimlamak i¢in kullanilir. Bu bebeklerin genellikle prenatal
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donemde de hareketleri azalmistir. Arefleksi, fasial dipleji, atrial septal defektler ve
eklemlerde kontraktiirler fizik muayenede goriilebilecek bulgular arasindadir.
Hastalarin ¢ogu yasamin ilk 6 ayinda solunum yetmezligine bagli olarak olUr

(Dubowitz, 1999; MacLeod ve ark., 1999).
SMA tip 1

SMA tip 1, ayn1 zamanda Werdnig-Hoffman hastalig1 veya akut spinal muskuler
atrofi olarak  bilinmektedir. SMA hastalarinin  ¢ogunlugunu bu  grup
olusturmaktadir. Bu bebeklerde 6 aydan once baslayan hipotoni, yetersiz bas
kontrolii, tendon reflekslerinin alinamamasit veya azalmis olmasi beklenen
bulgulardir. Hastalar higbir zaman desteksiz oturamaz. Agir hipotonileri nedeniyle
“kurbagabacag1” postiir goriilebilir. Diyafram kast gérece korundugundan dolayi
interkostal kaslarin zayiflig1 ¢can bicimli bir gogiise ve “belly-breathing” olarak da
bilinen paradoksik bir nefes alma paternine yol agar. Tip 1 SMA’l1 bebeklerde dilde
ve faringeal kaslarda zayiflama, yutma gili¢liigli mevcuttur. Hastalar bu nedenle
aspirasyon ve biiyiime geriligi riski altindadir. Muayenede dil fasikiilasyonlari
izlenebilir. Tip 1 SMA hastalarinda genellikle 2 yasindan 6nce solunum yetmezligi
gelisir ve 2 yasina kadar %90’1n {izerinde bir 6liim orani izlenir (Finkel ve ark.,

2014; Thomas & Dubowitz, 1994; Zerres & Rudnik-Schdneborn, 1995).
SMA tip 2

SMA tip 2, intermediate SMA veya kronik infantil SMA olarak da bilinir. Tip 2
SMA’ll ¢ocuklar gelisimlerinin bir evresinde desteksiz olarak oturabilir, ancak
hi¢bir zaman bagimsiz bir sekilde yiiriiyemezler (Kolb & Kissel, 2015). Bu grup
hastalarda ilerleyici proksimal bacak gii¢siizliigii, kollardaki giligsiizliikten daha
ciddi gidislidir. Fizik muayenede hipotoni ve arefleksi gorulmektedir. Beklenen
komorbiditeler arasinda progresif skolyoz, eklem kontraktiirleri ve mandibulada
ankiloz gibi ortopedik komplikasyonlar 6n plandadir. Aym1 zamanda skolyoz ve
interkostal kas giigsiizliigliniin kombinasyonu restriktif akciger hastaligina da sebep

olabilir (Kolb & Kissel, 2015).
SMA tip 3

Spinal muskuler atrofi tip 3, Kugelberg-Welander hastaligi olarak da bilinmektedir.
Tip 3 SMA’l cocuklar ve yetiskinler hayatlarinin bir doneminde desteksiz olarak

yiriimeyi basarir. Hastalarin bacaklarinda, kollarindan daha belirgin bir progresif



proksimal kas gligsiizliigi gorilmektedir. Diismeye egilim, alt ekstremite
giicstizliigli ve yorgunluk on plandadir. Hastalarin yaklasik %50°si 6zellikle
ergenlik doneminde bagimsiz yiiriime yetisini kaybeder. Tip 2’li bireylerin aksine;
solunum kaslarinda giigsiizliik ve skolyoza bagli komorbiditeler beklenmez. Bu
grupta cogunlukla biligsel yetenekler ve yasam beklentisi normaldir (Zerres &
Davies, 1999; Zerres ve ark., 1997)

SMA tip 4

Spinal muskiiler atrofinin fenotipik spektrumunda en hafif bulgularin bulundugu
grup SMA tip 4 olarak adlandirilmigtir. Hastalarin %35’inden azi bu grupta
bulunmaktadir. Tip 4 SMA’ll bireyler ambulatuardir, ancak merdiven ¢ikarken,
oturdugu yerden kalkarken zorlanma gibi bacaklarda giicsiizliik bulgular
goralmektedir. Tip 3’ten farkli olarak hastalarin neredeyse tamaminda erigkin
donemde, siklikla da 30 yas sonras1 baslangi¢ gosterir (Piepers ve ark., 2008; Zerres
& Rudnik-Schoneborn, 1995). Bilissel fonksiyonlar SMA tip 4 hastalarinda

normaldir.

2.1.4. Molekduler genetik

Her ti¢ SMA tipi de 1990 yilinda kromozom 5q11.1-13.3'e haritalanmigtir ve 1995
yilinda Melki laboratuvarinda hastalarin yiizde 95’inden fazlasinin kromozom 5q13
lokusunda yer alan SMN1 geni homozigot delesyonlarindan kaynaklandigi
anlasiimistir (Lefebvre ve ark., 1995). Insanlarda her bir allelde SMN geninin iki
kopyast bulunmaktadir: bir telomerik form (SMN1), bir de onun paralogu
sentromerik form (SMN2). SMN1 ve SMN2 genlerinin dizileri %99,9’dan fazla
ozdestir. Tek farklart ekzon 7’nin 6.pozisyonunda C-G yerine T-A nukleotidleri
bulunmasidir (Mailman ve ark., 2002). Her SMN geni dokuz ekzondan olusur:
ekzonlar 1, 2a, 2b, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 (3' UTR bdlgesini kodlayan). SMN1 pre-
mRNA'lar genellikle tiim ekzonlar1 barindiracak sekilde kesime ugrar ve sonug
olarak tam uzunlukta bir SMN proteini Uretilir. SMN2 geni ise bir ekzonik splicing
enhancer bolgesinde sitozin yerine timin niikleotidi tasimasi (¢.840C>T), nedeniyle
bu splicing giiglendiriciyi etkisizlestirir ve eszamanli bir ekzonik splicing

susturucusu yaratir. Bu tek nilkleotid degisimi translasyonel olarak sessizdir,
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herhangi bir aminoasit degisikligine yol agmamaktadir. Fakat bu, cogu SMN2
transkriptinden ekzon 7'nin hari¢ tutulmasina ve bdylece kisa, islevsiz ve hemen
degrade olacak bir protein Uretilmesine yol acar (SMND7). SMN2 mRNA’larinin
tamaminda ekzon 7 eksilmez, total transkript sayisinin az bir kisminda (yaklasik
%10) ekzon 7 bulunur ve normal SMN proteini {iretilmesini saglar (Lorson &
Androphy, 2000) (Sekil 2.1). Bozulmus a-motor ndron gelisimi ve dejenerasyon
dahil olmak tizere SMA'nmin klinik belirtileri, SMN proteininin azalmis ifade

seviyeleri sonucunda olusmaktadir (Lefebvre ve ark., 1997).

SMN2 SMN1

s -_—- =

Centromeric copy Telomeric copy

~15% exon 7 '

inclusion

3 2b 2a 1 1 22 2b 3 4 5 6 7 8

' 100%

~85% exon 7

exclusion
~85% ~1 5%\

Truncated
SMN Protein

Non-functional Functional

Sekil 2.1: SMN genlerinin sematik gosterimi (Kolb & Kissel, 2015)

SMA otozomal resesif olarak kalitilmaktadir. Bu kalitim modelinde hastalik
fenotipinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in bir bireyin ayni lokustaki her iki allelinde de
patojenik varyant tagimasi gerekmektedir. Yalnizca bir patojenik degisim tasiyan
heterozigot bireyler tasiyici olarak adlandirilirlar ve asemptomatik olmalar1 beklenir
(Prior ve ark., 2000). Klasik SMA'l1 hastalarin yaklasik %90'indan fazlasinda
SMN1 geninde 7 ve 8. ekzonlarda veya sadece 7. ekzonda homozigot delesyon
bulunur (Wirth, 2021). Kalan %5-10’luk kesimi ise, bir SMN1 geninde nokta
mutasyonu ve diger alelde bir delesyona sahip birlesik heterozigot bireylerden veya
cok nadiren SMN1 ekzonlarindan herhangi birinde biallelik bir patojenik degisime
sahip bireylerden olusur (Chi ve ark., 2024; Wirth, 2021). Bu varyantlar arasinda

11



nonsense mutasyonlar, splice bolgesi mutasyonlari, insersiyon, delesyon,
duplikasyon, ¢erceve kaymasi ve missense mutasyonlar yer alir (Lefebvre ve ark.,
1995). Bu nadir patojenik varyantlarin yaygin olarak gorildigii bolge 3. ekzon,
missense varyantlarin sik goriildiigii bolgenin ise 6. ekzon oldugu bildirilmistir
(Hahnen ve ark., 1997). SMA hastalarinda en sik bildirilen mutasyon, 6. ekzon
Uzerindeki p.Tyr272Cys (Y272C) missense degisimidir. Ekzon 6, SMN proteininin
oligomerlesmesi i¢in gerekli olan kritik bir protein domainini kodladigindan dolay,
bu bolgede varyantlara sahip hastalarda SMN proteininin  kendi kendine
oligomerlesme kapasitesi azalmaktadir (Hahnen ve ark., 1997). Bu 5q bdlgesinin
instabilitesi nedeniyle de novo mutasyonlar nispeten yiksek bir oranda (~%2)
meydana gelir (Wirth, 2021).

SMN proteininin eksikligi nedeni tam anlagilmayan bir sekilde selektif motor néron
kaybina yol agtigindan dolayi, SMA hastalar1 hayatta kalmak i¢gin SMN2 geninden
olacak protein sentezine ihtiyag duymaktadir. Hastalar arasi klinik farkliliklar1 da
SMN2 kopya sayisi degisimleri agiklayabilir (Lefebvre ve ark., 1997). Yapilmis
genotip-fenotip analizleri SMN2 geni kopya sayist ile daha hafif klinik arasinda
anlamli bir pozitif korelasyon gostermistir (Mailman ve ark., 2002). SMN2 gen
kopya sayis1 bireyler arasinda 1 ile 8 arasinda degisebilir. SMN2 kopya sayisi
arttikga hastalik siddeti azalmakta ve ilerleyisi yavaslamaktadir (Swoboda ve ark.,
2005). Tip 1 SMA hastalarinda genellikle 2 SMN2 kopyasi bulunurken, tip 2 ve tip
3 hastalarda 3 veya daha fazla kopya bulunur (Arnold & Fischbeck, 2018; Cano ve
ark., 2014)(Sekil 2.2). Ancak bu durum her zaman gegerli degildir; bazi tip 1 SMA
hastalarinda 4 SMN2 kopyasi da saptanabilmektedir (Vill ve ark., 2019). Daha az
siddetli belirtileri olan hastalarda (SMA tip 2 ve 3), gen konversiyonu (yani, SMN1
ekzon  7'sinin  SMN2'minkine dontismesi)  genellikle SMNZ1'in  gercek
delesyonlarindan (SMA tip 1) daha sik olusur (van der Steege ve ark., 1996; Wirth,
2021). Bunun tam tersi sekilde SMN2’den SMN1'e bir konversiyon da meydana
gelebilir (van der Steege ve ark., 1996; Wirth, 2021). Ancak 6zellikle SMA tip 2 ve
3 hastalar1 basta olmak tizere, artik SMN2 geninin SMA hastaliinin ciddiyetini
ongoérmede tek modifiye edici faktor olmadigi da bilinmektedir. Prognozu daha
dogru 6ngérmemizi saglayacak ve belki yeni tedavi hedefi olacak SMA modifiye
edicileri arastirllmaktadir (Chudakova ve ark., 2024). SMA tip 1, 2 veya 3
hastalarinda iki veya tic SMNZ2 kopyasi bildirilmistir. Hem SMA tip 3 hastalarinda
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hem de homozigot SMN1 delesyonlari olan etkilenmemis aile bireylerinde bes
SMN2 kopyast tespit edilmistir (Mailman ve ark., 2002; Oprea ve ark., 2008; Prior
ve ark., 2009; Prior ve ark., 2004; Riessland ve ark., 2017). Prior ve arkadaslarinin
yayinladig1 makalede sadece 2 SMN2 kopyasi olup hafif siddette fenotip gosteren 3
eriskin hasta ele alinmistir. Bu hastalarin ekzon 7’de ¢.859G>C degisimi tasidigi ve
bu degisimin bir “ekzon splice enhancing faktor” olusturup tam uzunluklu SMN
protein tiretimi sagladigi anlasilmistir (Prior ve ark., 2009). Diger tanimlanmis
modifiye edici genler arasinda PLS3 ve NCALD46-48 bulunur ve SMA’nin
molekiiler patogenezi daha iyi anlasildikga daha fazlasinin da tanimlanmasi
beklenmektedir (Kaifer ve ark., 2017; Oprea ve ark., 2008; Riessland ve ark.,
2017). NAIP geninin delesyonlarinin da SMA ‘da hastalik siddeti ile korele oldugu
one siiriilmistiir (Abd EI Mutaleb ve ark., 2024). Boylece 6zellikle yenidogan SMA
taramalar1 sonrasi ailelere genetik danisma verilirken klinik fenotip daha iyi

ongorulebilir (Prior ve ark., 2010; Taylor ve ark., 2015).

a0 1 SMNZ copy

900 (n=92)
850 2 SMNZ copies
800 (n=1,165)
750 3 SMN2 copies
700 (n=1,662)
E 650 4 SMNZ2 copies
@ 600 (n=517)
4 550 5 SMN2 copies
%5 500 - (n=20)
g 450
0
E 400
5
Z 350 4
300
250
200 -
150
100 +
50
0 o R N . |

Typel(n=1,256) Type2(n=1,160) Type 3(n=1,040)

Sekil 2.2.: Farkli SMA tiplerinde SMN2 genotip dagilimi (Mercuri, Sumner, et al.,
2022).
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2.1.5. Molekduler patogenez

SMN1 geni dokuz ekzonlu, 10 farkli transkripte sahip bir gendir (Ensembl, 2025).
mRNA islenmesi basamagindan sonra, tam uzunluktaki SMN mRNA, her yerde
ifade edilen 38 kDa'lik bir SMN proteinine ¢evrilir. SMN proteini gesitli
fonksiyonel ve baglayici domainler igerir. SMN birden fazla hiicre tipinde, hem bir
multiprotein kompleksin pargasi olarak islev gordiigii sitoplazmada hem de
nukleusta gem adi verilen noktasal yapilarda daginik olarak yerlesmistir; bunlarin
say1s1 hasta kaynakli fibroblastlarda hastaligin siddetiyle iliskilidir (Coovert ve ark.,
1997). SMN ¢ogunlukla oligomerize bir formda bulunur, YG kutusu araciligiyla
kendisine ve gemin 2—-gemin 8 dahil olmak tiizere birden fazla baska proteine

baglanir. Ekzon 7'den yoksun SMN proteini ise oligomerize olma yeteneginin
onemli Olclide azalmasi ve hizli bozunmaya neden olan bir degron motifinin
yaratilmasi nedeniyle 6zellikle kararsizdir (Burnett ve ark., 2009; Cho & Dreyfuss,
2010; Le ve ark., 2005). SMN kompleksi, snRNP (spliceosomal small nuclear
ribonuclear protein) biyogenezinde ve pre-mRNA splicing strecinde 6nemli rol
oynayarak tiim hiicrelerin RNA isleme siireglerini etkilemektedir (Kolb ve ark.,
2007; Polverini ve ark., 2024). SMA’l1 farelerde yapilan calismalarda SNRNP
biyogenezinin bozuldugu bildirilmistir. SMN proteini ayrica motor ndronlarin
aksonlarinda yer almaktadir. Peki motor ndronlara 6zgii farkli bir islevi de var
midir? (Burghes & Beattie, 2009; Pellizzoni, 2007). Bu sorunun cevabi net olmasa
da; azalmis SMN ifadesi nedeniyle etkilenen RNA islenmesinin asagi yonlii
sonuglar1 motor ndronlarin hayatta kalmasini, gelisimini veya her ikisini de bozuyor
olabilir. Splicing’deki global bir degisim motor néronlarin kendine 06zgu
transkriptomunda bir farklilik yaratiyor olabilir. SMN proteininin ek islevlerinin
arastirilmasi, temel motor noéron biyolojisi anlayisimizi gelistirerek SMA’nin
yanisira, alt motor ndronlari tutan diger hastaliklar1 da daha iyi anlamamiza olanak
saglar. SMN proteini ayrica gen transkripsiyonu (Strasswimmer ve ark., 1999) ve
protein translasyonu (Lauria ve ark., 2020; Sharma ve ark., 2024) dahil olmak izere
diger hiicresel yollarda dogrudan rol oynar. Hastaligi modifiye eden iki genin
tanimlanmas1 ile SMN eksikligi neticesinde ortaya ¢ikan aktin hiicre iskeleti
dinamiklerinin, sinaptik vezikiil saliniminin ve endositozun 6nemi vurgulanmistir.
Bunlardan biri aktin baglayic1 bir protein olan plastin 3'i kodlayan PLS3 ve bir

kalsiyum baglayici protein olan norokalsin-0'yi kodlayan NCALD’dir (Kaifer ve
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ark., 2017; Oprea ve ark., 2008; Riessland ve ark., 2017). Daha yuksek plastin 3
seviyeleri, SMA'll kadin hastalarda hastalik siddetini azaltirken, azaltilmis NCALD
ekspresyonu koruyucu olabilir. Plastin 3'{in asir1 ekspresyonunun (Kaifer ve ark.,
2017) ve NCALD74%n baskilanmasinin belki de noromiiskiiler kavsaktaki
endositotik yollar1 iyilestirerek SMA farelerinde koruyucu etkilere sahip oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, bu proteinleri terapotik olarak hedeflemek zor
olabilir, c¢ilinkii ekspresyonlarindaki oOnemli degisiklikler diger hastalik
fenotipleriyle iliskilidir (Upadhyay ve ark., 2019; Wolff ve ark., 2021). SMN
eksikliginin ardindan bozulan bir diger hiicresel yol da motor néronlarda (Boyd ve
ark., 2017; Miller ve ark., 2016; Thelen ve ark., 2020) ve kaslarda (Habets ve ark.,
2022; Ripolone ve ark., 2015) mitokondriyal solunum zinciri islevidir. Bu durum
muhtemelen SMN eksikligi olan hiicrelerde gosterildigi gibi (Miller ve ark., 2016)
mitokondriyal reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna sekonderdir. Nitekim, bir kas
spektroskopisi ¢alismasi, SMA tip 3 veya 4 olan yetigkinlerde mitokondriyal ATP
sentez fonksiyonunun azaldigini 6ne stirmiistiir. Bu durum, egzersiz sirasinda kas
ici inorganik fosfat birikiminin degismesi ve kas zayiflig1 ile iligkili olarak kan
laktat seviyesindeki artigin baskilanmasi ile ortaya konmustur (Habets ve ark.,
2022). SMN eksikliginin, tek bir islevin kaybi yoluyla mi yoksa hiicre tipleri
ve/veya gelisim asamalar1 arasinda degisen cok sayida islevsel etki yoluyla mi
motor noéron hastaligina neden oldugu heniiz belirlenmemistir. Kandaki SMN
protein duzeyleri bireyler arasinda 6nemli 6l¢iide degisir (Wadman ve ark., 2016),
ancak bireyler aras1 diizeyler kisa siireler boyunca nispeten sabittir ve bu da kan
SMN diizeylerinin oral yoldan verilen risdiplam i¢in ila¢ etkilesiminin bir
biyobelirteci olarak kullanilmasina olanak tanir (Poirier ve ark., 2018). Ancak SMN
seviyeleri beyin omurilik sivisinda giivenilir bir sekilde dl¢lilemediginden dolayi,
merkezi sinir sistemi (MSS) protein seviyeleri yasayan hastalarda izlenemez. Post-
mortem MSS 6rneklerinde SMN seviyeleri incelendiginde, saglikli bireylerde fetal
ve postnatal evreler arasinda 6,5 kat diisiis oldugunun goriilmesi, SMN
seviyelerinin gelisim sirasinda azaldigin1 gostermektedir (Ramos ve ark., 2019).
SMN'in asir1 eksprese edilmesi, genel olarak insanlar ve hayvan modellerinde
giivenli kabul edilmistir (Gavrilina ve ark., 2008). Ancak, bu goriis, siddetli SMA'l1
bir fare modelinde intraventrikller olarak verilen viral bir vektorle uzun vadeli
yuksek dizeyde SMN eksprese edilmesinin, SMN kompleksinin normal

stokiyometrisini bozarak, dorsal kok gangliyon hicrelerinde ve motor néronlarda
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SMN proteininin sitoplazmik agregasyonuna, gen ekspresyonunun bozulmasina ve
nihayetinde néronal kayba yol agtigin1 gosteren calismalarla da sorgulanmistir (Van
Alstyne ve ark., 2021). Onasemnogen abeparvovec tedavisi sonrasi yapilan iki
insan otopsisine ait sinirli veriler, lazerle yakalanan motor ndronlarda tam
uzunlukta SMN mRNA ekspresyonunda bir artis oldugunu, ancak
imminohistokimya ile SMN protein agregasyonunun goézlemlenmedigini
gostermektedir (Thomsen ve ark., 2021). Nusinersen ile tedavi edilen bireylerde
yapilan otopsi ¢alismalari, omurilik dokularinda tam uzunlukta SMN mRNA ve
SMN protein boyama yogunlugunda bir artis oldugunu, ancak beyin dokularinda
boyle bir artisin goriilmedigini ortaya koymustur. Bu durum, lomber intratekal
uygulama sonrasi ilag konsantrasyonunun kaudalden rostrale dogru bir gradyan

olusturmasiyla iligskilendirilmektedir (Ramos ve ark., 2019).

2.1.6. Genetik tam

SMA siiphesi olan hastalarda ilk tanisal adim olarak genetik testler
gergeklestirilmektedir. SMA hastalariin yaklasik %95’inde SMN1 geninin ekzon 7
ve 8’inin ya da yalnizca ekzon 7’nin homozigot delesyonu tespit edilmektedir.
SMN1 genindeki bialelik varyantlar, 5g-SMA tanisin1 genetik olarak dogrular.
Bununla birlikte, semptomatik hastalarda hastalik siddeti hakkinda bilgi sagladig:
ve presemptomatik hastalarda tedavi gerekliligini belirledigi icin SMN2 geni kopya
sayist da belirlenmelidir. SMN1 delesyonlart ve SMN2 kopya sayisi; kantitatif
gergek zamanh PZR, ¢oklu ligasyon-bagimli prob amplifikasyonu (MLPA), dijital
PZR ve yeni nesil dizileme (YND) teknikleri ile belirlenebilir. MLPA, SMN2 kopya
sayisini belirlemede altin standart yontem olarak kabul edilmekle birlikte, 6zellikle
iki kopyadan fazla olan durumlarda hassasiyetinde siirlamalar oldugu bildirilmistir
(Schorling ve ark., 2019). Ger¢ek zamanli PZR ve dijital damlacik PZR, SMN2
kopya sayisinin daha hassas olglimii igin gelistirilmis olup, YND teknikleri de
basarili sonuglar gostermistir (Gulsen ve ark., 2024; Zhao ve ark., 2022). SMA
ayirici tanisinda; Prader-Willi Sendromu, konjenital myastenia gravis, konjenital
myopatiler, konjenital muskuler distrofi, atrogripozis multipleks konjenita, infantil
tip Pompe hastalig1 ve adrenoldkodistrofi de klinisyen hekim tarafindan g6z 6niinde

bulundurulmalidir.
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2.1.7. Taramalar

SMA tanisi ii¢ farkli yontemle konulabilir. Bunlar prekonsepsiyon tasiyici taramasi,

prenatal fetls testi ve dogum sonrasi testlerdir.
Prekonsepsiyon tasiyict taramast

SMN1 geni delesyon tasiyiciligi etnisiteye bagli olarak %0,98-2,02 arasinda
degisen yiiksek bir tastyicilik sikligina sahip oldugundan, SMA igin tasiyici
taramasi aile Oykiisii olsun ya da olmasin tiim bireyler i¢in 6nemlidir (Sugarman ve
ark., 2012). Amerikan Tibbi Genetik Koleji (ACMG), SMA aile dykusi olmayan
ciftler de dahil olmak iizere, tiim bireylere tasiyicilik testi sunulmasini 6nermektedir
(Gregg ve ark., 2021). Pozitif tasiyicilik tespit edilmesi, dondr gamet veya bireyin
esinin test edilmesini ve genetik damigsmanlik hizmeti verilmesini gerektirir.
Tiirkiye’de evlilik dncesi SMA tasiyiciligi taramasi 27 Aralik 2021 tarihinden
itibaren iilke genelinde uygulanmaya baslanmistir (Saglik Bakanligi Halk Sagligi
Genel Miidiirliigii, 2021).

Prenatal testler

Prenatal test, koryon villus 6rneklemesi veya amniyosentez ile gerceklestirilebilir.
Ayrica, maternal dolasimdan fetal hiicre izolasyonu gibi yontemler de olasi prenatal
test secenekleri arasindadir (Sun ve ark., 2020). Gelecekte fetal donemde SMA
tedavisinin mumkin hale gelmesi durumunda prenatal testler 6énemi artacaktir
(Almeida-Porada ve ark., 2019).

Yenidogan tarama programlari

Pozitif SMA aile dykiisii olan yenidoganlarda hedeflenmis olarak veya genis 0lcekli
toplum bazli yenidogan taramasi ile postnatal donemde SMA tanisi konabilir.
Yenidogan taramasi, bircok Ulkede uygulanmakta olup, genellikle SMA’nin da
dahil oldugu bir grup hastaligi iceren bir tarama paneli seklinde yiiriitilmektedir.
Saglik bakanliklar1 tarafindan organize edilen bu taramalar, bebegin taburcu
edilmeden 6nce topuktan alinan birka¢ damla kan 6rnegi ile gergeklestirilir. Kan
orneginden DNA izole edilir ve SMN1 geni ekzon 7 veya 8’inin homozigot
delesyonu acisindan analiz edilir. Yenidogan taramasi ile SMA’l1 bebeklerin
yaklagsik %951 tespit edilebilir. Ancak, bir alelde delesyon olup diger alelde nokta

mutasyonu bulunan bebekler saptanamayacagindan, bu hastalarin belirlenmesi i¢in
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gen sekanslama testleri gereklidir. Ulkemizde de SMA hastalign 9 Mayis 2022
tarihinden itibaren yenidogan tarama programina dahil edilmistir (Saglik Bakanligi
Halk Saghg Genel Midirligi, 2021). Yenidogan tarama programlarinin
uygulanmasi, hastalik semptomatik hale gelmeden Once tedaviye baslanabilmesi
imkanini saglayarak aslinda total saglik maliyetini de azaltmaktadir (Hata ve ark.,
2025; Khuntha ve ark., 2025).

2.1.8. Klinik yonetim

Genetik olarak SMA tanis1 dogrulandiktan sonra, ebeveynler ve yetiskin hastalar
hastaligin genetik temeli ve tekrarlama riski konusunda bilgilendirilmeli ve
kapsamli bir genetik danigmalik almalidir. SMA hastalarinin klinikte respiratuar,
ortopedik, nutrisyonel, psikososyal problemlerinin ve rehabilitasyon ihtiyacinin
karsilanabilmesi gerekmektedir. Wang ve isbirligi i¢inde oldugu uzman paneli,
2007 yilinda kapsamli bir bakim standardi gelistirmistir (Wang ve ark., 2007). Bu
dokiiman, daha sonra 2018 yilinda giincellenmistir ve halen SMA hastalarinin
yaglar ilerledik¢e karsilagmasi beklenen klinik problemlerini yonetmek igin bir
rehber niteligindedir (Finkel ve ark., 2018; Mercuri, Finkel, ve ark., 2018).

Pulmoner sistem

Tip 1 ve tip 2 SMA’Il bebek ve cocuklarin 6liim sebebi genellikle solunum
yetmezligidir. Bu nedenle tani aninda pediatrik noromuskiiler hastaliklar
konusunda 6zellesmis bir gogilis hastaliklart uzmanimin takibine girilmesi 6nem
tagir. Hastaligin erken déneminde ventilasyonun ekspiratuar kaslar1 tutulur, ancak
diyaframin etkilenmesi beklenmez (Araki ve ark., 2003; Kuru ve ark., 2009).
Solunum kaslarinda ciddi gli¢siizliik olan hastalarda eszamanli olarak ©ksiirme
giici de azalacagindan mukus tikaglart olusumu artar. Bunun sonucunda da
aspirasyon, hipoksemi ve tekrarlayan pndémoni riskleri artar. SMA hastalarinin
solunum bakimi i¢in Onerileri arasinda; solunum islevlerinin diizenli olarak takip
edilmesi, gereginde non-invazif solunum destegi, trakeostomi agilmasi ve kalici

ventilator destegi verilmesi bulunur (Oskoui ve ark., 2007; Schroth, 2009).
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Gastrointestinal sistem

SMA hastalarinda gastrointestinal komplikasyonlar yaygin olarak goriilmektedir.
Bu duruma immobilite ve nutrisyonel eksikliklerin mi yoksa gastrointestinal
mobiliteyi etkileyen bir primer defektin mi yol agtigi net olarak bilinmemektedir
(lonasescu ve ark., 1994; Karasick ve ark., 1982). Hastalarda bulbar disfonksiyona
bagli olarak bas kontroliinde ve dilde zayiflik, agzi agmada giicliik, yutmada
gucluk, gastrointestinal refli gorilebilir, biiytime geriligi gelisebilir (lannaccone,
2007). Malnutrisyon varliginda kas kiitlesinde de azalma gergekleseceginden
dolay1 hastaligin ilerlemesi artar (Chen ve ark., 2012). Klinik uygulamada, SMA'l1
bireylerin boy ve kilo grafikleri ile takip edilmesi yagsiz viicut kiitlesinin azalmasi
nedeniyle yaniltici olabilir (Tilton ve ark., 1998). Aslinda, yiiksek islevli,
yiiriiyemeyen SMA'l1 bireylerin adipozite ve asir1 kilolu olma riski altinda olduklar:
gosterilmistir (Bjelica ve ark., 2024; Sproule ve ark., 2010; Sproule ve ark., 2009).
SMA hastalarinda hiperglisemi, insiilin direnci, dislipidemi, hipogonadizm gibi
endokrin sistem bozukluklar1 goriilebilir (Rakusa ve ark., 2024). Karaciger
yaglanmast da SMA’nin multisistemik bulgular1 arasindadir (Leow ve ark., 2024).
Bu komplikasyonlar1 yonetmek i¢in, her SMA’ll ¢ocugun multidisipliner

yaklagimla siirece dahil edilmesi onerilmektedir.

Kas-iskelet sistemi

Kas gii¢siizligii ve bozulmus mobilite ¢ok sayida kas-iskelet problemine yol
acmaktadir. Yiiriyemeyen SMA’ll bireylerde kontraktiirler ve skolyoz yaygin
olarak izlenir (Aponte Ribero ve ark., 2023). Skolyoz tedavisiz kaldiginda ek olarak
gogiis kafesi deformiteleri ve buna bagli restriktif akciger hastaliklar1 gelisebilir. Bu
nedenle bu hastalarda kas fonksiyonunu korumak ve ciddi deformiteleri 6nlemek

amaclanmalidir.

2.1.9. Tedavi gelismeleri

SMN geninin kesfinden sonraki bes yil icerisinde SMA hastalarinda goriilen pek
cok patolojik ve elektrofizyolojik degisimi taklit eden hayvan modelleri gelistirildi.
Ancak spinal muskiler atrofide 1990’11 yillardan 6nce gergeklestirilen klinik tedavi

denemeleri, genellikle kas gii¢siizliigii ile seyreden diger hastaliklarda kullanilan
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farmakolojik ajanlarin SMA i¢in de denenmesini i¢eriyordu. Burghes ve arkadaslar
null smn—/— arka plani olan farelerde, iki insan SMN2 kopyasi1 bulunanlarin agir bir
SMA benzeri fenotip, motor néron kaybi1 ve 5 giinlik yasam siiresi mevcut
oldugunu; ancak sekiz SMN2 kopyasi bulunan farelerin ise normal oldugunu
buldular (Monani ve ark., 2000). SMA modellerinin zebra baligi, Drosophila ve
domuzda da gelistirilmesi ile birlikte tam uzunluktaki SMN proteininin artan
ekspresyonunun hastaliktan koruyucu olduguna dair kanitlar artmistir. Bu modeller
ayrica potansiyel tedavileri taramak ic¢in uygun preklinik sistemler olusturmus ve
hastalik patogenezinin derinlemesine molekiiler ve biyokimyasal ¢alismalarina izin
vermistir (Duque ve ark., 2015; Schmid & DiDonato, 2007). Sonug olarak SMN
proteininin ekspresyonunu artirma genel prensibine dayanan ii¢ tedavi yaklagimi
ortaya ¢ikti. Bunlar tam uzunluklu SMN mRNA miktarim1 artiran farmakolojik
tedavi, SMN2-derive mRNA transkriptlerine ekzon 7'nin dahil edilmesinini
amaclayan antisens oligonukleotid temelli tedavi ve tim SMN1 genini degistiren

viral aracil tedavidir.

Uc tedavi; nusinersen, risdiplam ve onasemnogene abeparvovec; SMA tedavisi igin
Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis olup, diinya genelinde
bir¢ok iilkede kullanimda bulunmaktadir. SMA i¢in diger ilaglar ise halen klinik
arastirmalar agamasindadir. Bu tedavilerin tiimii, farkli molekiiler mekanizmalar
araciliftyla SMN ekspresyonunu artirmakta olup, uygulama yollar1 ve doku
dagilimlar1 bakimindan farklilik gostermektedir. Yiksek gelirli tlkelerde SMA
hastalarinin ¢ogu, bu yeni tedavilerden en az birine erisim ve ddeme kapsamina
sahiptir. Ancak sigorta kapsami politikalari, programlar arasinda degisiklik
gosterebildiginden bazi hastalar igin erisim engeli devam etmektedir. Devlet
tarafindan finanse edilen saglik sistemine sahip iilkelerde ise ilaglarin saglik
otoriteleri tarafindan onaymin gerekmesi hastalarin erisimini zorlastirmakta ve
aileler bu yiiksek maliyetli tedavileri karsilamak igin 6zel fonlar olusturmak
zorunda kalmaktadir (Yeo ve ark., 2022). Bu zorluklara ragmen bu tedaviler SMA
icin yeni standart bakim haline gelmekte ve hastaligin dogal seyrini yeniden

tanimlamaktadir.
RNA-Temelli tedavi

SMA tedavisindeki stratejilerden biri, SMN2 splicing’ini son mRNA’ya ekzon 7'yi
dahil edecek sekilde degistirerek tam uzunluktaki SMN proteini ifadesini
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artirmaktir. Bu yaklagim ile SMN2 pre-mRNA'sinda bulunan cis-etkili sekans
motifleri ile ekzon 7 splicing’ini diizenlenleyen ¢esitli trans-etkili splicing
faktorleri arasindaki etkilesimler hedeflenir. Antisens oligoniikleotidler (ASO),
hedeflenen bir genomik bolgedeki komplementer dizilerine baglanmak ve oradaki
splicing olaymi artirabilmek veya bozabilmek iizere tasarlanmig terapotik RNA
molekulleridir. SMN2 pre-mRNA'sina ekzon 7'nin dahil edilmesini artirmaya
yonelik ilk arastirmalarda, ekzon 8'in 3' splice bdlgesini inhibe eden bir ASO
kullanilmistir (Lim & Hertel, 2001). O zamandan beri, ASO'larin kimyasal
kararlilig iyilestirildi, ek splice bolgesi diizenleyicileri tanimlandi. Yeni splice
bolge dizenleyicilerinden biri de SMN2 genindeki intron 7 intronik splicing
susturucusu N1'dir (ISS-N1) (Singh ve ark., 2006). ISS-N1'in bir ASO ile bloke
edilmesi, fibroblastlar kultirinde ekzon 7'nin inklizyonunu ve sonug olarak SMN
proteinini giiglii bir sekilde artirmistir. Bu ASO'larin in vivo etkililik testleri de
farelerde tam uzunlukta SMN protein seviyelerinin artmasiyla sonuglanmistir (Hua
ve ark., 2008). Yapilan ilk preklinik ASO ¢alismasinda sistemik uygulama ile kan
beyin bariyerini gecilememis, ancak intraserebroventrikiller enjeksiyonla
verildiginde fare omuriliginde tam uzunlukta SMN mRNA ve proteininin
artmastyla sonug¢lanmistir (Hua ve ark., 2010; Williams ve ark., 2009).

Nusinersen, intratekal yolla uygulanan, SMNZ2'yi hedefleyen bir antisens
oligoniikleotid tedavisidir. Erken infantil ve ge¢ infantil baslangighh SMA'da
randomize, sahte prosedir (“sham”) kontrollii klinik ¢aligmalari basariyla
tamamlayan ve 2016 yilinda FDA tarafindan onaylanan ilk ila¢ olup, bunu takiben
diinya ¢apinda bir¢ok iilkede onaylanmistir (Finkel ve ark., 2017; Mercuri, Darras,
ve ark., 2018). Ilk calisma (ENDEAR), <7 aylik SMA tip 1 tanili bebekleri igermis
ve tedavi edilen bebeklerin %50’den fazlasinda bas kontrolii ve bagimsiz oturma
gibi yeni motor basamaklarin kazanildigimi gostermistir. Ayrica, tedavi edilen
hastalarda o6lim riski veya kalict yardimci ventilasyon ihtiyact anlamli sekilde
azalmistir (Finkel ve ark., 2017). Baska bir ¢alismada (CHERISH), nusinersen ile
tedavi edilen ¢ocuklarin %57’sinde motor yanitlarin daha iyi oldugu, buna karsin
sahte prosediir uygulanan gocuklarin yalnizca %26’sinda benzer bir yanit elde
edildigi bildirilmistir (Mercuri, Darras, ve ark., 2018). Ek veriler, nusinersenin en
agir neonatal baslangic formuna sahip kiigiik bebeklerden (Aragon-Gawinska ve
ark., 2018; Pane ve ark., 2019; Pechmann ve ark., 2020; Tiberi ve ark., 2020),
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cocuklara (Audic ve ark., 2020; Coratti, Pane, ve ark., 2021; Gémez-Garcia de la
Banda ve ark., 2021; Szabd ve ark., 2020) ve hafif fenotiplere sahip yetiskinlere
(Coté ve ark., 2025; Hagenacker ve ark., 2020; Pera ve ark., 2021) kadar ¢ok cesitli
hasta popiilasyonlarinda (Zhao ve ark., 2025) giivenli ve etkili oldugunu
gostermistir. Ayrica, yenidogan taramasi ile belirlenen presemptomatik bebekler de

bu kapsamda degerlendirilmistir.

Baslangictaki calismalar bebekler ve ¢cocuklar {izerine odaklanmigken, yetiskinlerde
nusinersenin giivenlik ve etkinligini dogrulayan ¢alisma sayis1 giderek artmaktadir.
SMA tip 2 veya 3 hastalarinda nusinersen kullanimini rapor eden tiim makaleleri
inceleyen bir derleme (Coratti, Cutrona, ve ark., 2021), nusinersenin etkinligini
degerlendiren fonksiyonel 6l¢iitlerden en az birinde olumlu degisiklik gosterdigini
ortaya koymus, SMA tip 2 veya 3 hastalarinda motor fonksiyon agisindan tiim yas
gruplarinda faydali oldugunu One siirmiistiir. Daha ylksek doz nusinersenin
degerlendirildigi bir ¢alisma devam etmektedir (DEVOTE; NCT04089566).
Tamamlanmis olan Part A asamasindan elde edilen bulgular, nusinersenin daha
yiiksek dozlarinin giivenli ve tolere edilebilir oldugunu gostermektedir (Finkel,
Day, ve ark., 2023). Bu sonuglar, ilerleyen asamalarda (Part B ve C) yuksek doz
nusinersenin - motor fonksiyon (zerindeki etkisini incelemek igin temel

olusturmaktadir.
Kucuk molekul tedavisi

Baz1 biliyiilk SMA tedavi gelistirme projeleri, SMN protein seviyelerini artirmaya
aday kiiglik molekiilleri taramak igin hiicre tabanli, yiiksek verimli analizler
gelistirmeye odaklandi. Bu analizlerde SMN seviyelerini artiran bilesikler SMA
hayvan modellerinde test edildi. Bu yaklasimla, histon deasetilaz (HDAC)
inhibitorleri, aminoglikozitler ve kinazolon tiirevlerini igeren cesitli bilesikler
belirlendi. Valproik asit, sodyum bditirat, fenilbtirat ve trichstatin A gibi HDAC
inhibitorleri, SMN2 promotoriini aktive ederek tam uzunlukta SMN proteininin
artmasini saglar. Bu ajanlarin birgoguyla, 6zellikle fenilbutirat, valproik asit ve
hidroksitire ile yapilan klinik deneyler fare modellerinde olumlu sonuglar verse de

klinik denemelerde basarisiz oldu.

Risdiplam, sistemik dagilim gésteren bir kiigiik molekiildiir. S1vi formda oral olarak

alimr ve SMN2 pre-mRNA’yr modifiye eder (Ratni ve ark., 2018). SMA
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hastalarinin dogumdan yetiskinlige kadar tiim yas gruplarinda kullanimina ABD’de
onay almis olup, diger lilkelerde 2 ayliktan biiyiik hastalar i¢in onaylanmistir. Bu
onay, tamamlanan iki biiyiik klinik calismanin sonuglarmma dayanmaktadir. ilk
calisma (FIREFISH), semptomatik SMA tip 1 hastalarinda (Baranello ve ark.,
2021; Darras ve ark., 2021) dogal seyir kohortuna kiyasla anlamli sekilde artmis
sagkalim ve fonksiyonel iyilesme gostermistir; motor fonksiyon basamaklari
acisindan bas kontrolii ve bagimsiz oturma gibi gelismeler gozlenmistir. Ikinci
calisma (SUNFISH), 2-25 yas araliginda SMA tip 2 veya ambulatuar olmayan
SMA tip 3 hastalarini igermekte olup, Motor Fonksiyon Olgiitii (MFM) ve RULM
degerlendirmelerinde motor fonksiyon agisindan anlamli fark saptanmistir. Bu
bulgular kan dolagiminda artmis SMN protein tiretimi ile iliskilendirilmistir
(Mercuri, Deconinck, ve ark., 2022). Risdiplam her iki ¢alismada da iyi tolere
edilmis ve guvenli bulunmustur. Literatiirdeki 11 ¢alismanin sistematik derlemesi
ve meta-analizinde risdiplamin giivenli ve etkili bir ila¢ oldugu raporlanmistir
(Pascual-Morena ve ark., 2024). Ayrica giincel bir ¢alismada; 16 yasindan biiyiik
hastalarda risdiplam kullaniminin hastalarin yiizde 80’inden fazlasinda klinik
iyilesme sagladig: bildirilmistir (Gavriilaki ve ark., 2025). Ancak literaturde heniiz
limitli ¢alisma mevcuttur (Zhao ve ark., 2025). Halihazirda devam eden
RAINBOWFISH c¢alismasi (NCT03779334), 6 haftaliktan kiigiik presemptomatik
hastalarda risdiplam kullanimin1 degerlendiren agik etiketli bir ¢alismadir. Guncel
bir sistematik derleme; Aralik 2023’e¢ kadar yayimlanan, 5q SMA’da
presemptomatik tedaviye yonelik prospektif ¢alismalarin bulgularini sentezlemistir
(Cooper ve ark., 2024). Bu derleme ii¢ tek kollu girisimsel ¢calismayr (NURTURE,
RAINBOWFISH ve SPRINT), alti gozlemsel calismay1 ve yalmizca yenidogan
taramas1 yoluyla SMA tanis1 alan bebekleri iceren on iki takip caligmasini ele
almistir. Hastalara NURTURE c¢alismasinda nusinersen ve SPRINT calismasinda
onasemnogene abeparvovec tedavisi verilmistir. RAINBOWFISH c¢aligmasi
kapsaminda risdiplam tedavisi uygulamasi halen devam etmektedir. Derlemede
presemptomatik tedavi edilen hastalarda daha iyi sonuglar elde edildigi

vurgulanmigtir (Cooper ve ark., 2024).
Gen tedavisi
SMA tedavisine en dogrudan yaklasim, eksik SMN1 genini yerine koyarak

hastaligin temel nedenini diizeltmektir. Bu yonde ilk donemde kendini tamamlayan
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(self-complementary) adeno-iliskili viral vektor, serotip 9 (scAAV9) ve serotip 8
kullanilmasi yaklagimi benimsenmistir (Dominguez ve ark., 2011; Passini ve ark.,
2010; Valori ve ark., 2010).

Onasemnogene abeparvovec iki yasindan kii¢iik hastalarda kullanilan, tek zincirli
SMNL1 geninin intravendz yolla adeno-iligkili viriis (AAV) vektoriine dayali bir
sekilde gergeklestigi gen transfer tedavisidir (Sekil 2.3). Dogal insan survival motor
neuron 1 (hSMN1) transgenini ve yaygin doku ekspresyonu saglayan
sitomegaloviriis enhancer/tavuk B-aktin promotoriini icermektedir. Ilk olarak SMA
tip 1’li 15 bebekte yiiriitiilen agik etiketli (“open label”), doz-eskalasyon faz | klinik
calismasinda degerlendirilmigtir (Mendell ve ark.,, 2017). Bu ¢alismada
onasemnogene abeparvovec genel olarak iyi tolere edilmistir, ancak hastalarin
yaklasik ylizde 25’inde aminotransferaz seviyelerinde yiikselme ile karakterize
gecici karaciger fonksiyon testlerinde anormallikler saptanmustir. Guvenlik ve
etkinlik bulgulari, 5 yillik takip siiresince korunmus olup (Mendell ve ark., 2021),
median doz sonras1 izlem siiresi 5,2 yil olarak bildirilmistir. Uzun dénem takip igin
ailelerin onay verdigi 13 hastanin tamami hayatta olup, diisiik doz kohortundaki 3
hastadan 2’si kalict ventilasyon destegine ihtiyag duymamistir. Motor gelisim
basamaklar1 korunmusg ve yiiksek doz tedavi grubundaki iki hastada ek motor
basamaklar1 kazanilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, onasemnogene abeparvovec
2019 yilinda FDA tarafindan 24 aya kadar olan SMA hastalarinin tedavisinde
kullanilmak {izere onaylanmis, ardindan bir¢ok iilkede degisken hasta kapsama
politikalari ile onay almistir. ABD (Day ve ark., 2021) ve Avrupa (Mercuri ve ark.,
2021)’da yiiriitiilen iki biiyiik, ¢ok merkezli, agik etiketli faz III caligmada benzer
sonuclar ve giivenlik profili bildirilmis; ¢alismalara katilan bebeklerin >%90°1 18
aylik yasa kadar yasamis ve motor fonksiyonda belirgin iyilesme gostermistir.
STR1VE EU galismas1 (Mercuri ve ark., 2021), énceki ¢alismalardan farkli olarak
minimal bulber disfonksiyonu olan veya glinde 6-12 saat solunumsal destek
gereksinimi bulunan hastalar1 da igcermistir. Bu hastalar baslangicta daha diisiik
motor fonksiyonel skorlarmma sahip olup, destek gereksinimi olmayan hastalara
kiyasla daha simirli olmakla birlikte motor fonksiyonda iyilesme gostermistir
(Mercuri ve ark., 2021). Ug kopyaya kadar SMN2 geni tasiyan veya tip 1 SMA
klinigine sahip SMA hastalarinda gen tedavisi i¢in Avrupa konsensusu 2024 yilinda
yayimlanmistir (Kirschner ve ark., 2024).
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Onasemnogene abeparvovec onaylandiktan sonra, 6 ayliktan kiigiik bebeklerde
tedavi edilen hasta gruplarindan elde edilen ger¢ek yasam verileri (D. H. Chand ve
ark., 2021; Friese ve ark., 2021; Matesanz ve ark., 2020; Weil} ve ark., 2022), klinik
calismalardan elde edilen gozlemleri dogrulamistir. Ayrica, klinik ¢alismalara dahil
edilmeyen >8,5 kg agirhigindaki hastalar1 igeren gergek yasam verileri,
aminotransferaz seviyelerindeki yiikselme gibi bazi advers olaylarin daha agir
bebeklerde daha sik gorildigini gostermistir (D. Chand ve ark., 2021). Bir
calismada {i¢ hastada trombotik mikroanjiopati bildirilmis olup (D. H. Chand ve
ark., 2021), bu durum preklinik ¢alismalarda saptanmis ancak klinik ¢alismalarda
gozlenmemistir. Preklinik caligmalarda tanimlanan dorsal kok gangliyonu ve

kardiyak tutulum gibi diger olas1 advers olaylar ise hastalarda gézlenmemistir.

Tip 1 SMA’l1 hastalarda gen tedavisi onasemnogene abeparvovec etkinligini ve
glivenligini arastiran bir meta-analizde tedaviye bagli yan etkilerin oran1 %52,64
olarak Ongorilmistiir (Fernandes ve ark., 2024). Prospektif ve c¢okmerkezli
RESTORE calismasi, onasemnogene abeparvovec monoterapisi almis 168 hastanin
verisini raporlamigtir. Bu ¢alismaya gore hastalarin tamami motor basamaklarda
ilerleme kaydetmisti; ancak, %48,5’inde en az bir yan etki gelismisti (Servais ve
ark., 2024). Dort veya daha fazla SMN2 geni kopyasina sahip olan 19 hastada ise
presemptomatik onasemnogene abeparvovec monoterapisi motor islevlerde
iyilesme ile sonuglanmustir; ancak, 5 hastada acil tedavi gerektiren yan etkiler
meydana geldigi bildirilmistir (Tizzano ve ark., 2024). Giincel bir calismanin
(SMART) degerlendirmesine gore, yiksek doz AAV vektdr intravendz
uygulamasinin 21 kg’a kadar olan ¢ocuklarda giivenli bulunmustur (McMillan ve
ark., 2025). Ek olarak, STRONG g¢alismasi intratekal onasemnogene abeparvovec
uygulamasinin giivenli ve tolere edilebilir oldugu bildirilmistir (Finkel, Darras, ve
ark., 2023).
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Sekil 2.3.: Onasemnogene abeparvovec-xioi ¢alisma mekanizmasi (Novartis Gene

Therapies, n.d.).

Tedavi zorluklar:

Spinal muskiiler atrofi icin gelistirilen mevcut tedaviler belirli sinirlamalara
sahiptir. Ornegin, Risdiplam (“Evrysdi”, Roche Genentech), giinliik oral yoldan
alman kiigiik molekiilli bir splicing diizenleyicisidir ve hnRNP G’nin yer
degistirmesini hedefleyerek SMN2 ekspresyonunu artirabilir. Ancak bu, SMA i¢in
kesin bir tedavi saglamamaktadir. Nusinersen (“Spinraza”, Biogen), SMN2 intron
7’deki diizenleyici elementleri devre disi birakarak ekzon 7’nin dahil edilmesini ve
SMN2 ekspresyonunu artiran bir antisens oligoniikleotiddir (ASO) ve hastanin

yasami boyunca aralikli intratekal enjeksiyonlarla uygulanmaktadir. Nusinersen’in
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beyin omurilik sivisina enjekte edilmesi nedeniyle, SMA patogenezinde rol
oynayabilecek periferik  dokulardaki SMNZ2 ekspresyonunu degistirmesi
beklenmemektedir (Hua ve ark., 2011; Kim ve ark., 2020; Lipnick ve ark., 2019;
Nery ve ark., 2019). Benzer sekilde, SMNL1 ifadesi saglayan bir adeno-iliskili viriis
vektorii  kullanilarak uygulanan ekzojen gen ekleme tedavisi onasemnogene
abeparvovec (“Zolgensma”, Novartis) cesitli zorluklar i¢cermektedir (Mendell ve
ark., 2017). Bu zorluklar arasinda AAV transgeninden elde edilen ekspresyonun
stresinin bilinmemesi (Thomsen ve ark., 2021) ve bdlinen hicrelerde AAV
dilisyonu (Alves ve ark., 2020) nedeniyle etkinligin zamanla azalmasi yer
almaktadir. Ayrica, yaygin promotorler araciligiyla SMN1’in siirekli suprafizyolojik
ekspresyonu toksisiteye neden olabilir (Van Alstyne ve ark., 2021). Tum bunlara ek
olarak; lojistik ve finansal faktorler, bu ii¢ yiiksek maliyetli ilaca erisimi
kisitlamaktadir. Bu durum, kolay ¢oziillemeyecek bir etik ikilem yaratmaktadir.
Farkli iilkelerde ve hatta ayni {ilkenin farkli eyaletlerinde saglik otoriteleri
tarafindan farkli geri 6deme politikalar1 gelistirilmistir. Bu durum hem yiiksek hem
de diisiik ve orta gelirli lilkelerde esitsiz erisime yol agmaktadir. SMA tip 1'li
bebeklerden alinan insan otopsi drnekleri, aksonal gelisim agisindan incelenmis ve
gelisimsel duraklama ile ardindan gelen nérodejenerasyon o6zellikleri gosterilmistir.
Bu durum, dogumdan sonra motor noronlar1 kurtarmak i¢in dar bir terapotik
pencere oldugunu disiindiirmektedir (Kong ve ark., 2021). Yenidogan taramalari
neticesinde bircok hastaya semptomlar baslamadan Once tedavi imkani
sunulmustur. Bir tedavi algoritmasi iki, lic veya dort SMN2 kopyasina sahip tiim
hastalarin tedavi edilmesini ve bir veya bes kopyaya sahip olanlarin vaka bazinda
degerlendirilmesini énermektedir (Glascock ve ark., 2020). Klinik deneyimler, iki
SMN2 kopyasina sahip bebeklerde semptomlarin tanidan sonraki 1-2 hafta iginde
ortaya cikabilecegini ve semptom baslangicindan sonra uygulanan tedavinin,
baglangictan onceki tedaviye kiyasla daha diisiik yanit verdigini gostermistir (De
Vivo ve ark., 2019; Weil} ve ark., 2022). Bazi iilkelerde, bu ilaglar saglik otoriteleri
tarafindan onaylanmis olmasina ragmen, geri 6deme destegi kisithdir veya hig
bulunmamaktadir. Cocugu i¢in tedaviye erisim saglamak isteyen bazi aileler,
iilkelerinde onay bulunmamasi veya politik kisitlamalar nedeniyle kitle fonlamasi
ile ila¢ satin alma yoluna basvurmustur. Bu durum giderek yayginlagmakta ve
finansal imkan1 olan aileler i¢in tibbi turizm seklinde bir endiistri olusmasina neden

olmaktadir. Bu adaletsiz durumun, saglik otoriteleri ile ilag iireticileri arasinda daha
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kapsamli finansal anlagsmalar ve geri 6deme politikalar1 gelistikge diizelmesi umut

edilmektedir.

Onaylanmis tedaviler SMA ile iligkili infantil ve ¢ocukluk dénemi morbidite ve
mortalitesini 6nemli Olgiide azaltmis olsa da, bu tedavilerin ortaya c¢ikan
sinirlamalari, mevcut yaklasimlarin SMN protein ekspresyonunun kapsami ve
kalicilig1 acisindan daha da gelistirilmesi gerektigini gostermektedir. Bu nedenle,
SMN seviyelerini kalici olarak artirabilecek tek dozluk tedavilerin gelistirilmesine
yonelik karsilanmamis bir ihtiyag bulunmaktadir. Literatiirde irdelenen bazi

potansiyel tedavi hedefleri ve stratejiler sunlardir:
e  ubikitinasyona direncli SMN (SMNX®R) (Rhee ve ark., 2024),

o mevcut farmakolojik bilesiklerin bu endikasyonda denenmesi (Basak ve
ark., 2024; Hoolachan ve ark., 2024),

o ubikitinasyon silrecinde yer alan proteinler (Bolado-Carrancio ve ark.,
2024),

. ndrodejenerasyonun geri donmesine yardimci olmasi umulan apitegromab

(Crawford ve ark., 2024) gibi monoklonal antikorlar,
. MRNA tedavisi (Aasdev ve ark., 2024),

o CRISPR-Cas9 temelli homoloji-bagimsiz hedefli integrasyon (homology-
independent targeted integration (HITI)) stratejisi (Hatanaka ve ark., 2024),

o adipoz-derive kok hiicre ekstraseliiler vezikiillerinin kullanilmasi (Virla ve

ark., 2024),

o Hiicreye Nufuz Eden Peptit-Konjugeli Antisense Oligonikleotidler (Leckie
& Yokota, 2024).

Ayrica;

e SMN2 genindeki C6T substitusyonunun dizeltilmesi icin 6nerilen Adenozin-

bazi duzenleme stratejisi (Alves ve ark., 2024) ve

e Cas-aracili yontemlerle regiilator elemanlarin disrupsiyonunu saglayan baz

dizenleme (Arbab ve ark., 2023) gibi genom diizenleme yaklasimlari

SMA hastaliginin tedavisinde yeni vaatler sunmaktadir (Portell & Mali, 2024).
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2.1.10. Onleme

Yenidogan tarama programlarinin gerekliligi, presemptomatik déonemde baslanan
tedavilerin etkinligine dair artan kanitlarla giiglii bir sekilde desteklenmektedir (de
Albuquerque ve ark., 2025). NURTURE ¢aligmasi, nusinersen tedavisinin
presemptomatik bebeklerde etkinligini degerlendiren faz II, agik etiketli, tek kollu
bir ¢caligmadir. Calismaya, yenidogan taramasi veya SMA i¢in pozitif aile dykiisii
nedeniyle test edilen ve SMN1 varyanti tasidigi belirlenen, iki veya li¢ kopya
SMN2’ye sahip 25 bebek dahil edilmistir (De Vivo ve ark., 2019). Bu bebeklerin
SMA tip 1 veya tip 2 gelistirme olasilig1 yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. TUm
hastalar, yasamlarmm ilk 6 haftasinda tedaviye alinmig ve belirgin SMA
semptomlar1 géstermemistir. Mart 2022 tarihli ara analiz, ortalama 4,9 yillik takip
stiresi boyunca tiim bebeklerin hayatta oldugunu ve motor becerilerde ilerleme

kaydettiklerini g0stermistir.

Tiim bebekler desteksiz oturabilmistir.
e Bagimsiz oturma, 9 ay icinde gerceklesmistir.

e Bagimsiz yiirlime, iic kopya SMN2 tasiyan 10 hastanin timiinde 18 ay i¢inde
elde edilirken, iki kopya SMN2’ye sahip 15 hastanin 13’iinde gozlenmistir.

o Hicbir hasta beslenme tlip(, trakeostomi veya 16 saatten uzun sireli ventilasyon

ithtiyact duymamustir.

e Hastalarin %84’ higbir solunum destegine ihtiya¢ duymamistir (yalnizca {i¢

hasta kismi non-invaziv ventilasyon destegi almistir).

SPRINT gen tedavisi ¢alismasinda (NCT03505099), SMN2 geninin iki veya (¢
kopyasina sahip toplam 29 presemptomatik bebek onasemnogene abeparvovec ile

tedavi edilmistir:

o 1ki SMN2 kopyasma sahip 14 hastanin tamami, 14. ay degerlendirmesinde
hayatta kalmis ve desteksiz oturma becerisi kazanmistir; 9 hasta 18 ayda
bagimsiz ylrimiistir (Strauss, Farrar, Muntoni, Saito, Mendell, Servais,
McMillan, Finkel, Swoboda, Kwon, Zaidman, Chiriboga, lannaccone, Krueger,
Parsons, Shieh, Kavanagh, Tauscher-Wisniewski, ve ark., 2022).
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o Uc¢ SMN2 kopyasina sahip 15 hastanin tamami hayatta kalmis, 14’{i desteksiz
oturabilmis ve 24 aya kadar yiiriiyebilmistir (Strauss, Farrar, Muntoni, Saito,
Mendell, Servais, McMillan, Finkel, Swoboda, Kwon, Zaidman, Chiriboga,

lannaccone, Krueger, Parsons, Shieh, Kavanagh, Wigderson, ve ark., 2022).

Bu bulgular, erken donemde baslanan tedavinin semptomatik hastalara kiyasla ¢ok
daha buyiik klinik faydalar sagladigini ve yasa uygun motor gelisim basamaklarinin

basariyla kazanilma olasiligini artirdigini giiclii bir sekilde gostermektedir.

2.1.11. SMA’nin yeni fenotipleri

Spinal muskiiler atrofi (SMA) hastalarinda nusinersen, onasemnogene abeparvovec
ve risdiplam tedavisi sayesinde sagkalimin artmasi ve fonksiyonel iyilesme,
hastaligin yeni fenotiplerinin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Ornegin, SMA tip 1
hastalarinin oturabilmesi veya SMA tip 2 hastalarinin yiiriyebilmesi gibi yeni
klinik tablolar gozlemlenmektedir. Ayrica, tedavi edilen hastalarda hastaligin
progresyonu, tedavi almayan hastalardakinden farkli seyretmektedir (Schorling ve
ark., 2020). SMA tip 1 tamis1 alip tedavi edilen ve oturma becerisi kazanan
hastalarda, SMA tip 2’li bebeklerde goriilmeyen erken kifoz ve spinal asimetri
gelistigi bildirilmisgtir (Abbott ve ark., 2025; Schorling ve ark., 2020). Benzer
farkliliklar motor, solunum ve beslenme ile iligkili pek ¢ok diger klinik bulguda da
saptanmig olup bu hastalarin dikkatle izlenmesi gerekmektedir (Schorling ve ark.,
2020). Ek olarak, SMA tip 2 ve tip 3’li 68 eriskin erkegin dahil edildigi bir
calimada, spermiogram analizleri yapilmistir ve hastalarin %65,9(27/41)’unda
fertilite bozuklugu oldugu ortaya konmustur (Magot ve ark., 2024). Fertilite
sorunlart SMA alt tipiyle istatistiksel olarak anlamli bi¢cimde korelasyon
gostermektedir. SMA tip 2’li hastalarda daha sik olmak iizere; vakalarin %81
(27/33)’inde anormal sperm konsantrasyonu, %30’unda azospermi izlenmistir
(Magot ve ark., 2024). SMA’l1 hastalarda basarili gebelikler de literatiirde yerini
almaktadir (Hiebeler ve ark., 2025).

Presemptomatik donemde SMA tanist alan yenidoganlara tedavi bagslanmasi
sonucunda, hastaligin tamamen farkli bir fenotipi ortaya ¢ikmaktadir. Bu bebeklerin

biiyiik bir kisminin normal gelisim gosterdigi bildirilmistir (De Vivo ve ark., 2019).
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Ancak giincel c¢alismalar, SMA tip 1 ve tip 2 hastalarinda biligsel etkilenim
olabilecegini ve bunun, uzun siire hayatta kalan tedavi almis hastalarda daha
belirgin hale gelebilecegini gostermektedir (Kizina ve ark., 2021; Masson ve ark.,
2021). Dolayistyla mevcut SMA bakim Onerilerinin, yeni fenotipler ve hastaligin
farkli seyir oOzellikleri g6z oOnlinde bulundurularak giincellenmesi, yeni
rehabilitasyon stratejilerinin gelistirilmesi (Shin, 2024) daha kapsayici bir yaklagim

olacaktir.

2.1.12. Gelecek perspektifi

Spinal muskiiler atrofi, genetigi ve patofizyolojisi son otuz yildir kapsamli bir
sekilde incelenmis bir motor néron hastaligidir. Bu artan odaklanma, SMA'ya
iligkin bilimsel yaklasimimizin iyilesmesini ve standart bakim tavsiyelerinin
gelistirilmesini  saglamigtir. Son yillarda ise; SMA klinik seyri nusinersen,
onasemnogene abeparvovec ve risdiplam gibi tedavilerin gelistirilmesiyle tamamen
degismistir. Bu gelismeler, tedavi edilen bireylerin ortaya ¢ikan fenotiplerini
kapsayan yeni bir hasta siniflamasin1 ve oOzellikle infantil baslangicli formun
popiilasyon frekansi agisindan yenilenmis bir karakterizasyonunu gerektirmektedir.
Tedavi edilen SMA tip 1 hastalarinin prevalansi hizli bir sekilde artmaktadir ve
zamanla, Ozellikle tedavi secgenekleri tiim iilkelerde yaygin olarak sunuldugu
takdirde, hastaligin en yaygin formu haline gelmesi beklenmektedir. Ancak bu
buytk ilerlemeler; SMA hastaliginin patofizyolojisi, tedavi se¢eneklerinin uzun
vadeli etkileri, kombine tedavilerin etkinligi ve hastalarin tedaviye yaniti
konusundaki bilgi eksikliklerini de vurgulamaktadir. Gelecekte SMA hastalarinin
tedavi erisimlerinin artmasi, tedavilerin prenatal donemde baslanmasi ve yeni

stratejilerle tedavi se¢eneklerinin gelistirilmesi beklenmektedir.
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2.2. Telomerler

2.2.1 Telomer kavram

Telomerler, her kromozom kolunun ucunda bulunan ve genomik stabilitenin
korunmasinda gorev alan, Yylksek derecede korunan niikleoprotein yapilardir
(Turner ve ark., 2019). Telomer adi Yunanca telos (u¢) ve meros (parca)
sOzciiklerinin birlesiminden tiiretilmistir. Kromozomlarin u¢ bolgelerinde 6zel bir
yapinin varlhigi, ilk kez 1938 yilinda Drosophila melanogaster iizerinde calisan
Hermann Joseph Muller tarafindan bildirilmistir (Muller, 1938). Muller,
radyasyona maruz birakilan meyve sinegi kromozomlarinin u¢ kisimlarinda
delesyon ya da inversiyon gibi yapisal degisikliklerin  goriillmedigini
gozlemlemistir. Bu koruyucu yapilari tanimlamak i¢in "telomer" terimini ilk kez
kullanmis ve bunlarin kromozomlarin kararliligini  sagladigin1  gostermistir
(Boukamp & Mirancea, 2007). Daha sonra da ondan bagimsiz olarak 1939 yilinda
Zea mays bitkisi ile ¢alisan Barbara McClintock tarafindan kromozom uglarinin
zarar gormesi halinde kromozomlarin yapisal bozulmalar yasadigini gostermistir
(McClintock, 1941). Bu da telomerlerin koruyucu bir islevi oldugunu

desteklemistir.

Alexey Olovnikov adli aragtirmaci, 1970’1 yillarin baslarinda kromozom uglarinin
tam olarak kopyalanamayacagini fark etmistir. Bu durum giiniimiizde “ug
replikasyon problemi” olarak bilinmektedir. Olovnikov, bu fikrini Leonard
Hayflick’in somatik hiicre bdliinmesinin sinirli olduguna dair gozlemleriyle
birlestirerek, her hiicre boliinmesinde DNA dizilerinin bir kisminin kayboldugunu
ve bu kayip kritik bir seviyeye ulastiginda hiicre boliinmesinin sona erdigini 6ne
stirmiigtir (Hayflick, 1965; Olovnikov, 1973). Ancak telomerlerin kimyasal
yapisinin ve islevinin tam olarak anlasilmasi ¢ok daha sonra miimkiin olmustur. ki
arastirmaci 1978 yilinda, ¢ok sayida 6zdes minikromozoma ve dolayistyla iki kat
daha fazla telomere sahip olan tek hiicreli bir organizma olan Tetrahymena’da ilk
kez telomer dizisini tammlamistir. Boylece kromozom uglarini olusturan DNA

dizilerinin basit, tekrar eden motiflerden olustugu gosterilmistir (Blackburn & Gall,
1978).
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2.2.2. Telomerlerin yapisi ve islevi

Kromozomlarin terminal bolgelerinde yer alan telomerler, tig-boyutlu DNA-protein
yapilar1 olusturarak kromozom ugclar1 i¢in koruyucu bir kapak gorevi goriir ve
genomik stabilitenin strdurtlmesinde temel rol oynarlar. insanlarda TTAGGG
hekzaniikleotid dizisinin binlerce kez tekrarindan olusur ve bu tekrarlar toplamda
yaklasik 4-15 kb uzunlugunda, tekrarlayan ve kodlayici olmayan DNA dizileri
olusturur (Boukamp & Mirancea, 2007). Bu yap1, Shelterin kompleksini de iceren
pek ¢ok oOzel proteinle iligkilidir ve T-halkasi (T-loop) adi verilen halkasal bir
yapiya organize olmustur (Blackburn, 1984; de Lange, 2005a; Meyne ve ark.,
1989). Guaninden zengin ipligin 3’ ucu, telomerin tek sarmalli bir uzantis1 olarak
disa dogru uzanir ve geri donerek bir T-halkasi olusturur. Sonra 5’ ucundaki gift
sarmalli telomerik dupleksine girerek bir D-halkasi meydana getirir (Sekil 2.4).
Telomerik DNA'min u¢ kisimlarinda niikleolitik aktivite ile olusan tek sarmalli,
guanin agisindan zengin bir ¢ikintinin, ¢ift sarmalli telomer trakti igerisine geri
dontip girmesiyle olusan bu yap1 sayesinde (de Lange, 2004; Webb ve ark., 2013)

serbest DNA ugclar1 niikleoprotein yapinin i¢inde baridirilmis olur.

T-loop

D-loop

Sekil 2.4.: Telomer yapisinda bulunan T-halkast ve D-halkasi (Turner ve ark.,
2019)
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Telomerle iliski halinde bir¢ok protein vardir. DNA-PK, p53, PARP, Tankiraz 1 ve
2, ERCC/XPF, RAD51, WRN ve BLM proteinleri gibi bazi proteinler DNA hasari
yanit mekanizmalarinda rol almaktadir (Bailey ve ark., 1999; Bailey & Murnane,
2006). Lamin ile iliskili proteinler (Dechat ve ark., 2004; Novo & Londofio-
Vallejo, 2013) ve telomer uzunlugunun epistatik kontroliinde de rol oynayan SIR
(Silent Information Regulator) proteinleri (Blasco, 2007a) gibi diger proteinler ise
niikleer organizasyonda gorev alir. Bu proteinlerin timu bir araya gelerek telozom
ad1 verilen yapiy1 meydana getirir. Telozomlardaki protein diizenlenmesi biylk
Ol¢iide Shelterin kompleksini olusturan proteinler tarafindan gerceklestirilmektedir.
Shelterin kompleksi, telomer yapisiyla iligkili alt1 6zel proteinden olusur ve tam
islevli bir baslik (capping) yapisi olusturur. Bunlar TERF1 (Telomere repeat
binding factor 1), TERF2 (Telomere repeat binding factor 2), TINF2 (TERF1
interacting nuclear factor 2), POT1 (Protection of Telomeres), ACD (Shelterin
complex subunit and telomerase recruitment factor), TERF2IP (TERF2 interacting
protein, RAP1)’dir (Turner ve ark., 2019). Shelterin kompleksi Uyeleri ile telomer
DNA dizisi arasindaki etkilesimler, telomer yapisinin stabilizasyonunu saglar ve
DNA onarimi ile uzatilmas: siireglerinde gorev alan proteinlerin telomere erisimini

dizenler (de Lange, 2005a; Lei ve ark., 2004; Xin ve ark., 2008).

Sonug olarak bu 6zellesmis niikleoprotein yapi, kromozom uglarinda koruyucu bir
baslik gorevi gorerek iki temel islevi yerine getirir: ilk olarak, kromozomlarm
uclarindaki gevsek sarilmis DNA’y1 ¢ift sarmal kirigi olarak algilayabilecek ve
kromozom  fuzyonu ile sonuglanabilecek uygunsuz DNA  onarim
mekanizmalarindan korur. Ikinci olarak ise, kromozom uglarina yakin genlerin

DNA replikasyonu ile degredasyonunu engeller (Turner ve ark., 2019).

DNA replikasyonu sirasinda, DNA polimeraz yalnizca 5’ ugtan 3’ uca dogru yeni
DNA sentezi gergeklestirebilmektedir. Primaz enzimi tarafindan sentezlenen RNA
primerleri kalip DNA zincirine baglanarak serbest bir 3’ hidroksil grubu saglar ve
boylece serbest niikleotidlerin eklenmesine olanak taninmig olur. DNA Polimerazin
hareketi replikasyon catalinin ilerleyisi ile ayn1 yonde oldugunda 5" ugtan 3’ uca
sentezde yalnizca bir primer yeterlidir. Burada kesintisiz bir sentez gerceklesir
(Ohki ve ark., 2001). Ancak 3’ uctan 5’ uca dogru DNA sentezi, replikasyon
catalinin yoniine ters olarak ilerlemektedir. Bu nedenle, bu yeni zincirin sentezi igin

birden fazla RNA primerinin baglanmasi, bunlarin kisa Okazaki parcalarma
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uzatilmasi ve daha sonra ligaz enzimi ile birlestirilmesi gerekmektedir (Okazaki ve
ark., 1968). Bu da bu zincirin sentezinin kesintili olmasina ve gecikmesine yol agar.
Replikasyon bitiminde de son RNA primeri uzaklastirildiginda, geciken zincirin 5’
ucunda en az bir RNA primeri uzunlugunda DNA kayb1 yasanir (Watson, 1972)
(Sekil 2.5). Ancak gergekte, primer baglanmasindaki basarisizlik (Ohki ve ark.,
2001) ve telomer yapisinin karmasik dogasi nedeniyle her bir replikasyonda daha
biiyiik miktarda DNA kayb1 gerceklesir. Telomer dizilerinin Shelterin kompleksiyle
iliskisi replikasyon ¢atalinda duraklamaya (Ohki & Ishikawa, 2004) ve T-halkasi
olusumunda 6nemli olan G-kuadruplekslerin varligina yol agar ve replikasyon
catalinda kaymalara neden olur (Webb ve ark., 2013). Ek olarak, DNA polimeraz
araciligiyla sentezlenen DNA uglar kiint olur. T-halkasinin olusturulabilmesi igin,
tek zincirli bir ¢ikintinin  (overhang) Uretilmesi icin nikleolitik aktivite
gerekmektedir. Sonu¢ olarak, boliinen hiicrelerde replikasyon sonrasi telomer
kisalmasina yol acan bir¢ok mekanizma bulunur ve telomer dizilerinin varliginin,
hayati DNA dizilerinin kaybini 6nlemeye yonelik bir "tampon sistemi" olarak islev
gordiigli dusiiniilmektedir. Ancak, zamanla bu tampon sistemi kaybedilir.
Nihayetinde de bu hicreler bolinme yeteneklerini kaybeder, “cogalma
kapasitelerine” ulastiklar1 kabul edilir (Turner ve ark., 2019). Bu telomer
uzunluguna bagli biiyime baskilanmasi, asir1 derecede kisalmis telomerlerin ve
dolayistyla potansiyel olarak korunmasiz kromozom uglarinin ortaya ¢ikmasini
engelleyerek, sinirsiz hiicresel proliferasyona karsi bir bariyer olarak islev

gormektedir (Boukamp & Mirancea, 2007).
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Sekil 2.5.: Telomer DNA replikasyonu (Longhese ve ark., 2012)

Telomerler kritik bir uzunlugun altina indiginde, Shelterin kompleksini olusturan
proteinler artik telomer dizilerine baglanamaz ve kromozom uglarini kaplama
gorevlerini yerine getiremezler. Bu nedenle, telomerin islevini sinirlayan baslica
faktor uzunlugudur (Turner ve ark., 2019). Kok hucreler gibi yuksek mitotik
aktiviteye sahip hiicrelerde telomer kisalmasi bir sorun teskil etmektedir. Iki temel
mekanizma, telomer uzunlugunun siirdiiriilmesini saglayarak replikasyon
kapasitesini korur: Telomeraz adli 6zel bir enzimin aktivitesi veya homolog
rekombinasyon aracili alternatif telomer uzatma (ALT) mekanizmasi. Telomeraz,
telomeraz ters transkriptaz (TERT) katalitik alt birimi ve telomeraz RNA bileseni
(TERC) ile yeni telomerik tekrarlari sentezleyen bir riboniikleoprotein kompleksidir
(Greider & Blackburn, 1989). Cogu hiicre tipinde, telomerazin aktivitesi telomerik
tekrar iceren RNA’larin (TERRA), TERC’ye kompetitif baglanmas1 ve TERT ile
etkilesime girmesiyle inhibe edilir (Azzalin ve ark., 2007; Redon ve ark., 2010).
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Ancak kok hcreler de dahil olmak tizere bazi hiicre tipleri telomerazi eksprese
edebilir. Telomerazin ifade edilmedigi ya da baskilandigi hiicrelerde ise homolog
rekombinasyon temelli ALT mekanizmasi telomer uzunlugunu koruyabilir. Bu
mekanizmada, bir kromatidin telomerine ait 5’ ¢ikintisinin, homolog kromatidin T-
halkasina girdigi ve replikasyon catalina benzeyen bir yap1 olusturdugu, bu yapinin
da DNA polimeraz tarafindan tanmip uzatildigi diistiniilmektedir (Henson ve ark.,
2002). Bu uzatma mekanizmalarimin varhigina ragmen, c¢ogu kok hiicrede
(embriyonik kok hiicreler hari¢) bdliinme sonrast telomer kisalmasi
g6zlemlenmektedir. Bunun nedeni de hiicre farklilagmasi sirasinda telomer uzatma
mekanizmalarinin giderek azalmasi ve boylece telomer kaybini tam anlamiyla telafi
edememesidir. Farklilagmis somatik hiicrelerin biiyiikk ¢ogunlugunda (lenfositler
hari¢), telomeraz hi¢ ifade edilmez ve her hiicre bélinmesinde bu hicrelerin

telomer uzunlugu azalir (Hiyama & Hiyama, 2007).

2.2.3. Telomerlerin yasam boyu homeostaz

Zigot olusumunda, yeni bireyin saglikli bir yasam siirebilmesi ve uygun gelisimi
icin yeterli telomer rezervine sahip olmasi gerekmektedir. Bdoliinmekte olan
embriyonun telomerleri, oosit ile karsilastirildiginda kisalmistir, morula evresinde
ise daha da belirgin sekilde kisadir (Turner ve ark., 2010). Bu durum, bu slrecte
telomeraz aktivitesinin azalmasi ile uyumludur (Wright ve ark., 2001). Ancak,
blastosist evresinde telomeraz aktivitesinin belirgin bigimde artmasiyla telomerler

yeniden uzatilir (Turner ve ark., 2010; Wright ve ark., 2001).

Erken gebelik haftalarindaki telomer dinamiklerine iliskin bilgilerimiz sinirh
olmakla birlikte baz1 6nemli gozlemler mevcuttur. Cheng ve arkadaslari, gebeligin
alt1 ile yedinci haftalar1 arasinda telomer boyunun hizla azaldigini, ancak sekiz ile
on birinci haftalar arasinda bu azalmanin yavasladigin1 ve sonrasinda sabit kaldigini
gostermistir (Cheng ve ark., 2013). Bu bulgu, 15-19 hafta arasindaki fetiislerde
telomer uzunlugunun gestasyonel yagla iliskili olmadigin1 bildiren diger
caligmalarla da desteklenmektedir (Youngren ve ark., 1998). Gebeligin 23 ile 36.
haftalar1 arasinda dalgalanma goriilse de genel olarak telomer uzunlugunda anlaml
bir degisiklik saptanmadigr ifade edilmistir (Holmes ve ark., 2009). Ayrica, fetal

yasam sirasinda farkli dokular arasinda telomer uzunlugu senkronize goriinmekte
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(Youngren ve ark., 1998) ve bu sirecte telomeraz aktivitesi sayesinde
korunmaktadir (Cheng ve ark., 2013; Ulaner & Giudice, 1997; Wright ve ark.,
1996). Dogum aninda, telomer uzunlugunun olduk¢a degisken oldugu birgok
calismada gosterilmistir (Friedrich ve ark., 2001; Menon ve ark., 2012; Okuda ve
ark., 2002; Vasu ve ark., 2017). Bu bulgu, insan embriyolarinda (Turner ve ark.,
2010) ve fetuslerde (Holmes ve ark., 2009; Youngren ve ark., 1998) go0zlenen
yiiksek telomer uzunlugu varyasyonu ile uyumludur. Ayrica, yenidoganlarda
telomer uzunlugunun ebeveynlerin telomer wuzunlugu ile iliskili oldugu
gozlenmistir, ancak annenin telomer boyunun mu (Akkad ve ark., 2006; Factor-
Litvak ve ark., 2016) yoksa babaninkinin mi (Njajou ve ark., 2007; Nordfjall ve
ark., 2005) daha etkili oldugu konusunda fikir birligi yoktur. Dogumda, farkli
dokular arasinda telomer uzunlugu benzer olarak degerlendirilmistir. Ayrica, erkek
ile kiz bebekler arasinda anlamli bir fark saptanmamustir (Okuda ve ark., 2002;
Vasu ve ark., 2017). Bu durumun eriskinlerdeki c¢alismalarla c¢elistigi dikkat
cekmektedir. Erigkinlerde farkli dokular arasinda telomer uzunluklar1 korelasyon
gosterse de oldukca degiskendir (Daniali ve ark., 2013; Friedrich ve ark., 2000) ve
kadinlarda telomerler boyunun erkeklere gore daha uzun oldugu bildirilmistir
(Nordfjall ve ark., 2008; Sanders & Newman, 2013; Willeit, Willeit, Brandstétter,
ve ark., 2010).

Postnatal yasamin ilk haftalarinda hem term hem de preterm bebeklerde telomer
uzunlugu azalmaya baslar; bu durum, fetal telomer homeostazinin uterin yasama
0zgii oldugunu diistindiirmektedir (Friedrich ve ark., 2001; Menon ve ark., 2012).
Ek olarak; telomer kisalma oraninin dogum sonrasi erken donemde en yiiksek
diizeyde oldugu, geng erigkinlikte yavaslayarak yaslh bireylerde telomerlerin daha
da az oranda kisaldig1 gosterilmistir (Frenck ve ark., 1998; Lansdorp, 2008; Rufer
ve ark., 1999; Takubo ve ark., 2000; Zeichner ve ark., 1999). Prematiire bebeklerde
telomer kisalmasi daha erken baslamasina ragmen, bu bebeklerin esdeger siireli
dogmus bebeklerle karsilastirildiginda anlamli telomer kisaligi gostermedigi (Vasu
ve ark., 2017) ya da erken ¢ocuklukta bu farkliligin belirginlesmedigi bildirilmistir
(Henckel ve ark., 2018). Ancak, bazi ¢alismalar yetiskinlerdeki telomer kisalma
hizinin, baslangicta daha uzun telomer uzunluguna sahip bireylerde daha fazla
oldugunu ortaya koymustur (Aviv ve ark., 2009; Benetos ve ark., 2013; Nordfjall
ve ark., 2008).
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2.2.4. Telomer boyu ve hicresel replikasyon kapasitesi

Somatik hiicrelerin sinmirli boliinme kapasitesi, 1960’larda Leonard Hayflick’in
caligmalar1 ile tanimlanmustir. Hayflick yaptigi deneylerde, insan fibroblast
hiicrelerini kiiltiirde ¢ogaltmis ve bu hiicrelerin yaklasik 40—-60 kez bolundikten
sonra ¢ogalmayi durdurdugunu goézlemlemistir (Hayflick & Moorhead, 1961). Bu
gbozlem, daha sonra “Hayflick Limiti” olarak adlandirilmistir. Bu durumun ‘ug
replikasyon problemi’ ile iliskisi 1970’lerde kesfedilmis, telomer kisalmasi ve
hiicresel ¢ogalma kapasitesi iliskisi ise ancak yirmi yil sonra agik¢a ortaya
konmustur (Allsopp ve ark., 1992; Harley ve ark., 1990; Olovnikov, 1973; Shay &
Wright, 2000). Sonrasinda yapilan ¢ok sayida calisma, ¢esitli somatik hiicre
tiplerinde telomer uzunlugunun kronolojik yasla korele oldugunu ve yaslandikg¢a
kisaldigin1 gostermistir (Frenck ve ark., 1998; Hastie ve ark., 1990; Lansdorp,
2008; Lindsey ve ark., 1991; Rufer ve ark., 1999; Takubo ve ark., 2000; Takubo ve
ark., 1999; Zeichner ve ark., 1999). Dahasi, telomerlerin ¢ok kisalmasi halinde
Shelterin kompleksinin DNA hasar yanit1 yollar1 lizerindeki baskilayici etkisi
ortadan kalkar ve hiicre dongiisii G1 evresinden ¢ikarak GO fazina girer (Longhese,
2008). Telomer kisalmasinin yaslanma siirecine katkida bulundugu bu sureg, ATM
ya da ATR protein yolaklar ile baglatilir. Her iki yol da p53’tin fosforilasyonuna,
p21’in ekspresyonuna ve normalde hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglayan siklin
bagimli kinazlarin inhibisyonuna yol acar (Mufioz-Espin & Serrano, 2014; Shay,
2003). Hucre donglsunden ¢ikan hicre ya senesense girer, boliinme yetenegi geri
dondiiriilemez sekilde sonlanir ya da apoptoza (programlanmis hiicre 6liimii) ugrar.
Hiicrenin senesense mi yoksa apoptoza mi girecegini belirleyen mekanizmalar
heniiz net bi¢imde anlagilmamistir (Vicencio ve ark., 2008). Bir dokuda senesens
hicrelerin birikimi sonucunda; hem mitotik olarak aktif hiicre sayisi azalip
dokudaki biiyiime ve onarim potansiyeli sinirlanir, hem de komsu htcreler Gzerinde
etkili proteazlar, biylme faktorleri ve inflamatuvar sitokinler salinir. Bu salinimin
amaci senesens hicrelerinin  bagisiklik sistemi tarafindan temizlenmesini
tetiklemektir. Ancak, bagisiklik sistemi yaslandik¢a bu hiicreleri uzaklastirma
kapasitesi bozulur (Mufioz-Espin & Serrano, 2014; Vicencio ve ark., 2008). O
halde, telomer kisalmasina bagli olarak senesens hiicresi birikiminin, doku ve
organizma diizeyinde yaslanma siirecini yonlendirdigi diisiiniilmektedir (Turner ve

ark., 2019). Bu hipotezi test etmek amaciyla ¢ok sayida c¢alisma, telomer
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uzunlugunu in vivo olarak kronolojik yasla iligkilendirerek olgmiistiir (Lansdorp,
2008; Rufer ve ark., 1999; Takubo ve ark., 2000; Zeichner ve ark., 1999). Ayrica,
telomer uzunlugu ile yasa bagli hastaliklar arasindaki iliskiyi arastiran cesitli
calismalar da mevcuttur (Armanios, 2013; Sanders & Newman, 2013; von
Zglinicki & Martin-Ruiz, 2005).

2.2.5. Telomer uzunlugu-hastahk patogenezi iliskisi

Telomer disfonksiyonunu hastalik patogenezine baglayan molekiiler mekanizmalar

asagida listelenerek 6zetlenmistir:
DNA hasar yaniti

Telomer uzunlugu ve DNA hasar yaniti hiicresel yaslanmanin diizenlenmesinde
birbiriyle kuvvetli bir sekilde iligkilidir (Di Micco ve ark., 2021). Telomerler kritik
derecede kisaldiginda, koruyucu T-halkasi yapisini siirdiiremez ve kromozom
uglarini agiga ¢ikararak DNA hasar yanit1 yolaklarini tetikler (Cesare & Karlseder,
2012). Bu aktivasyonunun temel gostergesi, histon H2AX'in fosforilasyonu sonucu
olusan YH2AX tir ve bu, DNA c¢ift sarmalli kiriklar1 i¢in bir belirte¢ gorevi goriir.
53BP1 ve MDCL1 gibi proteinler bu hasar bdlgelerine toplanir. ATM ve ATR
kinazlart DNA hasarmmin birincil sensorleri olarak bu yanitta merkezi rol
oynamaktadir. Aktivasyonlar1 sonrasi, sirastyla CHK2 ve CHK1 gibi alt kinazlar
fosforile ederler. Bu sinyal kaskadi, hasar sinyalini gili¢lendirir, hiicre déngisuini
durdurur ve DNA onarim siireclerini baglatir. Ancak, hasar ¢ok siddetli veya
kaliciysa, DNA hasar yanit1 hiicresel senesense veya apoptoza (programli hiicre
6lumua) yol acar (Hemann ve ark., 2001). Kritik derecede kisalmis telomerler dogasi
geregi onarillamayacagindan, DNA hasar yaniti siirekli olarak aktif kalir. Bu kalici
sinyalizasyon hiicre dongiisiinii kalici olarak durmaya zorlar ve nihayetinde
hiicresel yaslanma ve apoptoza katkida bulunur (Di Micco ve ark., 2021; Hewitt ve
ark., 2012; Rossiello ve ark., 2022). Apoptoz ciddi hasarli hiicreleri ortadan
kaldirmay1 saglasa da, asir1 veya uygunsuz apoptoz hastalik gelisimine yol agabilir
(Rossiello ve ark., 2022). Ornegin, kardiyomiyositlerin veya noronlarin asiri
apoptozu kalp yetmezligine veya norodejeneratif hastaliklara dogrudan yol
acabilmektedir (Papathanassoglou ve ark., 2000). Ayrica, apoptoz anormal organ

onarimi ve fibrozise de neden olabilir. Eger ¢ok sayida apoptotik hiicre zamaninda
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temizlenmezse, komsu stromal hiicrelerin profibrotik faktorler salgilamasma yol
acar. Sonug olarak kompansatuar fibrotik onarim gerceklesir, organ sertlesmesine
ve fonksiyon kaybma meydana gelir (Hinz & Lagares, 2020; Su ve ark., 2021).
Ancak telomer kisalmasina dayanan yaslanma mekanizmasi, farklilasmamis veya
cogalmayan hiicrelerde (6rnegin, durgun veya terminal farklilagmis hiicreler)

yaslanmayi agiklamaktan yoksundur (Rossiello ve ark., 2022).

Cogalmayan hiicrelerde telomer kisalmasindan ziyade telomer hasar1t DNA hasar
yanitinin aktivasyonunda ve yasa bagl islev bozuklugunda énemli bir rol oynar.
Telomer baglayic1 proteinler kromozom stabilitesini korumada kritik iglev alir,
ancak ayni zamanda telomerik bolgedeki DNA onarimini baskilar ve bu da telomer-
spesifik DNA hasarinin onarmmini zorlastirir (Fumagalli ve ark., 2012). Bunun
sonucunda, bu onarilamayan hasar kalict DNA hasar yaniti sinyallemesine ve
telomer-iliskili odaklarin (telomere-associated foci, TAF) olusumuna yol agar.
Fareler iizerinde yapilan deneyler, yaslanma siirecinde bagirsaklarinda TAF
sikliginin arttigin1 gostermistir (Di Micco ve ark., 2021; Fumagalli ve ark., 2012;
Hewitt ve ark., 2012). Sonug olarak, telomer kisalmasi1 olmasa bile biriken telomer
hasar1 hiicresel senesense yol acabilir ve yasa bagl islev bozukluguna katkida

bulunabilir (Victorelli & Passos, 2017).
Oksidatif stres

Telomerler kisaldiginda veya yapilari bozuldugunda, shelterin kompleksinin iglevi
bozulur ve bu durum hiicrenin telomerleri DNA kiriklar1 olarak yanlis tanimasina
yol agar. Bunun sonucunda DNA hasar yaniti siirekli olarak aktif hale gelir (Di
Micco ve ark., 2021; Levstek & Trebusak PodkrajSek, 2023; von Zglinicki ve ark.,
1995). Telomer hasarinin tetikledigi hiicresel yaglanma ve oksidatif stres ortamu,
hiicresel yenilenme ve organ onarim kapasitesini azaltarak doku fonksiyonlarinin
gerilemesine neden olur. Ayrica telomerlerin koruyucu islevlerini de bozar ve
kromozom uglarin1 fiizyon, kirilma ve yeniden diizenlenmeye daha yatkin hale

getirir (Hemann ve ark., 2001).
Mitokondriyal disfonksiyon

Telomer hasari, kalici bir DNA hasar yanitini aktive eder ve bu siirecte p53 yolunun
aktivasyonu merkezi bir rol alir (Di Micco ve ark., 2021; Sahin ve ark., 2011). P53,

mitokondriyal biyogenez icini dizenleyen 0Onemli transkripsiyon faktorlerini
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baskilayarak mitokondrial disfonksiyona sebep olur (Moslehi ve ark., 2012; Sahin
ve ark., 2011). islevini yitirmis mitokondrilerde enerji iiretimi bozulacagindan
dolay1 hicreler normal metabolik ve fizyolojik islevlerini siirdiiremez, dokudaki
onarim ve Yyenilenme kapasitesi azalir (Harrington ve ark., 2023). Zamanla, bu
kalic1 oksidatif stres ve enerji eksikligi ortami ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmast
icin bir temel olusturur. Diyabet ve diger metabolik bozukluklarin gelisimini tesvik
eder (Schapira, 2012). Sinir sisteminde de nérodejeneratif hastaliklarin ilerlemesini
hizlandirabilir (Lin & Beal, 2006; Schapira, 2012).

Enflamasyon

Telomer hasari; hiicre iginde kalicit bir DNA hasar yanitini tetiklemesinin yanisira
hiicresel senesensi indlkleyerek enflamatuar sitokinlerin sentezini ve salinimini
artirtr, yaslanmaya bagli salgilayici fenotipin (Senescence-associated secretory
phenotype, SASP) olusumuna Yol acar (Coppé ve ark., 2010; Di Micco ve ark.,
2021). Boylece hem o hucredeki senesens sinyallemesini guclendirir, hem de
parakrin etkiler yoluyla ¢evredeki saglikli hiicreleri de enflamatuar uyarilara maruz
birakarak onlar1 da senesense siiriikler (Chakravarti ve ark., 2020). Bu enflamatuar
ortama uzun sire maruz kalinmasi normal hiicreler arasi iletisimi bozar, doku
yeniden sekillenmesini (remodeling) tetikler ve giderek fibroz, skleroz gibi

patolojik degisikliklere sebep olur (Unamuno ve ark., 2021).

Bir fare deneyinde, genc farelerin endotelyal hiicrelerinde telomer koruyucu protein
Trf2’nin azalmasi, telomer hasar1 ve hiicresel senesens ile sonuglanmis; bu
degisimlere artmis enflamatuar sinyalizasyon ve yiikselmis oksidatif stres eslik
etmistir (Bloom ve ark., 2023). Ek olarak, elomer hasarinin tetikledigi enflamasyon;
kardiyovaskdler sistemde endotelyal disfonksiyon ve ateroskleroza, sinir sisteminde
ndrodejeneratif hastaliklarin hizlanmasina ve metabolik sistemde insiilin sinyalini

bozarak diyabet ve diger metabolik bozukluklarin gelisimine katkida bulunmaktadir

(Béck ve ark., 2019; Leng & Edison, 2021; Tansey ve ark., 2022).
Yaslanmaya bagl salgulayict fenotip (SASP)

Senesens hiicrelerinde, DNA hasar yanitinin siirekli aktivasyonu ile yaslanmaya
bagl salgilayic1 fenotip (SASP) gelisir (Zhao ve ark., 2023). SASP sitokinler,
kemokinler ve proteazlar (IL-6, IL-8, TNF-o ve matriks metaloproteinazlar gibi)

salgilanmasini icermektedir. Bu bilesenler cevredeki doku ortamini yeniden
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sekillendirebilir, kronik enflamasyonu tesvik edebilir ve komsu hiicreleri
etkileyebilir (Rossiello ve ark., 2022; Tchkonia ve ark., 2013). Salgilanan
proteazlar, hiicre dis1 matriksin biitiinliiglinii bozarak fibroz ve skleroz gibi
patolojik degisiklikler meydana getirmektedir (Guccini ve ark., 2021). Ayrica
SASP faktorleri komsu saglikli hiicrelerde DNA hasarini tetikleyerek hasarli alani
daha da genisleten bir pozitif geri besleme dongiisii olusturabilir (Su ve ark., 2021).
Ozetle, telomer disfonksiyonu; hiicresel senesens, genomik kararsizlik ve kronik
enflamasyon gibi mekanizmalar araciligiyla yaslanma ile iligkili hastaliklarin

ilerlemesini hizlandirir.

2.2.6. Telomer uzunlugu ve hiicresel yaslanma

Yaslanma; kok hiicrelerin rejeneratif potansiyelindeki azalma ve yaslanmig
hiicrelerin birikiminin bir sonucu olarak doku ve organ fonksiyonlarinda zamanla
meydana gelen kademeli diisiis seklinde tanimlanabilir (Childs ve ark., 2015;
Collado ve ark., 2007). Bu doku fonksiyonu azalmasi, zamanla olusan “aginma ve
yipranma” olarak diistintilebilir ve hiicre yaslanmasina neden olan diger etkenlerle
birlikte yasa bagl hastaliklarin tek basina nedeni ya da katki saglayan bir unsuru
olabilir (Childs ve ark., 2015). Bu tiir tetikleyiciler; telomer kisalmasi ve epigenetik
diizensizlik dahil olmak Uzere genomik instabilite, mitokondriyal disfonksiyon
(Passos ve ark., 2007; Wiley ve ark., 2016), kok hicre tukenmesi, inflamasyon
(Jenny, 2012), sinyal yollarindaki bozulmalar, protein hemostaz kaybi gibi endojen
faktorleri ya da sigara kullanimi, yiiksek yagli diyet, kemoterapi, radyasyon ve
diger cevresel veya yasam tarzi faktorlerini iceren eksojen faktorleri kapsayabilir
(Childs ve ark., 2015; Finkel & Holbrook, 2000; Lopez-Otin ve ark., 2013). Bu
faktorler, hiicre yaslanmasini indiikleyen reaktif oksijen turevlerinin (ROS)
tiretimiyle yakindan iliskilidir ve ayrica guaninden-zengin telomer tekrar dizilerinin
oksidatif hasara karsi Ozellikle duyarli oldugu distiniilmektedir (Oikawa &
Kawanishi, 1999). Yaslanma ile iliskili fizyolojik biitiinliigiin kademeli kayb,
biyolojik islevleri bozar ve organizmalarin homeostazi korumasini giderek
zorlagtirir. Yaslanma, hiicresel islevlerin kademeli olarak azalmasiyla iliskili

kaginilmaz ve geri dondiriilemez bir suregtir.
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Telomer kisalmasinin, hiicre yaslanmasini baslatan bir unsur oldugu goz oniine
alindiginda, bir¢cok ¢alisma telomer kisalmasi ile yasla iligkili hastaliklar arasindaki
iliskiyi aragtirmistir. Bu hastaliklar genellikle normal yaslanma siirecinde ortaya
¢ikmakla birlikte, nadir durumlarda prematiir yaslanma sendromlar1 baglaminda da
gozlemlenebilir (Armanios & Blackburn, 2012). Prematiir yaslanma sendromlart;
sa¢ beyazlamasi, sa¢ dokiilmesi, norolojik dejenerasyon, deri alt1 yag kaybi, cilt
atrofisi ve kanserler gibi yashilikla 6zdeslesmis semptomlara yol acar. Bu
hastaliklarin tiimiinde, DNA hasar yaniti ve/veya DNA hasar onarimi yollarinda,
telozom yapisinda veya telomer uzunlugu diizenlemesinde gorevli proteinlerde
patojenik genetik varyantlara bagli islev bozukluklari goriilmektedir. Etkilenen
yolaga bagh olarak, bu bireylerde telomer boyu kisalmis olabilir ya da telomer
kisalma hizi, yasca eslestirilmis bireylere kiyasla artmis olabilir. Gegtigimiz
yillarda yapilan bircok c¢alisma, telomer biyolojisini prematiir yaslanma
sendromlartyla iliskilendirmistir. Bunlara 6rnek olarak Hutchinson-Gilford progeri
sendromu, Werner sendromu, Bloom sendromu, Nijmegen kirik sendromu,
Cockayne sendromu, diskeratozis konjenita, ataksi telenjiektazi ve Down sendromu
verilebilir (Turner ve ark.,, 2019). Bununla birlikte, prematiir yaslanma
sendromlarinin pek c¢ok yonden dogal yaslanmadan farklilik gosterdigi ve bu
bulgularin genel yaslanma siirecine dogrudan uygulanamayacagi akilda tutulmalidir

(Sanders & Newman, 2013).

Her replikasyon dongusinde DNA kademeli olarak kaybedilmektedir. Telomerler
yaklagik 4 kilobazlik kritik bir uzunluga kisaldiginda ise daha fazla bolinmeyi
engeller. Kisalan telomer boyu in vitro ortamda hiicresel ¢ogalma kapasitesiyle
iligkilidir, in vivo ortamda da yaglanma siireciyle korelasyon gostermektedir
(Hayflick, 1965; Huang ve ark., 2025). Giincel literatiirde yasa bagimli olarak
meydana gelmesi beklenen pek c¢ok hastalikta telomer uzunlugunun degismis

oldugu gosterilmistir.

Kisalmig telomerlerin kardiyovaskiiler hastaliklarla (Fitzpatrick ve ark., 2007;
Haycock ve ark., 2014; Salpea & Humphries, 2010) iliskisi pek ¢ok calismada
irdelenmistir. Ozellikle ateroskleroz (Minamino ve ark., 2002; Okuda ve ark., 2000;
Samani ve ark., 2001), hipertansiyon (Aviv & Aviv, 1999), vaskiler demans (von
Zglinicki ve ark., 2000) ve koroner kalp hastaligi (Wang ve ark., 2011) ile ilgili
yayinlar dikkati ¢ekmektedir. Hatta bircok vakada telomer uzunlugu bu
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hastaliklarin siddetinin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir (Cawthon ve ark.,
2003; Willeit, Willeit, Brandstatter, ve ark., 2010)

Tip 2 diyabetes mellitus (T2DM) ve telomer boyu iliskisi konusundaki yayinlar ise
celiskilidir. Bazilar1 telomer kisaligi saptarken (Jeanclos ve ark., 1998; Salpea ve
ark., 2010; Zhao ve ark., 2013), baz1 ¢aligsmalarda bir iliski izlenmemistir (Willeit
ve ark., 2014; You ve ark., 2012).

Karaciger hastaliklarinda; alkol-dis1 yagli karaciger hastaliginda hepatosit telomer
boylar1 kisaldigi gosterilmis (Aravinthan ve ark., 2013), hastaligin ilerleyisi ile
telomer uzunlugu iliskili bulunmustur (Shin ve ark., 2021; Tang ve ark., 2023;
Wiemann ve ark., 2002). Siroz hastalar1 da kontrollere kiyasla daha kisa telomerlere
ve artmis telomeraz mutasyonlarina sahiptir (Hartmann ve ark., 2011; Nault ve ark.,
2019) Ek olarak, kronik karaciger hasarina maruz kalan telomeraz eksikligi olan

farelerde karaciger fibrozunun hizlandig1 gosterilmistir (Alves-Paiva ve ark., 2018).

Bir¢ok calisma, pulmoner hastaliklarin yaglanma siireciyle 6nemli bir iliskiye sahip
oldugunu gostermistir (Povedano ve ark., 2015; Schneider ve ark., 2021).
Literatiirde idiopatik pulmoner fibrozis vakalarinda telomer kisalmasi saptanmistir
(Alder & Armanios, 2022; Zhang ve ark., 2021). Bir ¢oklu gen risk skoru
analizinde ise 400.000 birey ve bir milyon kontrol grubu ele alinmis; pulmoner
fibrozis, kisa telomerlerle en giiclii sekilde iligkili hastalik olarak tanimlanmistir
(Haycock ve ark., 2017). Kisa telomerler, ayn1 zamanda literatiirde akciger nakli
sonrasi allogreft disfonksiyonuna kadar gecen siirenin kisalmasi ile iligkili
bulunmustur (Newton ve ark., 2017). Cesitli ¢alismalar, KOAH’l1 bireylerin kan
veya akciger dokusundaki telomer uzunlugunun saglikli bireylere kiyasla genellikle
daha kisa oldugunu tutarl bir sekilde ortaya koymustur (Ahmad ve ark., 2017;
Albrecht ve ark., 2014). KOAH hastalarindan elde edilen kiigiik hava yolu epitel
hiicreleri, saglikli bireylere kiyasla artmis telomer iliskili odaklar (TAF) ve
yaslanma belirtegleri gostermektedir (Ahmad ve ark., 2017).

Bobrek hastaliklart bakimindan; bir¢ok ¢alisma daha kisa telomerlerin KBH ile
iliskili oldugunu ortaya koymustur (Fazzini ve ark., 2020; Kronenberg, 2021; Park
ve ark., 2021). Bir ¢alismada, rolatif telomer uzunlugundaki her 0,1 birimlik azalma
icin mortalite riskinin yas, cinsiyet, bobrek fonksiyonu ve kardiyovaskiiler risk

faktorlerinden bagimsiz olarak %14 arttigi bulunmustur (Fazzini ve ark., 2020). Tip
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2 diyabetes mellituslu (T2DM) 2.000'den fazla hastay1 i¢eren bagka bir ¢alismada,
daha kisa 16kosit telomer uzunluguna sahip bireylerin albUmindri progresyonu
acisindan 1,9 kat daha yiiksek risk tasidigi gosterilmistir (Gurung ve ark., 2018).
Literatiirde telomer kisalmasi ve bobrek fibrozisi arasinda da bir iliski izlenmistir

(Rossiello ve ark., 2022; Saraswati ve ark., 2021).

Arastirmalar ayrica telomer uzunlugu ve norodejeneratif hastaliklar arasinda
belirgin bir iligski oldugunu 6ne siirmektedir. En yaygin nérodejeneratif bozukluk
olan Alzheimer hastaliginda, telomer uzunlugu agisindan kontrollerle anlaml
farkliliklar saptanmistir (Forero ve ark., 2016; Honig ve ark., 2012). Alzheimer'dan
sonra en yaygin ndrodejeneratif bozukluk olan Parkinson hastaliginda, hastalarin
postmortem beyin Orneklerinde yaslanmis (Senescent) astrositler tespit edilmistir
(Chinta ve ark., 2018). Ek olarak, kritik derecede kisa telomerlere sahip fareler
performans testlerinde bozulmus noromiiskiiler koordinasyon sergilemistir
(Whittemore ve ark., 2019). Bu bulgular, telomer uzunlugu ve Parkinson hastaligi
arasinda potansiyel bir iliski oldugunu O©ne siirmektedir. Ancak bu iliskinin

aydinlatilmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir.

2.2.7. Telomer uzunlugu ve kanser

Anormal hiicrelerin kontrolsliz ¢ogalmasi olarak tanimlanan kanser, dnemli bir
global mortalite sebebidir (Torre ve ark., 2016) ve ilerleyen yas, en 6nemli risk
faktorl olarak kabul edilmektedir (Campisi ve ark., 2011). Kanser hicreleri
genellikle genomik instabiliteleri ve 6liimsiiz olmalartyla taninmaktadir (Hanahan,
2022). Oliimsiizliik 6zelligi; hiicrenin normal replikatif smirn1 asmasina olanak
tantyan, edinilmis mekanizmalar sonucu ortaya ¢ikar. Bu nedenle, hiicrenin sinirl
cogalma kapasitesi kanserin Onlenmesinde hayati bir 6neme sahiptir. O halde
telomerlerin islevi, kansere kars1 bir koruma olarak da degerlendirilebilir (Turner ve
ark., 2019). Telomer yikimi kritik bir seviyeye ulagtiginda, hiicre kaginilmaz olarak
senesens veya apoptoz yolaklarina yonlendirilerek genom biitiinliigliniin korunmasi
saglanir. Ancak bu mekanizmanin basarisiz olmasi durumunda tiimdorigenesis siireci

baglar (Wright ve ark., 1989).
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Tiimdrigenesisin ii¢ asamas1 vardir. 11k olarak, telomerik tekrar dizileri kaybedilir
(Oh ve ark., 2005). Ikinci asamada, uglar1 korunmamis telomerleri DNA kirig
olarak algilayabilecek olan homolog olmayan u¢ birlesmesi ya da homolojiye
dayal1 onarim mekanizmalar1 uygunsuz sekilde devreye girer. Sonug¢ olarak
kromozom uglar fliizyona ugrar, disentrik kromozomlar meydana gelir ve hicre
boliinmesi sirasinda da bu kromozomlar pargalanarak yeni kiriklara yol agar (De
Lange, 2005b). Her bir hiicre bolinmesinde telomerler daha da kisalir, genomik
kararsizlik birikir (De Lange, 2005b). Bu durumda olusan kromozom yeniden
diizenlemeleri timor gelisme potansiyelini daha da artirir (Albertson ve ark., 2003;
Cheung & Deng, 2008; Nowell, 1997). Ugiincii asamada da bu malign hiicrelerin
simnirsiz  boliinme kapasitesine ulasarak oliimsiizlik 6zelligi kazanmalari
gerekmektedir. Kanserlerin yaklasik %90’mnda bu durum telomeraz enziminin
ekspresyonu ile saglanir (Jafri ve ark., 2016). Daha nadiren ise alternatif telomer
uzatma mekanizmasi araciligiyla gerceklesir (Heaphy ve ark., 2011). Bunlar g6z
onunde bulunduruldugunda, kisalmig telomerlerin, uygun mekanizmalar tarafindan
tanindiginda tiimor olusumuna kars1 bir koruyucu, taninmadiginda ise bir baglatici
rol Gistlendigi yaygin olarak kabul edilmektedir (Turner ve ark., 2019). Son yillarda,
tek bir kisa telomerin tiimorigenezis icgin yeterli olabilecegi ve telomeraz
aktivitesinin yalnizca en kisa telomerler iizerinde etkili olabilecek kadar siki bir
sekilde kontrol edildigi daha fazla anlasilmaktadir. Bu durum telomer boyunun
diger kromozomlarin 6tesine uzamasindan ziyade, diger kromozomlarla senkronize
bir sekilde telomerlerin kisalmis halinin korunmasini saglamaktadir. Sonug¢ olarak
bircok tiimor cesidinde, toplam telomer uzunlugu komsu normal hiicrelerle
karsilastirildiginda degismeden kalmakta ya da kisalmis durumda olmaya devam
etmektedir (Chevret ve ark., 2014; Deng ve ark., 2003; der-Sarkissian ve ark.,
2004).

Telomer uzunlugu ile c¢esitli kanser tiirleri arasindaki iliskiyi inceleyen pek ¢ok
caligma; kanserlerde telomer boyunun kisaldigini, hatta malignite derecesi ve
prognozun da telomer uzunlugu ile iliskili olabildigini saptamistir (Wentzensen ve
ark., 2011; Willeit, Willeit, Mayr, ve ark., 2010). Meta-analizlerde, mesane,
0zofagus, mide, bas-boyun, over ve renal kanserlerde telomer boyunun kisaldigi
gosterilmistir (Wentzensen ve ark., 2011). Kisa telomerler ve telomeraz

mutasyonlart ayn1 zamanda hepatokarsinom ile de iliskilendirilmistir (Donaires ve
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ark., 2017; Donati ve ark., 2017). Ote yandan, endometriyal, prostat ve cilt
kanserinde telomer uzunlugu ile herhangi bir iligki saptanmamaistir. Ek olarak; non-
Hodgkin lenfoma, meme, akciger ve kolorektal kanserlerde telomer uzunlugu ile
iliskiyi inceleyen g¢alismalar da net sonuglara ulasamamistir (Wentzensen ve ark.,
2011). Giincel bir sistematik ¢aligmada, 31 farkli kanser tiirlinde telomer uzunlugu
degerlendirilmis ve genel olarak tiimor dokularinda telomerlerin normal dokulara
kiyasla daha kisa oldugu saptanmustir. Ancak orneklerin bir kisminda telomer
uzamasi da gozlemlenmistir. Testikiiler germ hiicreli karsinom, diisiik dereceli
gliom ve sarkomda, Orneklerin %50’sinden fazlasinda telomer uzamasi tespit
edilmistir (Barthel ve ark., 2017). Bu durumda telomer boyunun kanserle olan
iligkisinin kanser cesidine bagli oldugu soylenebilir. Benzer sekilde, telomer
uzunlugu ve kanser gelisim riski arasindaki iligki degerlendirildiginde de celiskili
sonuclar elde edilmistir. Bazi ¢alismalar, uzun telomerlerin kanser riskini artirdigini
bildirirken (Haycock ve ark., 2017; Pellatt ve ark., 2013; Sanchez-Espiridion ve
ark., 2014), bazilari ise kisa telomerlerin bu riski yiikselttigini savunmaktadir (Anic
ve ark., 2013; Ma ve ark., 2011; Wentzensen ve ark., 2011). Bu ¢eliskiler, kismen
de olsa ¢aligma tasarimlarindaki farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir. Prospektif
caligmalar telomer uzunlugunu kanser tanisindan 6nce, yani timorigenesisin ikinci
evresi gerceklesmeden Once, telomerlerin halen uzun oldugu donemde
degerlendirmektedir. Retrospektif ¢alismalar ise kanser tanisinin alinmasindan
sonrasi, yani telomerlerin kisaldigi ve genomik instabilitenin arttigt dénemde

degerlendirme yapmaktadir (Haycock ve ark., 2017; Pooley ve ark., 2010).

2.2.8. Telomer kisalmasina karsi potansiyel miidahale stratejileri

Telomerler, kromozomlarin uglarinda bulunan koruyucu yapilardir ve genomik
stabilitenin korunmasinda ve hiicresel Omriin siirdiiriilmesinde kritik bir rol
oynamaktadir (Turner ve ark., 2019). Hiicre boliinmesi sirasinda telomerler giderek
kisalmakta ve bu durum sonunda hiicresel yaslanma (senesens) veya apoptoza yol
acmaktadir. Telomer biyolojisini hedef alan miidahaleler, yasa bagli hastaliklarin

onlenmesi ve saglikli yasam siiresinin uzatilmasi agisindan potansiyel tagimaktadir.
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Telomeraz aktivasyonuna yonelik stratejiler

Telomeraz aktivasyonuna yonelik, kigik molekul aktivasyonu ve gen tedavisi
stratejileri  bulunmaktadir. Son yillarda baz1 kiigiik molekiillerin telomeraz
aktivitesini artirma potansiyeline sahip oldugu bulunmustur (Bernardes de Jesus ve
ark., 2011). Bu bilesiklerin temel etki mekanizmasi, TERT gen ekspresyonunun
yukar1 diizenlenmesini saglayarak telomer kisalmasini yavaglatmasi ve hiicresel
yaslanma siirecini geciktirmesidir. Ancak, telomeraz aktivasyonunun yaslanmay1
geciktirici etkilerine ragmen, yiiksek telomeraz aktivitesinin bircok kanser
hiicresinde gozlendigi bilinmektedir. Bu durum, uzun vadeli kullanimin anormal
hiicre proliferasyonunu tetikleme riski tasiyabilecegini diislindiirmektedir. Bu
nedenle, Klinik uygulama 6ncesinde kapsamli giivenlik degerlendirmeleri yapilmasi
gerekmektedir (Bernardes de Jesus ve ark., 2011). Gen tedavisi stratejisi ise TERT
geninin viral vektorler veya diger tasima sistemleri aracilifiyla viicuda
aktarilmasini, boylece hiicre igindeki telomeraz aktivitesini dogrudan artirmayi
hedefleyen bir yaklagimdir (Dolcetti & De Rossi, 2012). Bernardes de Jesus ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir fare modeli ¢alismasi, bu stratejinin telomerleri
uzatmakla kalmayip ayni zamanda doku fonksiyonlarini iyilestirdigini, yaslanma
belirtilerini geciktirdigini ve belirli bir 6l¢clide yasam siiresini uzattigini gostermistir
(Bernardes de Jesus ve ark., 2012) Ayrica, bu arastirma sirasinda belirgin bir kanser
riski gozlenmemistir. Ancak gen tedavisi stratejisinin immiinolojik yanitlar ve uzun
vadede diizenleme zorluklar1 gibi ¢esitli engelleri bulundugu akilda tutulmalidir. Bu
nedenle insanlarda uygulanmadan oOnce daha fazla arastirmaya ihtiyag

duyulmaktadir (Bernardes de Jesus ve ark., 2012).

Yasam tarzi degisikliklerine yonelik stratejiler

Yasam tarzi degisikligine yonelik dengeli beslenme, orta diizeyde egzersiz ve stres
yOnetimi stratejileri mevcuttur. Akdeniz diyeti gibi; antioksidanlar, lif, polifenoller
ve omega-3 yag asitleri acisindan zengin, dengeli bir beslenme oksidatif stresi ve
kronik inflamasyonu azaltarak telomerlerin hasardan korunmasina katkida
bulunmaktadir (Nikiphorou & Philippou, 2023; Ruiz-Le6n ve ark., 2019).
Antioksidan acisindan zengin bir diyetin telomer boyunu korumanin yanisira
kardiyovaskiiler hastaliklar, metabolik sendrom ve diger kronik hastalik risklerini

de azalttig1 bilinmektedir (Moores ve ark., 2011). Bu nedenle dengeli bir diyet ile
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beslenme, yaslanmaya karst 6nemli bir farmakolojik-olmayan miidahale yontemi
olarak kabul edilmektedir. Ek olarak diizenli bir bigimde gerceklestirilen orta
diizeyde egzersiz, kardiyovaskiiler sagligi iyilestirip endokrin fonksiyonlari
diizenleyerek inflamasyon seviyelerini diisiiriir, boylece dolayli olarak telomerleri
koruyabilir (Puterman ve ark., 2013). Fiziksel aktivite sirasinda salgilanan ¢esitli
faktorler, antioksidan savunmay1 giiclendirir ve hiicresel onarim kapasitesini artirir.
Epidemiyolojik ¢alismalar, daha yiiksek fiziksel aktivite diizeyine sahip bireylerin
genellikle daha uzun 16kosit telomerlerine sahip oldugunu ve bunun egzersizin
yaglanma karsit1 etkisini destekledigini gostermektedir (Cherkas ve ark., 2008).
Kronik psikolojik stres de telomer kisalmasini hizlandiran 6nemli dis faktorlerden
biri olarak kabul edilmektedir. Bu sirec, esas olarak hipotalamus-hipofiz-adrenal
aksmin uzun siireli aktivasyonu yoluyla gerceklesmektedir (Aulinas ve ark., 2013;
Tomiyama ve ark., 2012). Siirekli stres altindayken adrenal bezlerden salgilanmaya
devam eden kortizol; hem oksidatif stres seviyelerini artirir, hem de inflamatuar
faktorlerin salimimin tesvik ederek telomer kisalmasini hizlandirir (Osler ve ark.,
2016). Bu olumsuz etkileri hafifletmek amaciyla literatiirde gesitli stres yonetimi
stratejileri Onerilmis ve telomerlerin korunmasinda potansiyel tasidigi One
siiriilmiistiir. Ornegin, farkindalik ( “mindfulness”’) meditasyonu; bireylerin mevcut
ana odaklanmalarin1 saglamakta, kaygiy1 ve duygusal dalgalanmalar1 azaltmaktadir
(Ewais ve ark., 2019; Hoge ve ark., 2023). Postir, nefes kontrolli ve meditasyonu
birlestiren yoga uygulamalar1 da fiziksel ve psikolojik stresi azaltmaya yardimci
olmaktadir. EK olarak, yeterli ve kaliteli uyku, diisiik stres seviyeleri ile iligkili olup

uzun 16kosit telomer boyu ile iligkili bulunmustur (Kim ve ark., 2016).

2.2.9. Gelecek perspektifi

Telomer biyolojisine dair bilgilerimiz, 1939 yilindaki kesiflerinden bu yana biiyiik
bir ivmeyle artmistir. Mevcut veriler telomer kisalmasinin yaslanma siireci ve
bircok hastaligin patogenezi ile iliskili oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak
telomer arastirmalarinin  goézlemsel dogasi, nedensel ¢ikarimlar yapilmasim
engellemektedir. Ayrica gozlemlenen telomer kisalmasinin bir neden mi, sonu¢ mu
yoksa her ikisi birden mi oldugu heniiz netlik kazanmamistir. Ayni1 zamanda,

bireyler aras1 telomer boyundaki yiiksek degiskenlik, kronolojik yas disinda birgok
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baska faktoriin de etkili olabilecegine isaret etmektedir. Bunlar arasinda genetik
faktorler, cinsiyet, etnisite, psikososyal stres dlzeyi, fiziksel aktivite dizeyi,
obezite, alkol ve sigara kullanimi bulunmaktadir(Turner ve ark., 2019). Telomer
uzunlugu ¢alismalarinda; telomer boyunun 6l¢limii zor bir parametre oldugu, bu
nedenle herhangi bir ¢alisma tasariminda kullanilan teknik unsurlarin sonuglari
yorumlamada &nemli sorunlar yaratabilecegi dikkate almmalidir. Ornegin,
orneklerin saklama kosullari, DNA ekstraksiyon ve telomer uzunlugu 6l¢iimiinde
kullanilan yontem (Cunningham ve ark., 2013; Turner ve ark., 2014; Zanet ve ark.,
2013) sonuglar iizerinde etkili olabilir. Telomer uzunlugunu hastalik baslangiciyla
iliskilendiren ¢alismalarda, Ornegin hiicre tipi (Wentzensen ve ark., 2011),
kullanilan kontrol tipleri, numunenin alim zamani ve herhangi bir tedavi uygulanip
uygulanmadigi gibi degiskenler (Haycock ve ark., 2017) elde edilen verileri
etkileyebilir. Bu nedenle, gelecekteki aragtirmalarda telomer biyolojisi ile yaslanma
ve hastalik siiregleri arasindaki karmagik iligkileri anlamaya yonelik daha saglam,
dikkatli bicimde tasarlanmis ve tekrarlanabilir yontemlerin kullanilmasi biiyiik

Onem tasimaktadir.

2.3. SMIN Proteini ile Telomer iliskisi

Telomeraz Okaryotik hucrelerde telomerlerin replikatif kisalmasini Onleyerek
kromozomal stabilitenin  siirdiirilmesinden  sorumlu, 06zel amagh  bir
riboniikleoprotein  komplekstir. Bu enzim, DNA polimerazin replikasyonda
tamamlayamadigr 3' uglara TTAGGG tekrar dizileri ekleyerek her hicre
bolinmesinde meydana gelen telomer kaybmi telafi eder, mitotik olarak aktif
kalmas1 gereken hiicrelerde uzun siire replikasyon yeteneginin korunabilmesi i¢in
telomer uzunlugunun siirdiiriilmesini saglar (Shay & Wright, 2019). Ilk kez 1985
yilinda tanimlanmistir (Greider & Blackburn, 1985). Telomeraz holoenzimi iki ana
bilesenden olusur: ters transkriptaz aktivitesi gosteren katalitik alt birim (TERT) ve
telomerik DNA'nin sentezinde kalip gorevi goren telomeraz RNA bileseni (TERC).
Normal somatik hiicrelerde telomeraz aktivitesi diisiik ya da yokken, kok hiicreler,
germ hiicreleri ve cogu kanser hiicresi gibi proliferatif kapasiteleri yiiksek
hiicrelerde yiiksek telomeraz aktivitesi bulunmaktadir (Shay & Wright, 2019).

Yapilan ¢alismalar, telomerazin sadece telomer uzunlugu homeostazinda degil, ayni
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zamanda hiicresel Omiir, yaglanma siiregleri ve onkogenezde kritik roller

iistlendigini gostermistir (Shay & Wright, 2019; Zhong ve ark., 2011).

SMNL1 geni tarafindan kodlanan SMN proteini, kiiciik ¢ekirdekli riboniikleoprotein
(snRNP) komplekslerinin montaji, mRNA islenmesi ve aksonal tasima gibi ¢esitli
hlcresel sireclerde kritik rol oynayan g¢ok fonksiyonlu bir proteindir (Bachand ve
ark., 2002; Singh ve ark., 2017). SMN proteininin hicredeki énemli goérevlerinden
biri de nukleer organeller olan Cajal cisimlerinin biyogenezi ve islevidir (Hebert ve
ark., 2001; Poole ve ark.,, 2016). Telomeraz holoenziminin alt birimlerinin
birlestirilmesi ve matiirasyonu da Cajal cisimciklerinde gerceklesir (Jady ve ark.,
2004; Machyna ve ark., 2013). SMN proteini buradaki proteinlerin etkilesimini
degistirerek telomeraz biyogenezinde Onemli bir rol oynamaktadir. Literatiirde
SMN proteininin Cajal cisimciklerinde bulunan bagka 6nemli bir protein olan coilin
ile birlikte, telomeraz RNA'st ile etkilesime girdigi ve diskerin proteininin
telomeraz RNA'sina baglanmasini olumsuz yonde diizenleyerek telomeraz
kompleksinin montajini ve islevini modiile ettigi gosterilmistir (Poole & Hebert,
2016). Ayrica, Bachand ve arkadaglar1 SMN proteininin dogrudan telomeraz ile
fiziksel olarak iliski kurdugunu, in vitro baglanma ve immiinopresipitasyon
deneyleri ile kanitlamis; SMN'yi yeni bir telomeraz iliskili protein olarak
tanimlamistir (Bachand ve ark., 2002). Bu etkilesimler, spinal muskiiler atrofi
(SMA) gibi SMN proteini eksikligi ile seyreden durumlarda, telomeraz biyogenezi
ya da aktivitesinin bozulabilecegini ve sonucta telomer islev bozukluklarinin ortaya
cikabilecegini diisiindiirmektedir. Bu da telomer homeostazin1 sekteye ugratarak
hiicresel yaslanma, hiicre boliinmesinin durmasi ve genetik materyalin hasara
ugramasi ile hastalik siire¢lerine zemin hazirlayabilir. Cajal cisimciklerinin hem
telomerazin hem de snRNP komplekslerinin olgunlagsma merkezleri oldugu dikkate
alindiginda, SMN ile telomeraz bilesenleri arasindaki etkilesimler de SMN'nin
RNA metabolizmast ve genom biitiinliigii {izerindeki daha genis roliini
desteklemektedir. Sonu¢ olarak SMA hastaliginda telomer uzunlugunun
degerlendirilmesi, yalnizca Cajal cisimciklerindeki temel hicresel sureclerin
anlagilmasina katki saglamakla kalmayip, aym1 zamanda SMA hastaliginin

patogenezinin de daha iyi aydinlatilmasina yardimci olabilir.

Bu tez c¢alismasinda; SMN proteininin Cajal cisimciklerinde telomeraz

biyogenezindeki roliinden hareketle, SMA hastalarinin telomer uzunlugunun
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saglikli kontrollere gore degisiklik gdsterecegi hipotezi 6ne siiriilmiistiir. Ek olarak;
gen replasman tedavisi almig olan hastalarda SMN protein diizeyi artacagindan
dolay1, varsa telomer boyuna olan etkinin geri donecegi diisiiniilmektedir.
Arastirma kapsaminda gen tedavisi almis ve almamis SMA hastas1 bireyler ile,
onlarla hem yas hem cinsiyet bakimindan eslestirilmis saglikli kontrollerin rolatif

16kosit telomer boylar1 karsilastirilarak sonuglar literatiir esliginde tartisilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirma analitik ve prospektif bir vaka-kontrol ¢alismasidir.
3.2. Arastirma Bolgesi ve Zamani

Bu aragtirmanin vaka grubunu; Ocak 2021-2025 tarihleri arasinda Necmettin
Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine,
Ocak—May1s 2024 tarihlerinde Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Norolojisi Bilim Dali poliklinigine ve Temmuz 2024-Ocak 2025
tarihlerinde Istanbul Medipol Universitesi Medipol Mega Universite Hastanesi
Cocuk Goglis Hastaliklar1 Bilim dali poliklinigine basvuran hastalar arasindan
calismaya dahil edilen bireyler olusturmaktadir. Arastirmanin kontrol grubu ise
Ocak 2023-Ocak 2025 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan Universitesi Tip

Fakultesi hastanesine bagvurmus hastalar arasindan segilmistir.
3.3. Arastirma Evreni ve Yeri

Arastirmanin evrenini NEUTF Hastanesi Tibbi Genetik, Osmangazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Cocuk Nérolojisi ve Medipol Mega Universite Hastanesi Cocuk
Gogiis Hastaliklar1 polikliniklerine bagvuran, kronolojik yas1 0-18 yas arasinda olan
cocuklar olusturmaktadir. Arastirma bunyesinde yer alan genetik uygulamalar ve
analizler NEUTF Genetik Hastaliklar Degerlendirme Merkezi Molekiiler

laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
3.4. Calisma Plani ve Simirhhiklar

Calismanin planlanmasina 2022 yili Aralik ayinda baslanmstir. ik olarak Spinal
Muskiiler Atrofi (SMA) hastalig1 igin literatiir arastirmas: yapilmistir. Literatiirde
yer almayan telomer uzunlugu parametresi hakkinda da arastirmalar yapilmis, bu
hasta grubunda telomer boyunun hangi mekanizma ile etkilenmis olabilecegi,
sonuglarinin ne olabilecegi irdelenmistir. Calismada analitik aragtirma tiirlerinden
vaka-kontrol metodu kullanilmasi, kontrol grubunun hasta grubuyla cinsiyet ve yas
bakimindan olabildigince eslestirilmesi planlanmistir. Ardindan yaklasik 50 hasta

ve 50 kontrolden olusan bir ¢aligma grubunda telomer uzunlugu tayin etmenin
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maliyeti arastirilmistir. Bu maliyetin biitcemiz icinde gerceklestirilebilecegi
goriilmiis; daha o6nce yapilmamis bir ¢alisma olmasi nedeniyle, mimkin olan en
yiiksek hasta sayisina ulasmak hedeflenmistir. Hem vaka hem de kontrol gruplari
icin calismaya katilma kriterleri belirlenmistir.

3.5. Orneklem Secme Kriterleri

Orneklemimiz SMA tanis1 almis hastalardan ve bilinen kronik hastali§1 olmayan,
genetik hastalik tanis1 almamis, saglikli ¢ocuklarin olusturdugu kontrol grubundan

meydana gelmektedir.

Katilimcilarin vaka grubuna dahil edilmesinde dikkate alinan 6lgiitler sunlardir:
e Kan alinma tarihinde 3 aydan biiylik ve 18 yasindan kii¢iik olmak

e Spinal Muskiiler Atrofi (SMA) tanis1 almig olmak

e SMA’dan bagimsiz ek bir komorbiditeye sahip olmamak

e Velisi tarafindan ¢aligmaya katilmasina sozlii ve yazili olarak izin verilmek

Katilimcilar1 vaka grubundan diglama 6l¢iitleri sunlar olarak belirlenmistir:
e Kan alma tarihinde 3 aydan kiigiik veya 18 yastan biiyiik olmak
e SMA tanis1 disinda ek bir major morbiditeye sahip olmak

e Vaka Grubu Ebeveyn/Yasal Vasi ve/veya Katilimer Bilgilendirilmis Goniillii

Onam Formlarini imzalamamak

Kontrol grubu ise herhangi bir hastalik tanis1 olmayan, yapilan testlerde herhangi
bir hastalik tanis1 almamais, birbiri ile iliskisiz bireyler arasindan se¢ilmistir. Hasta
grubu ile cinsiyetlerinin birebir ayni olmasina, aynm etnik kokenden olmalarina ve

dogum tarihleri arasinda 3 aydan fazla zaman bulunmamasina 6zen gosterilmistir.

Katilimcilarin kontrol grubuna dahil edilmesinde dikkate alinan 6l¢iitler sunlardir:
e Kan alinma tarihinde 0-18 yas arasinda olmak

e Bagvuru sikayetine yonelik yapilan testlerde herhangi bir major genetik tani

almamak, ileri arastirmaya gereksinim duyulmamak
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e Velisi tarafindan ¢aligmaya katilmasina s6zlii ve yazili olarak izin verilmek

Katilimcilar kontrol grubundan diglama o6lgiitleri sunlardir:

e (Ciddi bir genetik, metabolik, norolojik, respiratuar, immiinolojik hastalig1

bulunmak

e Herhangi bir tan1 konulmasa da var olan sikayetleri nedeniyle ¢esitli boliimlerde

arastirtlmak, hastaneye yatis gerektirmek

Calismanin katilimer olma kriterlerini saglayan tiim hastalar ve ebeveynlerine
detayl bilgi verilmistir. Tiim uygulamalarda ¢cocugun ve ailenin goniilliiligi esas
alinmistir. Son durumda calismaya yukarida belirtilen tarih araliklarinda NEUTF
Hastanesi T1bbi Genetik Anabilim Dali polikligine basvurmus 11 hasta, Osmangazi
Universitesi Hastanesi Cocuk Nérolojisi polikliniginde takipli 18 hasta ve Istanbul
Medipol Universitesi Medipol Mega Hastanesi Cocuk Gogiis Hastaliklart
blnyesinde takipli 29 hasta alinmistir. Toplamda 31’1 kiz, 27°si erkek olmak (izere

58 SMA tanili hasta aragtirmaya dahil edilme kriterlerini karsilamistir.

Calismamizin tim hasta grubuna ait toplu klinik bilgiler Tablo 3.1°de 6zetlenmistir:

Tablo 3. 1: Hasta grubuna ait demografik ve klinik bilgiler

SMN2 Gen
Hasta Cinsiyet Yas Kopya SMA tipi Replasman
Sayisi Tedavisi

1 K 4 yil 1} ay 21 5 1 )
giin

2 E 7 yil 5 ay 8 giin 2 1 -

3 E 7yl 9 ay 25 5 1 i
giin

4 E 9 yil 4 ay 13 2 1 )
gin

5 K 6 yil 8 ay 30 5 1 i
gin

6 E 1 yil l} ay 24 5 1 i
gin

7 K 6 yil 4 ay 3 gin 3 2 -

8 K 15 y1l 18 giin 2 2 -

9 K 11yl 2 ay 11 5 5 i
gin

10 E 6 yil 6 ay 17 3 5 )
gin

11 K 3yil9ayll 3 2 i
gin
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Tablo 3. 1: Hasta grubuna ait demografik ve klinik bilgiler (Devami)

12 6 yil 8 ay -

13 16 yil 4 ay 19 i
gin

14 15 yil 2 ay 11 i
gin

15 12 yil 1"1 ay 14 i
gin

16 2 yil 4 ay 9 giin -

17 17 y11"1 ay 7 )
glin

18 2 yil 2 ay 16 )
gin

19 2 yil 9 ay 22 i
giin

20 3yil 2 ay 2 giin EVET

21 4yil 2ay 16 EVET
giin

22 2yil 72y 19 EVET
giin

23 4 y1l 6 ay 30 EVET
giin

24 Lyil 3 ay23 EVET
giin

25 3yil 3 ay EVET

26 2yil7ay 10 EVET
gin

27 Syil3 ay 5 giin -

28 6yil 1 ay 17 EVET
giin

29 1 yil 10 ay 7 )
giin

30 1 yil 3 ay 2 glin EVET

31 10 ay 23 giin -

32 2yil9ay 14 EVET
giin

33 2 yil 1 ay 4 giin EVET

34 6 yil 23 giin EVET

35 Syl llay3 EVET
gin

36 Iyl 10ay 23 EVET
gin

37 2yil'5 ay 22 EVET
gin

38 3yilday19 EVET
gin

39 3yil 7 ay 9 giin EVET

40 5yil 7 ay 3 giin -
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Tablo 3. 1: Hasta grubuna ait demografik ve klinik bilgiler (Devami)

41 E 1 yil 6 ay 1 giin 2 1 -
2yil 7ay 17

42 E gun 2 1 EVET
1yil 11 ay 25

43 K gun 2 1 -
4yil4ay12

44 E gun 2 1 -

45 K 5yl 9ay5 giin 2 1 EVET

46 E 7 ay 10 gin 2 1 -
2yil4ay 10

47 E gun 2 1 -
2 yil 9 ay 20

48 E gun 3 2 -
3yil10ay 1

49 E giin 3 3 -

50 K 7 ay 20 gin 2 1 -

51 K 2 y11 9 ay 6 giin 2 1 -

52 K 11 ay 6 gln 2 2 -
Syil4ay19

53 K giin 3 3 -
7yillay17

54 E giin 3 2 -

55 K 4 yil 4 ay 3 giin 2 3 -

56 K 1 yil 8 ay 1 giin 4 4 -

57 E 2 yil 4 ay 3 2 -
9 yil 5 ay 29

58 K gun 3 2 -

3.6. Arastirma Oncesi Bilgilendirme

Vaka ve kontrol gruplart arastirma ile ilgili detayli olarak bilgilendirilmistir.
Arastirmanin tipta uzmanlik tezi kapsaminda yapildigi, calisma grubuna dahil
edilen bireylerin 5 ml periferik kan 6rnegi veya periferik kandan izole edilen DNA
numunesi ile ger¢cek zamanli-PZR analizi yapilacagi anlatilmistir. Ayrica
katilmcilarin - kimlik bilgilerinin gizli tutulacagi, arastirmaya dahil edilme
durumunun bireyin tedavi siirecini etkilemeyecegi ve arastirma igin yapilacak
harcamalarla ilgili katilimciya herhangi maliyet yiiklenmeyecegi agiklanmistir.

Ge¢miste numune vermis olan hastalar, ¢alisma zamaninda telefonla aranarak
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yeniden cagirilmigtir. Sozli bilgilendirme sonrasi arastirmaya katilim kriterlerini
saglayan ve katilmaya goniillii olan kisilere (vesayet altinda bulunan g¢ocuklarin
veli/vasilerine) bilgilendirilmis goniilli onam formu okutulmus, c¢alismaya

katilmay1 onayladiklarina dair imza alinmistir (Bkz. Ek-1, Ek-2, EK-3, EK-4).

3.7. Arastirmanin izni ve Etik Durum

Arastirmanin etik agidan uygunlugu Necmettin Erbakan Universitesi Ila¢ ve Tibbi
Cihaz Dis1 Arastirmalar Etik Kurulu’nun 17.02.2023 tarihli 2023/4202 sayili karari
ile onaylanmistir (Ek-5). Arastirma 02.07.2024 tarihinde NEU Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigii tarafindan Tipta Uzmanlik Tez Projesi olarak kabul
edilmistir (Proje No: 23TU18010).

3.8. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

3.8.1. Kullanilan cihazlar

Biyoguvenlik Kabini (MicroAir Flow Cabinet, ClassllA2; Nive MN090)

e Vorteks karistirict / Mikrosantrifiij cihazi (Biosan Combi-Spin FVL-2400N,
DLAB MX-F Model)

e Spin bazli homojenizator (Precellys 24, Bertin Technologies)
e Santrifiij cihaz1 (Mikro 220R, Hettich Zentrifugen)

e DNA izolasyon cihazi (QuickGene-Mini 480, Kurabo)

e Isitic1 blok (Benchmark Digital Heat Block)

e Spektrofotometre (Thermo Scientific NanoDrop 2000)

e Gergek Zamanli PZR Cihazi (CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System
+ Thermal Cycler C100 Touch, Bio-Rad)

e Kronometre
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e Bilgisayar ve Yazici

e Sogutucular

e -80 °C Dondurucu (New Brunswick U570)
e -20 °C Dondurucu (Regal®)

e 4°C Buzdolab1 (Beko)

3.8.2. Kullanilan Kimyasallar ve Gerecler:

e DNA Izolasyon Kiti: DiaRex Whole Blood Genomic DNA Extraction Kit I
(Diagen Biyoteknoloji, Turkiye)

Lizis (LBD) Soliisyonu
Proteinaz K
W1 ve W2 yikama soliisyonlari

Elisyon (EBD) Soliisyonu
e Etanol (%96)
e Spin kolonlar ve toplama tupleri (Roche®)

e PZR Reaksiyon Reaktifi: SensiFAST™ SYBR® Master Mix — No ROX
(Meridian Bioscience Inc.)

e PCR-grade water (Jena Bioscience)

e Otomatik pipetler ve ¢cok kanall pipetler (Eppendorf)

e Nikleaz icermeyen 1,5 mL mikrosantrifiyj tupleri (Greiner Bio-One)

e 15 mL’lik Falcon tiipleri

e Kapakl strip tiipler (0,1 mL, gergcek-zamanli PZR uyumlu) (Axygen®)

e Steril, niikkleaz igermeyen aerosol bariyerli pipet uclari (GenFollower)
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e Pudrasiz eldivenler ve dekontaminasyon mendilleri

e Etiketleme kalemi

3.9. Gergek Zamanh PZR Calisma Basamaklar:

Rolatif telomer uzunlugu 6l¢iimii, IFNB1 referans geninin ve TEL primerlerinin
kullanimiyla Ger¢ek Zamanli (Real-Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR,
PCR) teknigiyle gerceklestirilmistir. Bu teknik kantitatif PZR (qPCR) olarak da
adlandirilmaktadir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), hedeflenen DNA
bolgelerinin replikasyon temellerini taklit ederek 0Ozel tasarlanmis primerler
kullanilarak sentezlenmesine dayanan bir yontemdir. Bu teknik; cift zincirli
DNA’nin denatiirasyonu, bolgeye spesifik primerlerin baglanmasi (annealing) ve
zincir uzamasi (extension) asamalarindan meydana gelir. Dongiiler boyunca
tekrarlanan bu asamalar ile hedeflenen DNA dizileri her dongiide iki katina ¢ikacak
sekilde logaritmik olarak ¢ogaltilir. DNA {iriiniiniin amplifikasyonu ile es zamanli
olarak miktarin1 GSlgmeye yarayan kantitatif gercek zamanli PZR yontemleri,
telomer uzunlugunu rélatif olarak belirlemeye imkan saglamaktadir. Hizli, duyarl
ve kolay uygulanabilir olmasi sebebiyle en yaygin kullanilan genetik analiz
yontemlerinden biridir. Floresans sinyal ile amplifiye olan PZR firiinlerinin esik
degeri (Threshold cycle, Ct) belirlenir. Ger¢ek Zamanli PZR ¢aligmasi, belirli 6n
hazirliklar ve optimizasyon adimlari ile gergeklestirilmis ve asagidaki adimlar

1zlenmistir:

3.9.1. Orneklerin alinmasi ve saklanmasi

Periferik kan ornekleri etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) iceren mor kapakli
plastik tiiplere alinarak calismanin gergeklestirilecegi giine kadar NEUTF Genetik
Hastaliklar Degerlendirme Merkezi biinyesinde +4°C buzdolabinda saklandi. DNA
izolasyonu gergeklestirilmis olan numunelere ait DNA o6rnekleri -20°C’de

muhafaza edildi.
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3.9.2. Periferik Kandan DNA Ekstraksiyonu

Bu protokol, EDTA iceren tuplerde toplanan periferik tam kan numuneleri igin
“DiaRex Whole Blood Genomic DNA Extraction Kit Il (Diagen Biyoteknoloji,
Tirkiye)” izolasyon kiti kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.1). Protokol

adimlar1 asagidaki sekilde uygulanmistir:

1. Kan Ornegi Hazirlig::

o 200 pL periferik kan 6rnegi temiz bir tlipe alinir.
2. Lizis Soliisyonu ve Proteinaz K Uygulamast:

o 250 pL Lizis Soliusyonu eklenir ve tiip, 6rnegin homojenlesmesi i¢in vorteks

yapilir.

o Ardindan, +4 °C’de saklanan 25 pL Proteinaz K eklenir ve karigim Grnegin

homojenlesmesi igin bir kez daha vorteks ve spin yapilir.
o Bukarisim, 56°C'de 6nceden 1sitilmis Hot Plate’te 5 dakika inkube edilir.
3. Etanol Ekleme ve Kolon Transferi:

o 250 pL %96 etanol eklenir ve lizatin tamami pipetaj yoluyla CA kolonlarina

aktarilir.

o Kolon, QG-Mini80 cihazi kullanarak 8000 g hizda 1 dakika santriftij edilir.
Boylece basing yardimiyla siizdiirilen DNA’larin  kolona baglanmasi

saglanmistir.
o Atik tiipli dokiiliir.
4. W1 ve W2 Yikama Adimlart:

o 500 pL W1 c¢ozeltisi kolona eklenir ve kolon tekrar 8000 g hizinda 1 dakika
santrifiij edilir. Atik tiipii dokdiliir.

o 500 pL W2 c¢ozeltisi eklenir ve yine 8000 g hizinda 1 dakika santrifiij yapulir.
Atik tlipti dokdiliir.
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o 500 pL W2 cozeltisi tekrar kolona eklenir, 8000 g hizinda 2 dakika santrifij
yapilir ve atik tiipti dokiiliir.

5. DNA Eliisyon ve Son Adimlar:

o Kolon, yeni bir tiipe yerlestirilir ve 100 uL Elilisyon Soliisyonu eklenir. Bu

cozeltinin oda sicakliginda 1-3 dakika inkiibasyonu saglanir.
o Son olarak, 8000 g hizinda 1 dakika santrifiij yapilir.
o Filtre atilir ve elde edilen DNA 6rnegi +4 veya -20°C'de saklanir.

6. DNA saflig1 Nanodrop’ta dl¢iildiikten sonra -20°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1: DNA izolasyonunun gerceklestirilmesi

Bu adimlar sonucunda, kan 6rneginden elde edilen saf DNA, sonraki PZR analizi

basamag i¢in kullanilmaya hazir hale gelmistir.
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3.9.3. Primer karisimi hazirh@

Calismada iki farkli bolgeye ozgii (TEL ve IFNB1 referans geni) forward (F) ve
reverse (R) primerler olmak {izere toplam dort adet liyofilize primer kullanilmustir.
Her bir reaksiyon icin gerekli miktarda primerin uygun konsantrasyona
getirilmesiyle hazirlanan primer karisimi ¢ozeltisi +4°C’de saklanmis ve
maksimum bir hafta i¢inde tiiketilmistir. Telomer uzunluklarinin belirlenmesinde

kullanilacak olan primer sekanslar1 gosterilmistir (Tablo 3.2):

Tablo 3.2: Calismada kullanilan primerler ve sekanslari

Primer Adi Sekans (5' — 3")

TEL-F CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT
TEL-R GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT
IFNB1-F TGGCACAACAGGTAGTAGGCGACAC

IFNB1-R GCACAACAGGAGAGCAATTTGGAGGA

Calismamizda kullanilan primerler, icerdikleri baz sayisi ve sentezlenen miktara
gore 0,3 oraninda PCR-grade water ile diliie edilmistir. Toplam reaksiyon hacmi 20
uL olacak sekilde planlanmis ve her reaksiyonda primer karigtmina 5 pL
ayrilmistir. Bu dogrultuda, her bir tiip i¢ine 1,2 pL primer karisimi eklenmesi

gerekmektedir.

3.9.4. Ana Stok Hazirlama

Calismaya baslamadan 6nce 200 6rneklik stok primer karisimi hazirlanmistir. Bu
durumda 1000 pL (200 reaksiyon x 5 pL) primer ¢ozeltisi gerekmektedir. Dillisyon

orani 0,3 oldugundan,
e 1000 x 0,3 =300 pL primer (150 pL forward + 150 pL reverse)

eklenmistir. Kalan 700 pL, PCR-grade water ile tamamlanarak toplamda 1000 pL

hacminde 0,3 oraninda bir primer ¢6zeltisi stogu elde edilmistir.
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3.9.5. Ara Stok Hazirlama

Deney sirasinda kontaminasyonu oOnlemek amaciyla 12 reaksiyonluk ara stok
karistm1 hazirlanmistir. Oncelikle 12 pL forward ve 12 pL reverse primerin
birlestirilmis, PCR-grade water ile 60 plL’ye tamamlanmistir. Elde edilen 60 uL
primer karisgimina daha sonra 120 uL SensiFAST SYBR Master Mix — No ROX

(Meridian Bioscience Inc. Cincinnati, Ohio, ABD) eklenmistir.

Master Mix igeriginde,
e DNA Polimeraz
e dNTP Karigimi

e SYBR Green Boyasi (Cift sarmalli DNA’ya baglanarak her dongiide floresan

sinyal Uretir, amplifikasyon miktarini gergek zamanl olarak izlemeyi saglar.)
e Magnezyum klorir
e Tampon Sistemi

bulunmaktadir. Hazirlanan karisim vortekslenmis ve spin yapilarak homojen hale

getirilmistir.

3.9.6. Ger¢ek Zamanh PZR Karisiminin Hazirlanmasi

Kapakli PZR tiiplerine su bilesenler eklenerek toplam hacim 20 upL’ye
tamamlanmustir (Sekil 3.2):

e 15 uL ara stok ¢ozeltisi

e 5 ul hasta DNA’s1
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Sekil 3.2: Kantitatif PZR 6ncesi karisimlarin hazirlanmasi

3.9.7. Ger¢ek Zamanh PZR Programinin Ayarlanmasi

Telomer uzunlugu tayininde kullanilacak uzama (extension) sicakligi, gradient
protokolii ile optimize edilmis ve 72 °C olarak belirlenmistir. Bio-Rad CFX96
Touch Real-Time PCR sistemi kullanilarak asagidaki program ile PZR
reaksiyonlar1 baslatilmistir (Sekil 3.3):

e Denaturasyon: 95 °C, 10 dakika Donguler:
= 95 °C, 20 saniye (Denatiirasyon)
= 52 °C, 20 saniye (Annealing)
= 72 °C, 30 saniye (Extension)

Toplamda 40 dongu gerceklestirilmistir.
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3.9.8. Erime Egrisi Analizi

e 095°C, 10 saniye

e 65°C’den 95 °C’ye 5 saniyede 0,5 °C artis ile erime egrisi (melting curve)

analizi gergeklestirilmistir.

Sekil 3.3: Kantitatif PZR programinin ayarlanmasi

3.10. Veri Analizi

Reaksiyon sonrasinda Ct (Cycle threshold) degerleri elde edilmistir. Ct degeri
belirli bir floresans esigine ulagsmak icin gerekli dongii sayisini ifade eder. Rolatif
Telomer Uzunlugu, telomer geninin Ct degerinin IFNB1 referans geninin CT

degeriyle karsilastirilmasiyla hesaplanmaktadir.

Hedef genin Ct degeri ile kontrol genin Ct degeri arasindaki fark hesaplanarak
“Delta Ct (ACt)” degeri elde edilir (ACt = Cthedef gen - Ctkontrol gen).
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Deney grubunun ACt degeri ile kontrol grubunun ACt degeri arasindaki fark
hesaplanarak “Delta Delta Ct (AACt)” degeri elde edilir (AACt = ACtdeney grubu -

ACltkontrol grubu)-

Daha sonra 2024 formiilii kullanilarak “Kat Degisim (Fold Change)” hesaplanur.

3.11. Sonuclarin Yorumlanmasi ve Istatistiksel Analiz

Elde edilen rolatif telomer uzunlugu verileri, deneysel gruplar arasinda
karsilastirilarak analiz edilmistir. Analizde IBM SPSS Statistics v29.0.2.0 programi1
(IBM Corp., Armonk, New York, ABD) kullanilmistir.

1. Tekrarlar: Her numune ve her gen icin en az ¢ teknik ve biyolojik tekrar

yapilmistir.

2. Normallik Testi: Verilerin normal dagilip dagilmadigini belirlemek igin Shapiro-

Wilk veya Kolmogorov-Smirnov testi uygulanmustir.

3. Varyans Analizi: Veriler normal dagiliyorsa t-testi (iki grup arasindaki fark igin)

veya ANOVA (birden fazla grup i¢in) kullanilmistir.

4. Non-parametrik Testler: Veriler normal dagilmiyorsa Mann-Whitney U testi (iki

grup icin) veya Kruskal-Wallis testi (birden fazla grup i¢in) kullanilmustir.

5. Rolatif telomer uzunlugu, farkli 6rnek gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklar olup olmadigina bakilmak i¢in degerlendirilmistir. Elde edilen p
degerinin 0,05’in altinda olmasi istatistiksel olarak anlamlilik olarak kabul

edilmistir.

Elde edilen kat degisim degerleri ve istatistiksel analiz sonuglari tablo ve grafiklerle

raporlanmstir.

68



4. BULGULAR

4.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Klinik ve Demografik Verileri

Calismamiza tamaminin yaglar1 3 ay-18 yil araliginda olan 116 katilimci dahil
edildi. Katilimcilarin molekiler genetik analizler ile SMA tanis1 almis 58 olgu,
hasta grubu olarak belirlendi. Hastalarla birebir yas ve cinsiyet eslesmesi yapilmis,
bilinen hastaligi bulunmayan 58 birey ise kontrol grubu olarak segildi.

Katilimcilarin  numune alma tarihindeki yaslart degerlendirildiginde; yas
dagilimimnin 7,47 ay ve 2125 ay arasinda oldugu goriildii. Tiim katilimcilarin yas
ortalamasi 61,16 ay olarak hesaplandi. Hasta grubunun yaslart minimum 7,47 ay ile
maksimum 208,3 ay olmak Uzere; ortalama yas 60,5 ay olarak degerlendirildi.
Kontrol grubunda yaslar en az 8, ay en ¢ok 212,5 ay olmak iizere; yas ortalamasi
61,76 aydi. Yapilan analizlerde kontroller ve hasta grubumuz arasinda yas

bakimindan anlamli bir farklilik saptanmadi (U=1642 Z = -0,221, p = 0,825).

Hastalarin %32,8’1 (n=19) Onasemnogene abeparvovec-xioi (ZOLGENSMA) gen
replasman tedavisi almist1 (Sekil 4.1). Tedavi alan vakalarin yaslar1 15,33 ay ve
74,67 ay arasinda degismekteydi; yas ortalamalar1 42,17 + 19,15 aydi. Gen tedavisi
almamig %67,2 (n=39) hastanin ise yas ortalamasi1 69,5 ay (minimum 7,47 ay ve
maksimum 208,3 ay) olarak hesaplandi (Tablo 4.1).

Gen Tedavisi Alma Durumu

Tedavi Almig
%32.8

M Tedavi Almamis

Tedavi Almamis
%67.2

H Tedavi Almis

Sekil 4.1: Hasta grubunun gen replasman tedavisi alma durumu
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Tablo 4.1: Katilimcilarin yas ortalamalari

Katilimci Yas Ort (ay) + SS Minimum (ay) Maksimum (ay) p degeri
Hasta Grubu (n=58) 60,56 + 48,66 7,47 208,3

Gen tedavisi almamis 69,53 + 55,92 7,47 208,3

(n=39)

Gen tedavisi  almis 42,17 £ 19,15 15,33 74,67

(n=19)

Kontrol Grubu (n=58) 61,76 £ 52,46 8 212,5

TOTAL 61,16 + 50,38 7,47 212,50 p=0,825*

SS: Standart Sapma

*Mann-Whitney U testi ile hesaplanmustir.

Vaka grubumuzda ayrica SMA tipleri ve SMN2 geni kopya sayisi bilgisine yer

verildi (Sekil 4.2). Toplamda 58 hastanin %63,8’1i (n=37) tip 1 SMA hastasiydi.
Yas ortalamasi 44,31 ay olarak hesaplanan bu hastalarin %48,6’s1 (n=18) gen
replasman tedavisi almisti, digerleri almamisti. SMA tip 2 tanisiyla takip edilmekte
olan hastalar ise vakalarin %19’unu olusturdu (n=11). Yas ortalamalar1 75,38 ay
seklinde degerlendirildi (Sekil 4.3). iglerinden sadece %9,1°i (n=1), yaklasik 30
aylik bir erkek hasta gen tedavisi almisti. SMA tip 3 tanili vakalar %15,5 (n=8) idi

ve ortalama yaslar1 113,75 ay olarak hesaplandi. Grubun %1,7’sini (n=1) olusturan

20 aylik bir kiz ¢ocuk da SMA tip 4 tanisiyla izlenmekteydi.

SMA Tipine Gore Hasta Dagilimi

Sekil 4.2: Hasta grubunda SMA tipleri dagilimi

ETipl
HTip 2
mTip 3
ETip4d
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250,00

200,00

150,00

100,00

Calculated Age Months

50,00

oo

SMA Type 1 SMA Type 2

SMA Type 3
SMA TYPE

Sekil 4.3: SMA tipine gore yas ortalamalar1

SMA Type 4

Hastalarin SMA tipine gore yas ortalamalar1 Tablo 4.2°de 6zetlenmistir:

Tablo 4.2: SMA tipine gére yas ortalamalari

Katilimer (n, %) Yas Ort (ay) £ SS Minimum (ay) Maksimum (ay)
SMA tip 1 (n=37, 44,31 + 26,51 7,47 1141
%63,8)

Gen tedavisi alan (n=18, 42,84 £19,47 15,33 74,67
%48,6)

Gen tedavisi almayan 45,71 + 32,29 7,47 114,1
(n=19, %51,4)

SMA tip 2 (n=11, %19) 64 + 46,03 0,73 183,23
Gen tedavisi alan (n=1, 30,2 30,2 30,2
%09,1)

Gen tedavisi almayan 79,9 + 53,51 11,37 183,23
(n=10, %90,9)

SMA tip 3 (n=9, %15,5) 113,75 £ 72,83 26,87 208,3
SMA tip 4 (n=1, %1,7) 20,37 20,37 20,37

SS: Standart Sapma
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Calismamizda, SMN2 geni kopya sayist sadece hasta grubunda degerlendirilmis
olup tiim hastalarda 2 ila 4 arasinda degismekteydi (Sekil 4.4). Hastalarin
%70,7’sinde (n=41) SMN2 geni 2 kopya olarak saptandi. Ortalamalar1 49,35 ay
olan bu grubun yaslar1 7,47 ve 183,23 ay arasinda dagiliyordu. Iglerinden 18’i
Onasemnogene abeparvovec tedavisi almisti. Bunlarin yas ortalamasi 42,84 ay
olarak hesaplandi. Hastalarin %22,4’tiniin (n=13) SMN2 genini 3 kopya tasidigi
goraldd. Minimum 26,87 ay ve maksimum 185 ay olmak {izere; yas ortalamalari
69,51 ayd1 (Sekil 4.5). Bunlardan 30 aylik bir erkek hasta gen tedavisi almigti. Vaka
grubunun ortalama yas1 146,47 ay olan kalan %6,9’u (n=4) ise SMN2 geninden 4
kopya bulunduruyordu (minimum 20,37 ve maksimum 208,3 ay).

SMN2 Geni Kopya Sayisi Dagilimi

Dort kopya
%6.9

Ug kopya

%22.4 | iki kopya

m Ug kopya

iki kopya
%70.7

m Dort kopya

Sekil 4.4: Hasta grubunda SMN2 geni kopya sayist dagilimi

72



250,00

200,00

150,00

100,00

Calculated Age Months

50,00

00

SMN2 2 Kopya

SMN2 3 Kopya

SMN2 4 Kopya

SMN2 Copy Number

Sekil 4.5: SMN2 geni kopya sayisina gore yas ortalamalari

Hastalarin SMN2 geni kopya sayisina gore yas ortalamalar1 Tablo 4.3’te

Ozetlenmistir:

Tablo 4.3: SMN2 geni kopya sayisina gore yas ortalamalari

SMN2 geni kopya sayist (n, %)  Yas Ort (ay) £ SS Minimum (ay) Maksimum (ay)

Iki kopya (n=41, %70,7) 49,35 + 36,46 7,47 183,23
Tedavi alan (n=18, 42,84 £19,47 15,33 74,67
%43,9)
Tedavi almayan (n=23, 54,44 + 45 41 7,47 183,23
%56,1)

Ug kopya (n=13, %22,4) 69,51 + 44,2 26,87 185
Tedavi alan  (n=1, 30,2 30,2 30,2
%7,7)
Tedavi almayan (n=12, 72,79 £ 44,49 26,87 185
%92,3)

Dort kopya (n=4, %6,9) 146,47 + 86,92 20,37 208,3

SS: Standart Sapma

Calisma grubumuzun %53,4°0 (n=62) kiz, %46,6’s1 (n=54) erkek ¢ocuklardan

olusuyordu (Sekil 4.6). Hasta ve kontrol gruplarinda kiz ve erkek birey sayilari esit

olup, gruplar cinsiyet bakimindan tamamen 6zdes olarak secilmistir (¥*(1) = 0,000,

p = 1,000). Her iki grubun da %53.,4°0 (n=31) kiz, %46,6’s1 (n=27) erkekiti.
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Cinsiyet Dagilimi

mKiz

M Erkek

Sekil 4.6: Tiim ¢alisma grubunun cinsiyet dagilim1

Gen tedavisi almis olan tiim hastalarin %57,9°u (n=11) kiz, %42,1°1 (n=8) erkek
cocuktu. Tedavi almamis olanlar ise %51,3’1 (n=20) kiz ve %48,7’si (n=19) erkek
hastalardan olugsmaktaydi. SMA tip 1°li hastalarin %47,5’i (n=19), SMA tip
2’lilerin %54,5°1 (n=6) ve SMA tip 3 ile takip edilen hastalarin %60°1 (n=5) kiz
cinsiyetteydi.

SMN2 geninden iki kopya tagiyan hastalarin %56,1°1, li¢ kopya tastyanlarin
%46,2’s1 ve dort kopya tagtyanlarin %50’si kiz cinsiyetteydi.

Hasta grubunun gen replasman tedavisi alma durumuna gore, SMA tipi ve SMN2

geni kopya sayisina gore cinsiyet bilgileri Tablo 4.4’te 6zetlenmistir:
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Tablo 4.4: Katilimcilarin cinsiyet dagilimlari

Katilimcilar Kiz (n, %) Erkek (n, %)
Hasta Grubu 31, %53,4 27, %46,6
Gen tedavisi almig 11, %57,9 8, %42,1
Gen tedavisi almamis 20, %51,3 19, %48,7
SMAtip 1 19, %51,4 18, %48,6
Gen tedavisi almig 11, %61,1 7, %38,9
Gen tedavisi almamis 8, %42,1 11, %57,9
E_ SMA tip 2 6, %54,5 5, %45,5
% Gen tedavisi almig - 1, %100
Gen tedavisi almamis 6, %60 4, %40
SMA tip 3 5, %55,6 4, %44,4
SMA tip 4 1, %100 -
iki kopya 23, %56,1 18, %43,9
% Gen tedavisi almig 11, %61,1 7, %38,9
>
g Gen tedavisi almamis 12, %52,2 11, %47.,8
g Uc kopya 6, %46,2 7, %53,8
é’o Gen tedavisi almig 1, %100 -
% Gen tedavisi almamis 6, %50 6, %50
Dort kopya 2, %50 2, %50
Kontrol Grubu 31, %53,4 27, %46,6
TOTAL 62, %53,4 54, %46,6

75




4.2. Telomer Uzunlugunun Hasta ve Kontrol Gruplarinda Degerlendirilmesi

Katilimcilarin gergek-zamanli PZR analizinden elde edilen kat degisim degerleri

asagidaki tabloda 6zetlenmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: Tiim katilimcilarin kat degisim degerleri

HASTA .. . . KONTROL . . ,
GRUBU KAT DEGISIM DEGERLERI GRUBU KAT DEGISIM DEGERLERI

1 -2,45203125 1 -3,53203125
2 -3,97203125 2 -3,64203125
3 -3,16203125 3 4,75796875

4 -4,03203125 4 2,39796875

5 -2,89203125 5 -0,00203125
6 0,58796875 6 9,52796875

7 0,65796875 7 1,11796875

8 -3,35203125 8 2,83796875

9 1,10796875 9 1,91796875

10 0,97796875 10 2,39796875

11 -0,00203125 11 1,85796875

12 -1,46203125 12 -3,91203125
13 -3,39203125 13 -2,67203125
14 -1,85203125 14 -3,35203125
15 -2,33203125 15 -1,24203125
16 3,08796875 16 -2,43203125
17 5,96796875 17 4,25796875

18 -0,32203125 18 -6,55203125
19 0,69796875 19 -3,43203125
20 3,08796875 20 1,25796875

21 2,40796875 21 -3,38203125
22 -1,44203125 22 -1,53203125
23 -1,22203125 23 -0,24203125
24 1,18796875 24 -2,28203125
25 0,94796875 25 -3,82203125
26 -2,15203125 26 -1,63203125
27 0,86796875 27 2,29796875

28 2,04796875 28 15,64796875
29 0,39796875 29 -0,19203125
30 5,32796875 30 0,57796875

31 0,58796875 31 0,74796875

32 1,21796875 32 2,12796875

33 0,08796875 33 -2,15203125
34 0,80796875 34 0,13796875
35 2,54796875 35 -6,87203125
36 1,61796875 36 2,53796875
37 -2,67203125 37 -2,32203125
38 -2,76203125 38 -0,39203125
39 3,85796875 39 -0,86203125
40 -0,75203125 40 2,44796875
41 1,58796875 41 2,30796875
42 1,23796875 42 2,07796875
43 1,46796875 43 -3,01203125
44 -1,30203125 44 0,48796875
45 0,74796875 45 1,58796875
46 -8,17203125 46 0,84796875
47 2,74796875 47 3,58796875
48 1,76796875 48 3,30796875
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Tablo 4.5: Tim katilimcilarin kat degisim degerleri (Devami)

49 -0,79203125 49 -5,87203125
50 0,38796875 50 0,85796875
51 0,44796875 51 3,05796875
52 -1,10203125 52 1,21796875
53 -4,60203125 53 2,83796875
54 -0,18203125 54 -1,81203125
55 -3,56203125 55 1,01796875
56 -2,31203125 56 -8,57203125
57 -2,17203125 57 3,55796875
58 -5,47203125 58 2,52796875

Analizden elde edilen veriler gruplar arasinda rolatif telomer boyunun

karsilastirilmast amaciyla kullanilmastar.

Hasta ve kontrol gruplarindaki kat degisimi asagida gosterilmistir (Sekil 4.7):
20 00000000
15 00000000
10,00000000 o
5 000o0000

_ -

-5,00000000

Log2_Fold_ChangeTEL

-10,00000000

Hasta Control

Group

Sekil 4.7:Hasta ve kontrol gruplarindaki kat degisimi Box-plot grafigi

Hasta grubunun tamaminin (n=58) telomer uzunlugu, kendi kontrolleriyle Mann-
Whitney U testi kullanilarak karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (p=0,346).

4.2.1. Gen Replasman Tedavisi Alma Durumuna Gore Degerlendirme

Hasta grubu gen tedavisi alan (n=19) ve almayan (n=39) seklinde iki gruba

boliinerek yeniden incelenmistir. Yapilan normallik analizinde kontrollerin telomer
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uzunlugu normal dagilmadigindan dolayr (p=0,035) Mann-Whitney U testi

kullanilmistir.

Gen replasman tedavisi alma durumuna goére gruplara ayrilmis hastalar ve onlarla

uyumlu kontrol gruplarindaki kat degisimi Sekil 4.8’de gosterilmistir:

Kontrol grubu
ile tedavi
alanlarin

siniflamasi

15,00000000 M Kantrol tev alan

M Kontrol tdv almayan
B Hasta tav alan

M Hasta tdv almayan

20,00000000

10,00000000

(s}
5,00000000
00000000
-3,00000000
o]

-10,00000000

Log2_Fold_ChangeTEL

Hasta Control

Group

Sekil 4.8: Gen replasman tedavisi alma durumuna goére gruplanmig hastalar ve
kontrollerinin kat degisimi Box-plot grafigi

Bu analizde; gen replasman tedavisi almayan SMA hastalarinin (n=39) telomer
uzunlugunun kendi kontrollerine kiyasla kisalmis oldugu gosterilmistir (p=0,029)
(Sekil 4.9).
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10,00000000 Kentrol grubu
ile tedavi
alanlarin

siniflamasi

M Kontrol tdv almayan

M Hasta tdv almayan
5,00000000

00000000

Log2_Fold_ChangeTEL

-3,00000000

-10,00000000

Hasta Control

Group

Sekil 4.9: Gen replasman tedavisi almamis hastalar ve onlarla uyumlu kontrol
gruplarindaki kat degisimi Box-plot grafigi

Gen replasman tedavisi almis olan hastalarin (n=19) ise telomer uzunlugu

kontrolleriyle istatistiksel olarak benzer bulunmustur (p=0,108) (Sekil 4.10).

20,00000000 Kontrol
grubuile
tedavi
alanlarin
15,00000000 ’ siniflamasi

® Kontral tdv alan
W Hasta tdvalan

10,00000000

5,00000000

00000000

Log2_Fold_ChangeTEL

-3,00000000

-10,00000000

Hasta Control

Group

Sekil 4.10: Gen replasman tedavisi almig hastalar ve onlarla uyumlu kontrol
gruplarindaki kat degisimi Box-plot grafigi
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Hasta grubu normal dagildigi igin (p=0,089); gen tedavisi almis hastalar (n=19) ile
tedavi almamig hasta grubu (n=39) t testi ile karsilastirilmistir. Bu durumda gruplar

arasinda telomer uzunlugu bakimindan anlamli bir fark saptanmustir (p=0,012)
(Tablo 4.6).

Tablo 4.6: Telomer uzunlugunun belirtilen gruplar arasinda karsilastirma sonuglari

Katilimer Kargilagtirma Grubu p degeri Istatistiksel Anlamlilik
Hasta grubu (n=58) Kontrol grubu 0,346 Anlamsiz
Gen tedavisi almamis Uygun eslesmis kontroller 0,029 Anlaml
(n=39)
Gen tedavisi almig Uygun eslesmis kontroller 0,108 Anlamsiz
(n=19)
Gen tedavisi almig Gen tedavisi almamig (n=45) 0,012 Anlaml1
(n=19)

4.2.2. SMA Tiplerine Gore Degerlendirme

Hasta grubumuzda SMA tipi ile telomer uzunlugu arasinda anlamli bir fark
saptanmadi (p=0,089) (Sekil 4.11). Tip 4’lii bir hastamiz hari¢ tutuldugunda da
anlamli bir fark goriilmemistir (p=0,056).

10,00000000

5,00000000

,00000000 . *

-5,00000000

Log2_Fold_ChangeTEL

-10,00000000

SMA Type 1 SMA Type 2 SMA Type 3 SMA Type 4
SMA TYPE

Sekil 4.11: Hasta grubunda SMA tiplerine gore kat degisimi Box-plot grafigi
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Gen replasman tedavisi almamis hastalarda SMA tipi ile telomer uzunlugu
karsilastirildi, anlamli bir fark gézlenmedi (p=0,471). Alt grupta tek hasta olmasi
dolayisiyla tip 4’1 hastamiz hari¢ tutuldugunda da anlamli bir fark goriilmemistir
(p=0,345).

Gen tedavisi almig hastalar degerlendirildiginde; SMA tip 1 tanili 18 bireyde
telomer uzunlugu kat degisim ortalamasi 1,09 +2,07 olarak saptanmistir. Ancak
SMA tip 2 grubunda yalnizca bir birey bulunmasi nedeniyle SMA tipleri arasinda
karsilastirmali istatistiksel analiz yapilamamistir (Zhu, 2021).

SMA tip 1 tanili hastalarin (n=37) telomer boyu kontrolleriyle karsilastirildiginda
anlaml1 bir fark saptanmamustir (p=0,846).

Gen tedavisi almamis SMA tip 1 hastalarnin (n=19) telomer boylar1 kendi

kontrolleriyle karsilastirildiginda istatistiksel anlamli bir fark mevcut degildi
(p=0,14).

Gen tedavisi almis SMA tip 1 hastalarinin (n=18) kontrolleriyle karsilastirildiginda

telomer uzunluklarinin benzer oldugu goriildii (p=0,09).

SMA tip I’li gen tedavisi almis (n=18) ve almamis (n=19) hastalarin telomer
uzunluklart birbiriyle karsilastirildiginda anlamli dizeyde bir fark go6zlendi
(p=0,032).

SMA tip 2 (n=11) hastalarinin telomer boylar1 kendi kontrollerinden anlamli olarak
daha farkli saptandi (p=0,004). Gen replasman tedavisi alma durumu géz Oniine
alindiginda, tedavi almamig SMA tip 2 hastalarinin (n=10) telomer uzunlugu
kontrollerinden farkli bulunmustur (p=0,002). Tedavi almig SMA tip 2 hastasinin
(n=1) ise kontroliiyle telomer boyu kiyaslamasinda anlamli fark goériilmemistir
(p=0,317).

SMA tip 3 (n=9) ve tip 4 (n=1) hastalarinin telomer uzunluklar1 kendi kontrolleri ile

kiyaslandi, istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (sirasiyla p=0,757 ve
p=0,317) (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7: Cesitli karsilastirmali gruplarda telomer uzunlugunun SMA tipine gore

degerlendirilmesi
Grup Karsilagtirma Grubu p degeri Istatistiksel Anlamlilik

Hasta grubu (n=58) - 0,089 Anlamsiz
Hasta grubu, tip 4 haric - 0,056 Anlamsiz
(n=57)
Gen tedavisi almamis - 0,471 Anlamsiz
(n=39)
Gen tedavisi almamus, - 0,345 Anlamsiz
tip 4 hari¢ (n=38)
SMA tip 1 tanil1 Uygun eslesmis kontroller 0,846 Anlamsiz
hastalar (n=37)
Gen tedavisi almamis Uygun eslesmis kontroller 0,14 Anlamsiz
SMA tip 1 hastalart
(n=19)
Gen tedavisi almig Uygun eslesmis kontroller 0,09 Anlamsiz
SMA tip 1 hastalart
(n=18)
Gen tedavisi almis Gen tedavisi almamis SMA 0,032 Anlaml
SMA tip 1 hastalar1 tip 1 hastalar1 (n=19)
(n=18)
SMA tip 2 hastalar1 Uygun eslesmis kontroller 0,004 Anlaml
(n=11)
Gen tedavisi almamis Uygun eslesmis kontroller 0,002 Anlaml
SMA tip 2 hastalar1
(n=10)
Gen tedavisi almis Uygun eslesmis kontroller 0,317 Anlamsiz
SMA tip 2 hastalar1
(n=1)
SMA tip 3 hastalar1 Uygun eslesmis kontroller 0,757 Anlamsiz
(n=9)
SMA tip 4 hastast (n=1) Uygun eslesmis kontrol 0,317 Anlamsiz

Hastalarda telomer uzunlugu Spearman korelasyon testi ile analiz edilmistir ve
telomer boylart SMA tipi ile istatistiksel olarak orta derecede negatif korele
olmustur. Ancak hasta grubunu gen tedavisi alma durumuna gore grupladigimizda
istatistiksel bir anlamlilik saptanmamistir. Analiz sonuglari Tablo 4.8’de

Ozetlenmistir:
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Tablo 4.8: SMA tiplerine gore hasta gruplarinda korelasyon analizi

Grup p degeri Istatistiksel Anlamlilik r degeri
Hasta grubu (n=58) 0,01 Anlamli -0,334
Gen tedavisi eﬂmamls hastalar 0,197 Anlamsiz i
(n=39)
Gen tedaV131_ almis hastalar 0,149 Anlamsiz )
(n=19)

4.2.3. SMN2 Geni Kopya Sayisina GOre Degerlendirme

Hasta grubumuzun timii degerlendirildiginde SMN2 geni kopya sayisina gore
telomer uzunluklar arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p=0,185) (Sekil 4.12).

10,00000000

5,00000000

00000000 .

-5,00000000

Log2_Fold_ChangeTEL

-10,00000000

SMN2 2 Kopya SMN2 3 Kopya SMN2 4 Kopya
SMN2 Copy Number

Sekil 4.12: Hasta grubunda SMN2 geni kopya sayisina gore kat degisimi Box-plot
grafigi

Gen tedavisi almamis hastalarda SMN2 kopya sayisi ile telomer uzunlugu
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark mevcut degildi (p=0,864)
(Tablo 4.9). Gen tedavisi almis hastalarda SMN2 geninden {i¢ kopya tasiyan tek
hasta bulundugu i¢in karsilastirma yapilamamistir (Zhu, 2021).
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Tablo 4.9: SMN2 geni kopya sayisina gore telomer uzunlugu karsilastirmalari

Grup p degeri Istatistiksel Anlamlilik
Hasta grubu (n=58) 0,185 Anlamsiz
Tedavi almamis hastalar (n=39) 0,864 Anlamsiz

SMN2 geni iki kopya olan hastalarin (n=41) telomer boylar1 ile kontrollerininki
arasinda anlamli bir fark saptanmamustir (p=0,613). Gen replasman tedavisi
almamig olanlarin (n=23) telomer uzunlugu ile kontrollerle arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0,024). Gen tedavisi almis olan iki kopyali
hastalarin (n=18) telomer boyu ise kontrollerle karsilagtirildiginda anlamli fark
saptanmamugtir (p=0,9). Ayrica iki kopya SMN2 geni bulunduran tedavi almis
(n=18) ve almamis (n=23) hastalarin telomer uzunluklar1 birbiriyle karsilastirilmas,

anlamli bir fark saptanmistir (p=0,01).

SMN2 genini ii¢ kopya tasiyan hastalarin (n=13) telomer boylar1 kontrolleriyle
benzer saptanmistir (p=0,521). Bu hastalardan biri gen replasman tedavisi almus,
digerleri (n=12) almamistir. Gen tedavisi almamis ve almig hastalarin telomerleri
kontrollerle karsilastirildiginda anlamli fark saptanmamistir (sirastyla p=0,273;
p=0,317). Dort kopya SMN2’li hastalarin da (n=4) telomer boylar1 kontrollerinkine
benzer bulunmustur (p=0,773) (Tablo 4.10).

Tablo 4.10: Cesitli karsilagtirmali gruplarda telomer uzunlugunun SMN2 geni
kopya sayisina gore degerlendirilmesi

SMN2 p Istatistiksel
kopya Grup Karsilastirma Grubu degeri Anlamliik
sayisi
Hastalar (n=41) Uygun kontroller 0,613 Anlamsiz
% Gen tedavisi almamis (n=23) Uygun kontroller 0,024 Anlaml
]
~
= Gen tedavisi almis (n=18) Uygun kontroller 0,9 Anlamsiz
Gen tedavisi almamig (n=23)  Gen tedavisi almig (n=18) 0,01 Anlaml
% Hastalar (n=13) Uygun kontroller 0,521 Anlamsiz
o
g» Gen tedavisi almamis (n=12) Uygun kontroller 0,273 Anlamsiz
Gen tedavisi almig (n=1) Uygun kontroller 0,317 Anlamsiz
£ % Hastalar
Ao Uygun kontroller 0,773 Anlamsiz
= (n=4)
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SMN2 geni kopya sayisi ile telomer uzunlugu degisiminin korelasyon analizinde
istatistiksel anlamli bir sonug elde edilememistir. Analiz sonuglari Tablo 4.11°de

Ozetlenmistir:

Tablo 4.11: SMN2 geni kopya sayisina gore hasta gruplarinda korelasyon analizi

Grup p degeri Istatistiksel Anlamlilik
Hasta grubu (n=58) 0,7 Anlamsiz
Gen tedavisi eﬂmamls hastalar 0,605 Anlamsiz
(n=39)
Gen tedavisi almig hastalar (n=19) 0,149 Anlamsiz

4.3. Telomer Uzunlugunun Yas ile Korelasyonu

Katilimcilarda telomer boyunun yas ile iliskisi Spearman korelasyon testi ile analiz
edilmistir. Hasta grubunun tamami goz Oniine alindiginda telomer uzunlugu ve yas
arasinda zay1f derecede anlamli negatif bir korelasyon bulunmustur (p=0,048 ve r=-
0,26) (Sekil 4.13). Ancak kontrol grubunda telomer uzunlugu yasa gbre korele
olmamustir (p=0,565) (Sekil 4.14).

Hasta grubumuz gen replasman tedavisi alma durumuna gore degerlendirildigi
takdirde; gen tedavisi almamis (n=39) ve gen tedavisi almis (n=19) olan hastalarin
telomer uzunlugu ve yaslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon

saptanmamustir (sirasiyla; p=0,486 ve p=0,87).
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Sekil 4.13: Hasta grubunda telomer uzunlugunun yas ile korelasyonu
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Sekil 4.14: Kontrol grubunun telomer uzunlugunun yas ile korelasyonu
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5. TARTISMA

Telomerler, 1938’deki kesiflerinden beri pek ¢ok arastirmacinin dikkatini ¢ekmis
ve ¢ok ¢esitli caligmalarin konusunu olusturmustur. Telomer uzunlugunun bireyler
arasinda yliksek oranda degiskenlik gdstermesi, arastirmacilart bunun sebeplerini

bulmaya itmistir.

Telomerler, kromozomlarin uglarinda yer alan ve tekrarlayan TTAGGG
dizilerinden olusan niikleoprotein yapilardir (Turner ve ark., 2019). iki temel
islevleri bulunmaktadir: Kromozom uglarimi korumak ve DNA replikasyonu
sirasinda meydana gelebilecek genetik materyal kaybini onlemek. Telomerlerin
surddrilmesinde, alt1 protein alt biriminden (TERF1, TERF2, Tppl, Potl, TIN2 ve
Rapl) olusan “shelterin kompleksi” kritik bir bilesendir (de Lange, 2018; Lim &
Cech, 2021). Bu kompleks yalnizca telomerik DNA'ya baglanmakla kalmaz, ayni
zamanda telomerik DNA'nin U¢ boyutlu, 3' hidroksil ucunu koruyan T-halkasi
yapisina katlanmasina yardimci olur (Blasco, 2007b). Ayrica, shelterin
telomerlerde telomeraz aktivitesini diizenleyerek uzunluk homeostazini korur ve
optimal telomer uzunlugunu belirler (Lin & Epel, 2022). Bu nedenle, shelterin
kompleksindeki bozulmalar erken yaslanmaya yol agabilir (van Steensel ve ark.,
1998). Shelterin kompleksinin korumasina karsin, her hiicre boliinmesinde yaklasik
50-200 baz ¢iftlik telomerik DNA kaybedilir. Bu kaybin sebebi DNA polimerazin
yalnizca 5' — 3' yoniinde sentez yapabilmesi ve DNA replikasyonu sirasinda
kromozom uglarnin tam olarak kopyalanamamasidir (Chan & Blackburn, 2004;

Herrmann ve ark., 2018).

DNA polimeraz enziminin ¢alisma mekanizmasi incelendiginde, DNA
replikasyonunu katalizleyen bir enzim oldugu ve bu iglemi her zaman 5' — 3'
yoniinde ilerlettigi goriiliir. CUnkd bu enzim yalnizca mevcut bir niikleotid
zincirinin serbest 3' hidroksil ucuna nukleotid ekleyebilir. Yeni bir DNA zincirinin
basinda, DNA polimerazin uzatabilecegi serbest bir 3" hidroksil grubu
bulunmadigindan dolayi, DNA sentezini baslatmak i¢in gerekli olan 3' hidroksil
grubunu saglayan RNA primerlerine ihtiya¢ vardir. Replikasyondan sonra bu
primerler ¢ikarilir ve olusan bosluklar DNA ile doldurulur. Ancak yeni sentezlenen
zincirin 5' ucunda primerin bulundugu bolge, serbest bir 3' hidroksil grubunun
olmamasi nedeniyle doldurulamaz (Watson, 1972). Sonug olarak, her replikasyon

dongiisi DNA'nin kademeli olarak kaybina yol agar. Mitoz sirasinda meydana
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gelen bu ilerleyici DNA kaybi ile telomerlerin yoklugunda hayati olan genetik
materyali aginir (Herrmann ve ark., 2018). Bu baglamda, telomerler genetik bilginin
biitlinliigiinii koruyan tampon bdlgeler gibi islev gormektedir. Telomer uzunlugu
hiicresel replikasyon geg¢misini yansittigindan, telomerler siklikla yaslanmanin
biyolojik bir gostergesi—"insan biyolojik yasinin mitotik saati"—olarak kabul
edilir (De Meyer ve ark., 2018; Hemann ve ark., 2001; Schneider ve ark., 2022;
Shay & Wright, 2019). Telomerler kritik bir esik noktasinin altina indiginde,
hicreler replikatif senesense girer ve sonunda apoptoz tetiklenir (Blackburn ve ark.,
2006). Yapilan c¢alismalarda, erigskin insan lokositlerinde telomerlerin yilda
ortalama 24,7 baz ¢ifti kisaldigi bildirilmistir (Mufioz-Espin & Serrano, 2014).
Normalde senesens hiicreler bagisiklik sistemi tarafindan temizlense de yaslanmig
dokularda bu sure¢ bozulabilir ve bu hucreler birikerek doku fonksiyon
bozukluklarina ve yaslanmaya katkida bulunur (Yu ve ark., 1990). Sonug olarak
telomerler, genetik materyalin stabilitesini koruma s6z konusu oldugunda son
derece dnemli yapilardir ve uzunluklari hiicre yaslanmasinin degerli bir gostergesi
olarak islev gormektedir. Telomer kisalmasinin mekanizmalarii agikliga
kavusturmak, telomer boyunun saglik ve hastalik riski ilizerindeki islevine iliskin
bilgimizi artirmak igin gereklidir. Son on yilda, telomer uzunluklari ile karmasik
bozukluklar arasindaki iliskiyi gostermek icin ¢ok sayida calisma yliriitilmiistiir.
Yas, cinsiyet, kronik hastaliklar, kanser, psikososyal ve cevresel faktorler, telomer
biyolojisi arastirmalarinin 6nemli boliimleri olmustur. Ancak burada telomer
kisalmasi ile iligkilendirilen her durumun nedensellik baglaminda diistiniilmemesi
onemlidir. Nedensellik bagimin kurulabilmesi i¢in daha ileri incelemelere ve

hlcresel mekanizmalarin ortaya konmasina ihtiyag vardir.

Bizim arastirmamizin temelini, telomer uglarina guaninden zengin tekrar dizileri
ekleyerek telomer kisalmasini dengeleyen telomeraz adli ribonukleoprotein enzim
kompleksinin (Lim & Cech, 2021) SMN proteini ile etkilesimi olusturmaktadir.
Cogu somatik hiicre diisiik veya tespit edilemeyen telomeraz aktivitesi gosterirken;
germ hiicreleri, kok hiicreler ve kanser hiicreleri gibi bazi hiicre tipleri siirekli
proliferasyonu desteklemek icin yiiksek telomeraz aktivitesini korur (Bernardes de
Jesus & Blasco, 2013). Telomeraz kompleksi, katalitik alt birim olan telomeraz ters
transkriptaz (TERT) ve telomerik DNA sentezini yonlendiren bir RNA
sablonundan (TERC) meydana gelmektedir (Wang ve ark., 2019). Bu alt birimler
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cekirdek-altt bir yap1 olan Cajal cisimlerinde birlestirilir (JAdy ve ark., 2004;
Machyna ve ark., 2013). SMN1 geni tarafindan kodlanan SMN proteininin kritik
gorevlerinden biri de Cajal cisimlerinin biyogenezi ve islevidir (Hebert ve ark.,
2001; Poole ve ark., 2016). SMN proteini buradaki proteinlerin etkilesimini
degistirerek telomeraz biyogenezinde Onemli bir rol oynamaktadir. Literatiirde
SMN proteininin coilin ile birlikte, telomeraz RNA's1 ile etkilesime girdigi ve
diskerin  proteininin  telomeraz RNA'sina baglanmasmni  olumsuz yonde
diizenleyerek telomeraz kompleksinin montajimi  ve islevini modiile ettigi
gosterilmistir (Poole & Hebert, 2016). Ek olarak, SMN proteininin telomeraz ile
fiziksel olarak dogrudan bir iliski kurdugu, in vitro baglanma ve
immiinopresipitasyon deneyleri ile kanitlanmistir (Bachand ve ark., 2002). Bu
etkilesimler, SMN proteininin islev kaybi ile seyreden durumlarda, telomeraz
biyogenezi ya da aktivitesinin bozulabilecegini ve sonucta telomer islev
bozukluklarinin ortaya ¢ikabilecegini diisiindiirmektedir. Sonu¢ olarak da SMN
eksikligi hiicresel diizeyde telomer homeostazini bozarak hiicre bolinmesinin
durmasi1 ve senesens gibi sonuclara yol acabilir. SMN1 genindeki genetik
degisimlerin yol agtigt SMN proteini eksikligi; motor néronlarin dejenerasyonu ile
karakterize, otozomal resesif gegisli bir genetik hastalik Spinal Muskiler Atrofi
(SMA)’nin temel etyolojisini olusturmaktadir (Kolb & Kissel, 2015). SMN1
geninin paralogu olan SMN2 geni, siirli miktarda fonksiyonel SMN proteini
iireterek hasta bireyler arasinda klinik degiskenlik meydana getirse de eksikligi tam

olarak telafi edemez.

Onemli mortalite ve morbidite sebeplerinen biri olan SMA hastalig1 ile telomer
uzunlugu arasindaki korelasyon literatiirde heniiz yeterince ele alinmamaigstir. Bizim
calismamiz planlandiginda bu konuda herhangi bir yaym bulunmamaktaydi. Simdi
de bilgimize gore bu arastirma; SMA’li ¢ocuklarda telomer uzunlugunu
degerlendiren literatlirdeki ikinci, gen tedavisi alma parametresini de incelemesi

bakimindan ilk ¢alismadir.

SMA hastalarinda telomer boyunun etkisini arastiran, ulasabildigimiz tek ¢alisma;
Hindistan'in kuzeyinde, yiiksek akraba evliligi oranina sahip Kesmir bolgesinde
gercgeklestirilmistir ve 2024 yilinin Kasim ayinda yayimlanmigtir (Hassan ve ark.,
2024). Arastirmaya 40 adet SMA hastasi ve 58 adet yas ve cinsiyet agisindan
eslestirilmis saglikli  kontrolii igeren toplamda 98 birey dahil edilmistir.
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Katilimeilardan periferik kan 6rnegi alinarak DNA izolasyonu yapilmis, daha sonra
Monokrom Multiplex Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (MMKPZR,
MMQPCR) yontemi ile periferik kan lenfositlerinde rolatif telomer uzunlugu
Ol¢iilmiistiir. Bu yontem, tek bir floresan boya kullanilarak ayni tlp igindeki tek
reaksiyonda birden fazla hedef dizinin (6rnegin telomer ve bir referans gen)
cogaltilmast prensibine dayanmaktadir. Elde edilen sonuclar, referans gene gore
normalize edilerek kantitatif verilere dontstiiriilir. MMKPZR teknigi, bizim
arastirmamizda kullanmay1 segtigimiz gercek-zamanli PZR ile ¢ok yiiksek oranda
benzerlik gostermektedir. Ancak goreceliligin analiz edilmesinde MMKPZR’de
normalizasyon yapilirken, standart kantitatif PZR’de Ct degerlerinin

karsilastirildigi bir yaklasim benimsenir.

Hassan ve arkadaslarinin gergeklestirdigi ¢alismada olgularin %47,5’1 erkek,
%52,5’1 kadin iken; kontrollerin %62’si erkek, %38’1 kizdir. Ayrica hastalarin
ortalama yasi 33,76 ay; kontrollerin ortalama yasi ise 98,28 ay olup bu fark anlamli
bulunmustur (p=0,003)(Hassan ve ark., 2024). Bizim arastirmamizda ise kontrol
grubu hasta grubunun tamamlanmasindan sonra secilmis olup; cinsiyetler tam
olarak eslestirilmistir. Dogum tarihleri ve numune alma zamanlar1 incelenerek hasta
ve kontrollerin yaslar1 arasinda 3 aydan fazla zaman bulunmamasina 0zen
gosterilmistir. Gruplar arasinda bu parametrelerin eslestigi istatistiksel olarak da

gosterilmistir.

Bizim ¢aligmamiza hayatin ilk 3 ayindaki bebekler dahil edilmemistir. Bunun
cesitleri sebepleri bulunmaktadir. Oncelikle, dogum aninda, telomer uzunlugunun
oldukga degisken oldugu birgok ¢alismada gosterilmistir (Friedrich ve ark., 2001;
Menon ve ark., 2012; Okuda ve ark., 2002; Vasu ve ark., 2017). Bu bulgu, insan
embriyolarinda (Turner ve ark., 2010) ve fetlslerde (Holmes ve ark., 2009;
Youngren ve ark., 1998) goézlenen yiiksek telomer uzunlugu varyasyonu ile
uyumludur. Ayrica, yenidoganlarda telomer uzunlugunun ebeveynlerin telomer
uzunlugu ile iligkili oldugu goézlenmistir. Ancak annenin telomer boyunun mu
(Akkad ve ark., 2006; Factor-Litvak ve ark., 2016) yoksa babaninkinin mi (Njajou
ve ark., 2007; Nordfjall ve ark., 2005) daha etkili oldugu konusunda fikir birligi
yoktur. Ek olarak, literatirde SMA fare modellerinde 2021 yilinda yapilmis olan
longitudinal bir ¢aligma, ndrogelisimsel gecikmenin fetal hayatin ge¢ donemlerinde

ve neonatal donemde basladigini gostermistir (Kong ve ark., 2021). Biz de
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yenidoganlarda telomer boyunu ¢esitli faktorler etkileyebileceginden yola ¢ikarak,
erken bebeklik donemindeki hastalari aragtirmamizdan disladik. Son durumda tim

vakalarimizin yas ortalamasi yaklasik 60 ay olarak hesaplandi.

Katilimeilarimizin %53,4’4 kiz ¢ocuk, %46,6’s1 erkek cocuktur. Yirmi dokuz
tilkeyi temsil eden Kiiresel SMA Hasta Kaydi verilerine gére SMA insidansi kiz ve
erkek cocuklarda yaklasik esittir (Verhaart, Robertson, Leary, ve ark., 2017). SMN1
geni otozomal 5 numarali kromozom Uzerinde bulunmasi da g6z 6niine alindigi

takdirde hastalarimizin cinsiyet dagilimi beklentimizle uyumludur.

S0zU gecen yayinda, yapilan analizlerde SMA hastalarinda telomer uzunlugu,
saglikli bireylere kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede daha kisa
bulunmustur (p = 0,04) (Hassan ve ark., 2024). Biz de arastirmamizda, 58 SMA
hastasinin onlarla yas ve cinsiyet bakimindan eslestirilmis 58 kontrol ile telomer
boylarin1 kiyasladik. Hasta ve kontrol gruplart birbiriyle karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gorilmemistir (p=0,346). Ancak hasta
grubumuzun %32,8’i (n=19) Onasemnogene abeparvovec-xioi (ZOLGENSMA) gen
tedavisi almisti. Hipotezimize gbre gen tedavisi almis bireylerde SMN1 geni
replasmaninin telomer boyu (izerine de etki etmesi beklenmektedir. Sonug olarak
hasta grubumuzu gen replasman tedavisi almis ve almamis seklinde iki grupta

yeniden inceledik.

Gen tedavisi almamig 39 hastamizi kendileriyle yas ve cinsiyet agisindan
eslestirilmis 39 kontrol ile karsilastirdigimizda, telomerlerinin kontrollerden

anlamli derecede farkli oldugunu saptadik (p=0,029).

Onasemnogene abeparvovec tedavisi almis olan hastalarin (n=19) ise telomer
uzunlugu ile kontrollerininki arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(p=0,108). Ayrica gen tedavisi almis ve almamis gruplar birbirleriyle
karsilagtirildiginda telomer boylarinda anlamli bir fark oldugu saptanmistir
(p=0,012). Bu sonuglar SMN1 gen replasmaninin telomer boyu iizerindeki
iyilestirici etkisini gostermektedir. Gen tedavisi alabilen hastalarin telomerleri

saglikl1 kontrollerinkine benzer duruma gelmistir.

SPRINT gen tedavisi ¢alismast (NCT03505099) 2022 yilinda SMN2 geninin iki
veya li¢ kopyasina sahip presemptomatik bebeklerin onasemnogene abeparvovec ile

tedavi edildigi bir arastirmadir. Bu ¢alisma sonucunda; iki SMN2 kopyasina sahip
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14 hastanin tamami, 14. ay degerlendirmesinde hayatta kalmis ve desteksiz oturma
becerisi kazanmigtir. Dokuz hasta 18 ayda bagimsiz yiiriimiistiir (Strauss, Farrar,
Muntoni, Saito, Mendell, Servais, McMillan, Finkel, Swoboda, Kwon, Zaidman,
Chiriboga, lannaccone, Krueger, Parsons, Shieh, Kavanagh, Tauscher-Wisniewski,
ve ark., 2022). U¢ SMN2 geni kopyas: tastyan 15 hastanin ise tamami hayatta
kalmig, 14’1 desteksiz oturabilmis ve 24 aydan Once yiiriiyebilmistir (Strauss,
Farrar, Muntoni, Saito, Mendell, Servais, McMillan, Finkel, Swoboda, Kwon,
Zaidman, Chiriboga, lannaccone, Krueger, Parsons, Shieh, Kavanagh, Wigderson,
ve ark., 2022). Bu c¢alisma bize SMN1 geni replasmaninin presemptomatik
donemde bile baglanabilecegini ve hasta sagkaliminda, néromotor gelisiminde,
hayat kalitesinde Onemli iyilesmeler saglayabilecegini  gostermektedir.
Onasemnogene abeparvovec tedavisinin bu olumlu sonuglarina telomer boyu

izerindeki diizeltici etkisi de katki sagliyor olabilir.

Telomer kisalmasinin SMA patogenezine nasil katki sagladigi heniiz tam olarak
bilinmemekle birlikte; SMA hastalarindaki telomer boyu etkilenmesinin asil
sebebinin SMN1 genindeki islev kaybi oldugu disiiniildii. SMA hastalarinda SMN1
geni siklikla homozigot olarak delesyona ugramistir (Lefebvre ve ark., 1995).
Hastalarda ¢esitli kopya sayilarinda bulunan SMN2 geninin tirettigi SMN proteini
de cekirdek-alti organeller olan Cajal cisimlerinin biyogenezi ve islevinin
saglanmasi igin yetersiz kaliyor olabilir (Hebert ve ark., 2001; Poole ve ark., 2016).
Telomeraz holoenziminin katalittik TERT wve RNA bileseni olan TERC alt
birimlerinin  birlestirilmesi ve matiirasyonunun da Cajal cisimciklerinde
gergeklestigi (Jady ve ark., 2004; Machyna ve ark., 2013) goz Oniine alindiginda,
SMN proteininin eksikliginin buradaki proteinlerin etkilesimini degistirerek
telomeraz biyogenezinde bozulmaya yol acabilir. Literatiirde 2016 yilina ait bir
calismada, SMN proteininin Cajal cisimciklerinde bulunan baska énemli bir protein
olan coilin ile birlikte telomeraz RNA'siyla etkilesime girdigi ve diskerinin
telomeraz RNA'sina baglanmasini olumsuz yonde diizenledigi gosterilmistir.
Boylece SMN, telomeraz kompleksinin montajin1 ve islevini modiile etmektedir
(Poole & Hebert, 2016). Ek olarak, farkli bir ¢alismada SMN proteininin telomeraz
ile direkt fiziksel bir iliski kurdugu in vitro baglanma ve immiinopresipitasyon
deneyleri ile kanitlanmig, SMN bir telomeraz-iligkili protein olarak tanimlanmistir

(Bachand ve ark., 2002). Bu etkilesimler neticesinde SMA’daki SMN proteini
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eksikligi, telomeraz biyogenezi ya da aktivitesini bozabilir; telomeraz, ters
transkripsiyon siireci yoluyla kisa telomerlerin birikmesini engelleyemeyeceginden
telomer homeostazi sekteye ugrayabilir. Telomerdeki islev bozukluklar1 hiicresel
yaslanma (senesens), hiicre boliinmesinin durmasi, apoptoz ve genetik materyalin
hasara ugramasi ile sonuglanmaktadir (Blackburn ve ark., 2006; Di Micco ve ark.,
2021; Hemann ve ark., 2001; Vicencio ve ark., 2008; Victorelli & Passos, 2017; Yu
ve ark., 1990; Zhao ve ark., 2023). Bu durum SMA hastalarinda morbidite ve

mortalitenin artmasina yol agabilir.

Telomer kisalmasinin SMA patogenezine etki etme mekanizmalarindan bir digeri,
genomik instabiliteye ve DNA hasarina yol agarak motor néron dejenerasyonunu
artirmasi olabilir. Literatiirdeki ¢esitli yayinlar ndrolojik hastaliklar ve telomer boyu
arasindaki iliskiye deginmistir (Rossiello ve ark., 2022). Yasla birlikte fare
beyninde senesens hiicreleri birikir ve bu durum, telomeraz eksikligi olan farelerde
daha belirgindir (Jurk ve ark., 2012). Nitekim, hipokampal ndronlarda telomer-
iliskili odaklar (TAF), babunlarda (Fumagalli ve ark., 2012) ve farelerde (Fielder ve
ark., 2020) yasla birlikte artis gostermektedir. Alzheimer hastaligi ve demans
hastalarinda telomer uzunlugunu inceleyen c¢esitli ¢aligmalarda, hastalarin 16kosit
telomer uzunluklarinin yasca eslestirilmis saglikli kontrollerden daha kisa oldugu
bildirilmistir (Grodstein ve ark., 2008; Honig ve ark., 2006; Martin-Ruiz ve ark.,
2006; Panossian ve ark., 2003; Thomas ve ark., 2008). Bazi arastirmalar telomer
uzunlugunun hastaligin siddetiyle korele oldugunu 6ne siirse de (Grodstein ve ark.,
2008; Martin-Ruiz ve ark., 2006; Panossian ve ark., 2003), bu korelasyon heniz
netlik kazanmamistir (Hochstrasser ve ark., 2012; Valdes ve ark., 2010; Zekry ve
ark., 2010). Parkinson hastaliginin telomer boyu ile iligkisi de kesin olarak ortaya
konmamistir (Guan ve ark., 2008; Wang ve ark., 2008; Watfa ve ark., 2011).
Bununla birlikte, Parkinson hastalarinda 5 kilobazdan kisa telomerlerin sadece

hasta grubunda bulundugu gozlemlenmistir (Guan ve ark., 2008).

Amyotrofik lateral sklerozis (ALS) hem {iist hem alt motor ndronlarin tutuldugu,
erken Oliimle karakterize, ndrodejeneratif bir hastaliktir. Vakalarin yaklasik
yarisinda genetik bir etyoloji saptanabilmektedir (Al Khleifat ve ark., 2022). ALS
ile 1lgili yapilmis arastirmalar telomer uzunlugunun norodejeneratif hastaliklarla
iliskisi hakkinda bilgi verici niteliktedir. De Felice ve arkadaglar1 ise ALS’de

telomeraz ekspresyonunun azaldigini, 16kositlerdeki telomer boyunun kisaldigini
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bildirmistir (De Felice ve ark., 2014). Farkli ¢alismalarda ise, ALS hastalarinin
Iokositlerinde telomer uzunlugunun saglikli kontrollerden daha uzun oldugu 6ne
stirilmustir (Al Khleifat ve ark., 2022; Al Khleifat ve ark., 2019). Ancak telomer
uzunlugu ile ALS riski arasinda dogrudan nedensel bir iliski bulunamamistir (Xia
ve ark., 2021). Farkli bir ¢aligmada ALS hastalarindan daha uzun telomerlere sahip
olanlarin medyan yasam siiresinde %16 artis gézlemlenmistir (Al Khleifat ve ark.,
2019). Transgenik ALS fare modeline, merkezi sinir sisteminde telomeraz
ekspresyonunu artiracak bir ajan verildiginde, telomeraz ifadesi artisinin hastaligin
baslangicin1 ve ilerlemesini geciktirdigi gosterilmistir. Bu ajan motor ndronlarin
hayatta kalma oranin1 %60 artirmis ve ndroprotektif etkiler sergilemistir (Eitan ve
ark., 2012). Linkus ve arkadaslarinin ¢alismasinda transgenik ALS fare
modellerinde telomeraz ters transkriptaz geni (TERT) silinmis, bu durum telomer
kisalmasina yol agarak hastalik fenotipinin daha erken ortaya ¢ikmasina ve hayatta
kalma siiresinin azalmasina neden olmustur. Bu bulgular, telomeraz eksikliginin
ALS gelisiminde hizlandirici bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Linkus ve
ark., 2016). Ayrica ALS’de yapilan galismalar, telomer kisalmasinin ndronal
farklilagsmay1 ve ndrogenezi bozdugunu; buna bagli olarak oksidatif stres, DNA
hasari ve DNA onarim mekanizmalarinda yetersizlik gibi streglerin telomer
kisalmasini hizlandirabilecegini gostermistir (Braak ve ark., 2013; Brettschneider
ve ark., 2013; Monani & De Vivo, 2014). Bu da motor ndéron dejenerasyonuna
katkida bulunabilir. Sonu¢ olarak, norodejeneratif gidisli ALS ile telomer boyu
iliskist literatiirde heniiz agikliga kavusmamistir. Ancak telomerlerin kisalmasi daha
erken baslangic yasi ve daha agir hastalik seyri gibi daha koti bir klinik tabloya yol

actyor olabilir.

Harley ve arkadaslarinin 2024 yilinda raporlanan bir ¢aligmasinda; insan kaynakli
pluripotent kok hicrelerde CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Palindromic
Repeats)/Cas9 genom diizenleme teknolojisi ile TERT (telomeraz ters transkriptaz)
geni iglevsiz hale getirilmis, telomeraz aktivitesi azaltilmistir. Bu yolla telomerleri
kisalmis olan kok hiicreler, motor ndronlar ve astrositlere farklilastirilmistir. Elde
edilen bulgular, telomer kisalmasinin hem motor néronlarda hem de astrositlerde
yaslanma ile iligkili fenotipleri indiikledigini gdstermistir. Bu fenotipler arasinda
hiicresel yaglanma (senesens), artmis inflamasyon, DNA hasar1 yer almaktadir.

Hem gelismekte olan hem de eriskin beyin dokularinda telomeraz eksikligi ve
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telomer kisalmasinin norogenezde bozulma, ndronal farklilagma kaybi ve
norodejeneratif hastaliklar  bakimindan duyarhilik artisina  neden  oldugu
raporlanmustir (Harley ve ark., 2024). Bu ¢alisma ile yazarlar, telomer kisalmasinin
noral progenitér hiicre proliferasyonu ve ndronal farklilasma tizerindeki temel
roliinii vurgulamaktadir. Hassan ve arkadaslar1 da SMA’da telomer uzunlugunu
Olctikleri yayinlarinda analiz sonuglarimi daha ¢ok motor néron etkilenmesi

cergevesinde tartismiglardir (Hassan ve ark., 2024).

Telomer boyu kisaldiginda tetiklenen hiicresel yaslanma (Senesens) ve buna bagli
olarak motor noronlarin kendilerini onarma ve rejenerasyon yeteneklerinin
bozulmas: da SMA patogenezine katki saglayan diger bir mekanizma olarak 6ne
stirilmustir (Hassan et al., 2024). Bir dokudaki senesens hiicrelerin birikimi hem
mitotik olarak aktif hiicre sayisin1 azaltarak dokudaki biliylime ve onarim
potansiyeli siirlar; hem de komsu hiicreler iizerinde etkili olacak olan proteazlar,
bliylime faktorleri ve inflamatuvar sitokinler salar. Bu salinimin amaci senesens
hiicrelerinin bagisiklik sistemi tarafindan temizlenmesini tetiklemektir. Ancak,
bagisiklik sistemi yaslandikca bu hiicreleri uzaklastirma kapasitesi de bozulur
(Mufioz-Espin & Serrano, 2014; Vicencio ve ark., 2008). Ek olarak senesens
durumunda mitokondri islevleri bozulur, oksidatif stres gelisir. Reaktif oksijen
tiirevleri ve telomer hasari arasinda bir pozitif geri-besleme déngiisii olusur. Islevini
yitirmis mitokondrilerde enerji liretimi bozulacagindan hiicre normal metabolik ve
fizyolojik islevlerini siirdiiremeyerek sonunda apoptoz veya senesense suruklenir
(Harrington ve ark.,, 2023; Sahin ve ark., 2011). Bu durumda kendini
yenileyemeyen motor ndronlar nérodejeneratif hastaliklarda klinigi kétiilestirici bir

etkiye yol acabilir.

Hassan ve arkadaglarinin yaptigi giincel ¢alismada SMA alt tipleri de telomer boyu
acisindan karsilagtirllmistir (Zerres & Davies, 1999). Hasta grubunda SMA tip O
tanil1 4 hasta (%10), SMA tip 1’li 13 hasta (%32,5), tip 2’11 14 hasta (%35), tip 3’li
7 hasta (%17,5) ve SMA tip 4 tanili 2 hasta (%5) yer almaktaydi. Arastirmada hafif
gidisli tip 3 ve tip 4’e kiyasla, daha siddetli SMA formlarinda telomer kisalmasinin
daha belirgin oldugu sonucuna varilmistir. Tip O, tip 1 ve tip 2 SMA’daki telomer
boyu karsilagtirmas1 p degerleri sirasiyla 0,04; 0,01 ve 0,0004 olarak rapor
edilmistir. Tip 3 ve tip 4 hastalarinda ise telomer uzunlugunda istatistiksel acidan

anlamli bir fark gézlenmemistir (p = 0,40 ve p = 0,17). Boylece, SMA’da telomer
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kisalmasinin hem varligi ve hem de hastalik siddetiyle iliskisini gosterilmistir.
Ayrica yazarlar telomer boyunun SMA'nin siddeti ve prognozuyla iliskili bir

biyobelirtec olarak kullanilabilecegini 6ne stirmiistiir (Hassan ve ark., 2024).

Biz de ¢alismamizda hastalarin SMA tipine gore bir analiz gerceklestirdik. Vaka
grubumuzda %63,8 (n=37) oran ile en yaygimn alt tip SMA tip 1°di. Hastalarin
%19’u (n=11) SMA tip 2, %15,5’1 (n=9) SMA tip 3 ve %]1,7’si (n=1) SMA tip 4
tanisiyla takip edilmekteydi. Literatirde de 2004 yilina ait bir ¢alismada SMA
hastalarinin yaklasik %58'inde SMA tip 1, %29'unda SMA tip 2 ve %13'inde SMA
tip 3 oldugu bildirilmistir (Ogino ve ark., 2004). Daha sonra 2017 yilina ait bir
arastirmada da hastalarin yaklasik %60'inda SMA tip 1, %20'sinde SMA tip 2 ve
%20'sinde SMA tip 3 mevcut oldugu raporlanmigtir (Verhaart, Robertson, Leary,
ve ark., 2017; Verhaart, Robertson, Wilson, ve ark., 2017). Hasta grubumuz
olusturulurken Genetik Hastalik Degerlendirme Merkezi disinda, ¢ocukluk ¢aginda
klinik bulgu vermis olan SMA hastalarinin takip edildigi Cocuk Noroloji ve Cocuk
Gogiis Hastaliklart polikliniklerinden de olgu dahil edilmesi; SMA tip 1

hastalarinin vakalarimiz arasinda yaygin olusunun sebeplerinden biri olabilir.

Hasta grubumuzda telomer boyu ve SMA tipi arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir. Gen tedavisi almamis vakalar ayrica degerlendirildiginde de SMA
tipine gore telomer uzunluklart arasinda anlamli bir fark yoktur. Bunun sebebi alt
gruplardaki hasta sayisinin ve yaslarinin farkliligi olabilir. Gen replasmani almis
hastalardan 18’i tip 1, 1 hasta ise SMA tip 2 tamsiyla takip edilmekteydi.
Gruplardan birinde yalnizca bir birey bulunmasi nedeniyle karsilastirmali bir

istatistiksel analiz yapilamamuistir.

Sadece SMA tip 1’li hastalarin telomer boyu degerlendirildiginde, gen tedavisi
almamis ve almis hastalar birbiriyle karsilastirildiginda telomer boylar1 anlaml
diizeyde farkli bulundu. Buna dayanarak gen tedavisinin telomer boyunu uzatmada
etkili oldugu soOylenebilir. EK olarak, tedavi almis tip 1 hastalarmin telomer
uzunlugu kendi kontrollerininkine benzerdi. Ancak beklenmedik sekilde tedavi
almamig SMA tip 1 hastalarinin telomer boylart da kontrol grubuna benzer
bulundu. Bunun sebebi bunun sebebi tedavi almayan SMA tip 1 hasta grubunda yas

araliginin gorece genis olmasi olabilir (minimum 7,47 ay ve maksimum 114,1 ay).
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SMA tip 2 tanisiyla takip edilmekte olan toplam 11 hastamiz vardi. Bu grupta
yalniz bir vaka gen replasman tedavisi almisti. Gen tedavisi almayan hastalarin
telomerleri kontroller ile karsilastirildiginda anlamli derecede farklilik saptanmistir.
Gen tedavisi alan hastanin ise telomer uzunlugu kontroliinkii ile benzer
bulunmustur. Bu durumda SMA’nin telomerleri kisalttigr, SMN1 geni

replasmaninin bu etkiyi geri ¢evirdigi sOylenebilir.

SMA tip 3 tanili 9 hasta ve SMA tip 4 tanili 1 vakamiz mevcuttu. Bu hastalarin
telomer uzunluklar1 kendi kontrolleri ile kiyaslandi, istatistiksel olarak anlamli bir
fark gorulmedi. Bu bulgumuz literatirdeki Hassan ve arkadaslarinin verisiyle
uyumludur (Hassan ve ark., 2024). SMA tip 3 ve 4’teki klinik siddetin hafifligi ile
iligkili olabilir.

Telomer kisalmasinin daha siddetli SMA formlarinda daha belirgin olmasi sonucu,
yipranmig telomerlerin DNA hasar1 yoluyla motor néron dejenerasyonunu artirmasi
mekanizmasiyla tutarlilik gostermektedir. Hassan ve arkadaglarinin arastirmasinda
tip 0, tip 1 ve tip 2 SMA’L hastalarda telomer boyunun daha kisalmis olmasi
(Hassan ve ark., 2024), genomik instabiliteyi tip 3 ve tip 4’e¢ kiyasla daha ¢ok
artirarak motor ndron dejenerasyonunu siddetlendirmis olabilir. Bizim
calisgmamizda da SMA tip 2 hastalarinin telomer boyunun kontrollere gore kisalmis
oldugu, tip 3 ve 4 hastalarinda ise bdyle bir etkilenme olmadig1 saptanmistir. Ancak
SMA tip 1 hasta grubu verilerimizi desteklememektedir. Bunun sebebi tedavi
almamis tip 1 hastalarinin 6rneklemimizde ¢ok genis bir yas araligi i¢inde yer
aliyor olmasi olabilir. Gen tedavisi almis olan bireylerin ise kontrollerle benzer
telomer boylarina sahip olmasi beklenmektedir. Bu durum hem tip 1 hem de tip 2

tanisiyla izlenmekte olan hastalarda hipotezimizle tutarl sekilde sonuclanmigtir.

SMA hastalarinda  SMN1 geninin biallelik islev kaybi1 sonucunda; nukleer
riboniikleoprotein ~ biyogenezinde, aksonal  tasimanin  transkripsiyonel
diizenlenmesinde, hiicre trafigi ve telomeraz rejenerasyonundaki kritik Onemi
bulunan SMN proteini Gretimi etkilenir (Brzustowicz ve ark., 1990; Hassan ve ark.,
2024; Melki ve ark., 1994). insanda SMN1 geninin paralogu olan SMN2 geni de
SMN proteini kodlamaktadir. Ancak bu proteinin yalmizca %10-20’s1
fonksiyoneldir. Cunkii SMN2 geninde 7. ekzonun 6.pozisyondaki tek bir baz
degisimi (C—T) neticesinde mRNA transkriptlerinin neredeyse ylizde 90’1inda
ekzon 7 atlanir. Normal sartlarda islevsel SMN proteininin sadece %10-20’si SMN2
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geninden iiretilse de, SMA hastalarinda SMN2 geni bu 6nemli proteinin tek kaynagi
haline gelir. Bu nedenle, arastirmamizda SMN2 geni kopya sayisina gore telomer

uzunlugu da analize dahil ettik.

Calismaya alinan 58 kisilik hasta grubunun %70,7’si (n=41) SMN2 geninden 2
kopya, %22,4’ii (n=13) 3 kopya, %6,9’u (n=4) ise 4 kopya tasimaktayd. iki kopya
SMN2 tastyanlarin 18’1, {i¢ kopya tasiyanlarin 1’i Onasemnogene abeparvovec
tedavisi almisti. Gen tedavisi almamis vakalarda telomer boyu ile SMN2 kopya
sayisi istatistiksel olarak incelendiginde anlamli bir fark bulunmadi. Arastirmamiz
SMN2 geni kopya sayisi ile telomer uzunlugu iliskisini inceleyen ilk ¢aligmadir ve

literatiirde benzer ¢alisma olmadigindan dolay1 karsilagtirma yapilamamistir.

Iki kopya SMN2 geni bulunduran hastalardan gen tedavisi almayanlarmn telomerleri
kontrollerinkinden anlamli derecede kisa bulunmustur. Gen tedavisi almis olanlarin
ise telomer boylar1 kontrollerinkine benzer izlenmistir. Gen replasmani almis ve
almamig vakalar birbirleriyle kiyaslandiginda telomer uzunluklar1 arasinda anlamli
bir fark saptanmistir. Bu veriler hipotezimizle ve diger verilerimizle uyumlu olarak
degerlendirilmistir. U¢ ve dort kopya SMN2 geni tasiyan olgularin telomer
boylarinda kontrollerle anlamli farklilik saptanmamistir. Bunun sebebi SMN2
geninden tretilen SMN proteini miktar1 arttikga telomerler uzunlugunun daha iyi
korunmasi olabilir. Ancak literatiirde sonuglarimiz1 karsilastirabilecegimiz, SMN2
kopya sayist ile telomer uzunlugunu iligkilendiren herhangi bir yayina

rastlanmamaistir.

Her replikasyon dongiisinde DNA kademeli olarak kaybedildigi bilinmektedir.
Telomerler yaklasik 4 kilobazlik kritik bir uzunluga kisaldiktan sonra hiicreler daha
fazla boliinemeyerek senesens veya apoptoz yolaklarina yonlendirilir (Huang ve
ark., 2025). Telomer kisalmasinin yol agtig1 senesens hucresi birikiminin, doku ve
organizma dizeyinde de yaslanma siirecini yonlendirdigi diistiiniilmektedir (Turner
ve ark., 2019). Bu hipotezi test etmek amaciyla ¢ok sayida calisma, telomer
uzunlugunu in vivo olarak kronolojik yasla iliskilendirerek 6lgmiistiir. Rufer ve
arkadaglarinin 1999 yilinda lenfosit alt gruplarinda yaptigi ¢alismada telomer
boyunun yasla birlikte anlamli bir sekilde azaldigi gosterilmistir (Rufer ve ark.,
1999). Yapilan uzunlamasina bir ¢alismada dokuz farkli bebekten 3 yasina kadar
periferik kan numunesi almis, telomer boyunun zamanla kisaldigi saptanmistir

(Zeichner ve ark., 1999). Ek olarak, Takubo ve arkadaslari telomer uzunlugunu
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farkl1 dokularda degerlendirmis ve boylarinin yasla birlikte kisaldigini ortaya
koymustur (Takubo ve ark., 2000; Takubo ve ark., 1999). ilerleyen yillarda bu
konudaki yayinlarin artmasiyla yapilan bir derlemede, farkli hiicre tipleri ve
bireyler arasinda biiyiik bir heterojenite bulunsa da; telomer kisalmasinin hiicresel
replikasyon kapasitesini azalttig1 ve telomer boyunun yaglanma biyobelirteci olarak
kullanilabilecegi vurgulanmigtir (Lansdorp, 2008). Farkli bir derleme ¢alismasi da,
somatik hiicrelerde boliinme sayisiyla orantili olarak telomer kisalmasinin replikatif
yaslanmanin ana mekanizmalarindan biri oldugunu one siirmustir (Aubert &
Lansdorp, 2008). Bu calismaya gore telomer uzunlugu bireyler arasinda dogustan
farklilik gostermektedir ve oksidatif stres, inflamasyon, yasam tarzi se¢imleri gibi
cevresel etkenler telomer dinamigini etkileyebilmektedir. Telomer uzunlugu ile
kronolojik yas arasindaki iliskiyi inceleyen en kapsamli arastirma, 743.019 bireyi
kapsayan 414 ¢alismanin degerlendirildigi bir sistematik derleme ve meta-analizdir
(Ye ve ark., 2023). Bu analiz telomer boyunun yasla birlikte azaldigini, ancak bu
azalmanin dogrusal olmadigimi gostermistir. Telomerlerdeki kisalma &zellikle
cocukluk ve erken yetiskinlik donemlerinde belirgin olan bir fenomendir, 50
yasindan sonra bu hiz yavaslamaktadir (Ye ve ark., 2023). Bu galismalar birlikte
degerlendirildiginde telomer uzunlugunun kronolojik yasla ters orantili olarak
degistigi anlagilmaktadir. Biz de arastirmamizda katilimcilarin telomer boyunun yas
ile iliskisini analiz ettik.

Hasta grubumuzda telomer uzunlugu ve yas arasinda zayif derecede anlamli negatif
bir korelasyon bulunmustur (p=0,048 ve r=-0,26). Bu hasta bireylerde yas arttik¢a
telomerlerin  kisaldigi anlamma gelmektedir. Kontrol grubunda ise telomer
uzunlugu yas ile korele olmamistir. Bunun sebebi ise orneklem biiyiikligi ve
katilimeilarin  tamaminin ¢ocuklar arasindan seg¢ilmis olmasi olabilir. Fakat
vakalarimizda gorece kiiclik bir populasyonda bile yas-telomer kisalmasi
korelasyonunun gosterilmesi, bize SMA nin telomerleri ciddi diizeyde etkileyen bir
hastalik olduguna isaret etmektedir. Ye ve arkadaslarinin ¢aligmasinda diizeltilmis
korelasyon degeri r=-0,19 olarak belirtilmistir (Ye ve ark., 2023). Ancak burada
caligmalar arasi heterojenlige gore meta-diizeltme yapildigindan dolayi, bu degeri
dogrudan bizim korelasyon verilerimizle karsilastirmak dogru degildir. Fakat, bizim
calismamizda da Ye ve arkadaslarinin derlemesiyle tutarli bir sekilde negatif bir

lineer iligki saptanmustir.
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Hastalardaki telomer boyunun SMA tipine gore korelasyonu incelendiginde orta
derecede negatif bir korelasyon saptanmistir (p=0,01 ve r=-0,334). Bunun sebebi
SMA tipi ilerledik¢e hasta grubunun yas ortalamasinin artmasi olabilir. SMN2 geni
kopya sayist ile telomer uzunlugu ise istatistiksel olarak korele olmamustir.

Literatiirde bu bulgularimizi karsilagtiracagimiz bir yayin bulunmamaktadir.

Spinal Muskiiler Atrofi’de telomerlerin nasil etkilendigini anlamak, hastalik
patogenezi ve tedavi siirecine dair 6nemli bilgiler saglayabilir. Biz de ¢alismamiza
gen tedavisi almis SMA hastalarini ekleyerek arastirmanin kapsamini genislettik.
SMN1 geni replase edilmis olan bu vakalarin telomer boyu bakimindan saglikli
kontrollerle benzer oldugunu ortaya koyduk. Bu sonu¢ hem SMNL1 ifadesi saglayan
bir adeno-iligkili viriis (AAV) vektorii kullanilarak uygulanan ekzojen gen ekleme
tedavisinin basarisini, hem de bu gen tarafindan kodlanan SMN proteininin telomer
uzunlugunun  siirdiiriilmesindeki ~ degerini  gdstermektedir. Ote  yandan,
onasemnogene abeparvovec tedavisi de gesitli zorluklar igermektedir (Mendell ve
ark., 2017). Bu zorluklar arasinda AAV transgeninden elde edilen ekspresyonun
suresinin bilinmemesi (Thomsen ve ark., 2021) ve bdélinen hicrelerde AAV
dilisyonu (Alves ve ark., 2020) nedeniyle etkinligin zamanla azalmasi
bulunmaktadir. Halihazirda gen transfer tedavisi almis olan hastalarda telomer
uzunlugunun degerlendirilmesi, ekspresyon azalmasi ve diliisyon durumlari igin
prediktif bir belirteg¢ olarak kullanilabilir; uzun vadeli takiplerde yeniden transfere

gereksinim duyan hastalarin belirlenmesinde deger tasiyabilir.

Telomer kisalmasinin SMA patogenezindeki roliiniin daha iyi anlagilmasi, telomer
uzunlugunun korunmasina yonelik hedeflenmis, yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine de katki saglayabilir (Bar & Blasco, 2016). Literatlirde Sareen ve
arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada, apoptoz inhibitorleri ile tedavi edilen
SMA fare modellerinde motor noronlarin hayatta kalimi ve islevinde iyilesme
gozlemlenmistir (Sareen ve ark., 2012). Farkli bir yayinda da telomeraz aktivatori
ile tedavi edilen SMA’li farelerde motor fonksiyonda ve sagkalimda artis
bildirilmistir (Eitan ve ark., 2012). Telomeraz aktivitesini artirmaya yonelik
tedaviler, motor ndronlarin dejenerasyonunu yavaslatabilir ve hastaligin seyrini

olumlu yonde etkileyebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. SONUC

Sonug olarak; calismamiz SMA’da telomer uzunlugunun degisimini ve gen
replasman tedavisinin buna etkisini arastiran benzersiz bir ¢alismadir. Telomeraz
biyogenezinde c¢ekirdekte Onemli gorevler alan SMN proteininin eksikliginin
telomerlerin daha hizli kisalmasina yol agtig1 diisiiniilmustiir. Telomer boyundaki
kisalma; muhtemelen genomik dengesizlik, DNA hasar1 ve hiicresel yaglanmay1 da
iceren bir sureg ile hastalik patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Hastalarin
SMA tipi, SMN2 geni kopya sayisi ve kronolojik yaslari analize dahil edilmistir.
Elde ettigimiz veriler, SMN proteininin telomer homeostazindaki Onemini
vurgulamistir. Ayrica onasemnogene abeparvovec tedavisi almig hasta grubunda
telomer boyunun kontrollerle benzer bulunmasi nedeniyle gen tedavisinin telomer
uzunlugunun siirdiiriilmesinde  oldukga etkili bir yaklasim oldugu ileri

strdlmektedir.

6.2. ONERILER

Spinal Muskiiler Atrofi hastaligimin 6nemli bir ¢ocukluk ¢agi mortalite ve
morbidite sebebi olmasi nedeniyle; hem hastalik mekanizmasini aydinlatacak
aragtirmalar, hem de gilincel tedavi yOntemlerinin avantaj ve dezavantajlarimi
irdeleyen arastirmalar Onem tasimaktadir. Ayrica bu arastirmalar yapilirken

hastaligin ¢esitli tipleri de g6z 6niinde bulundurulmalidir.

SMA’da tedavi seceneklerinin herkesce kolay ulasilabilir olmayisi Grneklem
biiytikliigiinii kisitlayan baslica etkenlerden biri olarak karsimiza g¢ikmaktadir.
Gelecek caligmalarda; o6rneklem biiytikliigiintin artirilmasi, farkli SMA tiplerinde
telomer uzunlugunun longitudinal takibi ve gen replasman tedavisi uygulanan
olgularda tedavi Oncesi ve sonrast Olcimlerin  karsilagtirmali  olarak

degerlendirilmesi 6nerilebilir.

SMN proteini ve telomerlerin iliskisinin daha iyi anlasilmasiyla telomer boyu,
SMA icin potansiyel bir terapotik hedef olabilir; telomeraz aktivatorlerini de igeren
yeni tedavi stratejilerinin  gelistirilmesine katki saglayabilir. Bu konuda

derinlemesine ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Ek-1

Kontrol Grubu Ebeveyn/Yasal Vasi Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu

Sayin Ebeveyn/Yasal Vasi;

“Spinal Muskiiler Atrofi Hastalarinda Telomer Uzunlugunun
Degerlendirilmesi” adli arastirmaya, molekiiler genetik analizler ile Spinal
Muskiiler Atrofi hastalik tanis1 almig 0-18 yas aras1 hastalar ve ayni yas grubunda,
bilinen ciddi genetik, metabolik, noérolojik ve kas-iskelet hastaligi bulunmayan
cocuklar dahil edilecektir. Planlanan telomer uzunlugu degerlendirmesi igin
yaklasik olarak 5 mililitre kan 6rnegi veya bundan izole edilmis DNA 6rnegi
kullanilacaktir. Sonrasinda bu numune uygun kosullarda saklanip genetik ¢alismasi
gerceklestirilecektir. Yapilan test sonucunda hastay1 etkileyebilecegi diisiiniilen bir
sonuca ulasilirsa sadece siz ve ¢ocugunuzla iletisime gegilerek bilgilendirilme

yapilacaktir.

Calismada ¢ocugunuzun kisisel bilgileri gizli tutulacaktir. Elde edilen bilgi ve
veriler ¢aligma yliriitiiciileri disinda kimsenin ulasimina acik olmayacaktir, bunlar
yalnizca bilimsel amagclarla kullanilacaktir. Arastirmanin yayinlanmasi durumunda
cocugunuzun kimlik bilgileri gizli tutulacaktir. Bu ¢alisma size ve bagl oldugunuz
sosyal glivenlik kurumuna ek bir maliyet yiiklemeyecektir. Ayrica gocugunuzun

caligmada yer almasi nedeniyle ¢cocugunuza ve size hi¢bir 6deme yapilmayacaktir.

Kan alimi sirasinda kan alinan bolgede bolgesel morarma ve agr1 gibi yan etkiler
gorulebilir. Aragtirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Calismaya
katilmay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi bir agamada arastirmadan
ayrilabilirsiniz. Cocugunuzun tanimlanan tibbi kriterlere uymadiginin fark edilmesi
halinde ¢cocugunuz ¢alisma dis1 birakilabilir. Calisma ile ilgili herhangi bir sorunuz

oldugunda asagidaki bilgileri verilen arastirmaci ile iletisim kurabilirsiniz.

“Doktorum tarafindan arastirmayla ilgili yukaridaki bilgiler bana ayrintisiyla
aciklandi. Bu arastirmaya katilmam halinde, hem arastirma sirasinda hem de
sonrasinda ¢cocuguma ait bilgilerin gizli tutulacagina dair bana yeterli giiven
verildi. Calismanin herhangi bir asamasinda vazge¢me hakkina sahibim.
Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili hicbir sorumlulugum yoktur.

Bana ya da ¢ocuguma bir 6deme yapilmayacaktir. Tiim aciklamalar:
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ayrintisiyla anladim, kendi basima belli bir diisiinme siiresi gecirdim.

Cocugumun arastirmaya katilmasim kendi rizamla kabul ediyorum.”

Ebeveyn/Vasi Adi-Soyadi: Aragtirmaci: Ars.Gor.Dr.Betiil Okur
Altindas

Tarih: Telefon: 5066981690

Telefon: Adres: Yaka mah. Beysehir Cad. No:
281

Adres: NEU Tip Fakiiltesi E blok. Tibbi
Genetik AD

Ebeveyn/Vasi Imza: Imza:

Proje Yiiriitiictisii: Prof.Dr.Mahmut Selman Y1ildirim

Imza:
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Ek-2

Kontrol Grubu Katihmei Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu(9-18 Yas)

Sayin Katilimci;

“Spinal Muskiiler Atrofi Hastalarinda Telomer Uzunlugunun
Degerlendirilmesi” adli arastirmaya, molekiiler genetik analizler ile Spinal
Muskiiler Atrofi hastalik tanis1 almig 0-18 yas aras1 hastalar ve ayni yas grubunda,
bilinen ciddi genetik, metabolik, norolojik ve kas-iskelet hastaligi bulunmayan
cocuklar dahil edilecektir. Planlanan telomer uzunlugu degerlendirmesi igin
yaklasik olarak 5 mililitre kan 6rnegi veya bundan izole edilmis DNA 6rnegi
kullanilacaktir. Sonrasinda bu numune uygun kosullarda saklanip genetik ¢aligmasi
gerceklestirilecektir. Yapilan test sonucunda hastay1 etkileyebilecegi diisiintilen bir
sonuca ulasilirsa sadece katilimci ve onun ebeveyni/yasal vasisi ile iletisime

gecilerek bilgilendirilme yapilacaktir.

Calismada katilimcinin kisisel bilgileri gizli tutulacaktir. Elde edilen bilgi ve veriler
caligma ytiriitiiciileri disinda kimsenin ulasimina agik olmayacaktir, bunlar yalnizca
bilimsel amaglarla kullanilacaktir. Arastirmanin yayinlanmasi durumunda
katilimcinin kimlik bilgileri gizli tutulacaktir. Bu calisma ebeveyne/yasal vasiye ve
bagli oldugu sosyal giivenlik kurumuna ek bir maliyet yiikklemeyecektir. Ayrica
caligmada yer alinmasi nedeniyle katilimciya ve ebeveyne/yasal vasiye hicbir

O0deme yapilmayacaktir.

Kan alimi sirasinda kan alinan bolgede bolgesel morarma ve agr1 gibi yan etkiler
gorulebilir. Arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baglidir. Calismaya
katilmay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi bir agamada arastirmadan
ayrilabilirsiniz. Katilimemin tanimlanan tibbi kriterlere uymadiginin fark edilmesi
halinde ¢alisma dis1 birakilabilir. Calisma ile ilgili herhangi bir sorunuz oldugunda

asagidaki bilgileri verilen aragtirmaci ile iletisim kurabilirsiniz.

“Doktorum tarafindan arastirmayla ilgili yukaridaki bilgiler bana ayrintisiyla
aciklandi. Bu arastirmaya katilmam halinde, hem arastirma sirasinda hem de

sonrasinda bana ait bilgilerin gizli tutulacagina dair yeterli giiven verildi.
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Calismanin herhangi bir asamasinda vazge¢cme hakkina sahibim. Arastirma
icin yapilacak harcamalarla ilgili hicbir sorumlulugum yoktur. Bana ya da
ebeveynime/yasal vasime bir 6deme yapilmayacaktir. Tiim ac¢iklamalar:
ayrintisiyla anladim, kendi basima belli bir diisiinme siiresi gecirdim.

Arastirmaya katilmayi kendi rizamla kabul ediyorum.”

Katilimc1 Adi-Soyadi: Arastirmaci: Ars.Gor.Dr.Betiil Okur Altindas
Tarih: Telefon: 5066981690

Telefon: Adres: Yaka mah. Beysehir Cad. No: 281
Adres: NEU Meram Tip Fakiiltesi E blok. Tibbi
Genetik AD

Katilime1 Imza: Imza:

Proje Yiiriitiictisii: Prof.Dr.Mahmut Selman Yildirim

Imza:
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Ek-3

Vaka Grubu Ebeveyn/Yasal Vasi Bilgilendirilmis Gonulli Onam Formu

Sayin Ebeveyn/Yasal Vasi;

“Spinal Muskiiler Atrofi Hastalarinda Telomer Uzunlugunun
Degerlendirilmesi” adli arastirmaya, molekiiler genetik analizler ile Spinal
Muskiiler Atrofi hastalik tanisi almis 0-18 yas arasi hastalar ve ayn1 yas grubunda,
bilinen ciddi genetik, metabolik, norolojik ve kas-iskelet hastaligi bulunmayan
cocuklar dahil edilecektir. Planlanan telomer uzunlugu degerlendirmesi igin
yaklasik olarak 5 mililitre kan 6rnegi veya bundan izole edilmis DNA 6rnegi
kullanilacaktir. Sonrasinda bu numune uygun kosullarda saklanip genetik ¢alismasi
gerceklestirilecektir. Yapilan test sonucunda hastay1 etkileyebilecegi diisiiniilen bir
sonuca ulasilirsa sadece siz ve ¢ocugunuzla iletisime gegilerek bilgilendirilme

yapilacaktir.

Calismada ¢ocugunuzun kisisel bilgileri gizli tutulacaktir. Elde edilen bilgi ve
veriler ¢aligma yliriitiiciileri disinda kimsenin ulasimina acik olmayacaktir, bunlar
yalnizca bilimsel amagclarla kullanilacaktir. Arastirmanin yayinlanmasi durumunda
cocugunuzun kimlik bilgileri gizli tutulacaktir. Bu ¢alisma size ve bagli oldugunuz
sosyal glivenlik kurumuna ek bir maliyet yiiklemeyecektir. Ayrica gocugunuzun

caligmada yer almasi nedeniyle ¢cocugunuza ve size hi¢bir 6deme yapilmayacaktir.

Kan alimi sirasinda kan alinan bolgede bolgesel morarma ve agr1 gibi yan etkiler
goriilebilir. Arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Calismaya
katilmay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi bir agamada arastirmadan
ayrilabilirsiniz. Bu durum ¢ocugunuzun tedavisini higbir sekilde etkilemeyecektir.
Cocugunuzun tanimlanan tibbi kriterlere uymadiginin fark edilmesi halinde
cocugunuz calisma dis1 birakilabilir. Calisma ile ilgili herhangi bir sorunuz

oldugunda asagidaki bilgileri verilen arastirmaci ile iletisim kurabilirsiniz.

“Doktorum tarafindan arastirmayla ilgili yukaridaki bilgiler bana ayrintisiyla
aciklandi. Bu arastirmaya katilmam halinde, hem arastirma sirasinda hem de

sonrasinda cocuguma ait bilgilerin gizli tutulacagina dair bana yeterli giiven
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verildi. Calismanin herhangi bir asamasinda vazgecme hakkina sahibim.
Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili hicbir sorumlulugum yoktur.
Bana ya da ¢ocuguma bir 6deme yapilmayacaktir. Tiim aciklamalari
ayrintisiyla anladim, kendi basima belli bir diisiinme siiresi gecirdim.

Cocugumun arastirmaya katilmasim kendi rizamla kabul ediyorum.”

Ebeveyn/Vasi Adi-Soyadi: Aragtirmaci: Ars.Gor.Dr.Betiil Okur
Altindas

Tarih: Telefon: 5066981690

Telefon: Adres: Yaka mah. Beysehir Cad. No:
281

Adres: NEU Tip Fakiiltesi E blok. Tibbi
Genetik AD

Ebeveyn/Vasi Imza: Imza:

Proje Yiriitiiciisii: Prof.Dr.Mahmut Selman Yildirim

Imza:
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Ek-4

Vaka Grubu Katilima Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu(9-18 Yas)

Sayin Katilimct;

“Spinal Muskiiler Atrofi Hastalarinda Telomer Uzunlugunun
Degerlendirilmesi” adli arastirmaya, molekiiler genetik analizler ile Spinal
Muskiiler Atrofi hastalik tanis1 almig 0-18 yas aras1 hastalar ve ayni yas grubunda,
bilinen ciddi genetik, metabolik, nérolojik ve kas-iskelet hastaligi bulunmayan
cocuklar dahil edilecektir. Planlanan telomer uzunlugu degerlendirmesi igin
yaklasik olarak 5 mililitre kan 6rnegi veya bundan izole edilmis DNA 6rnegi
kullanilacaktir. Sonrasinda bu numune uygun kosullarda saklanip genetik ¢alismasi
gerceklestirilecektir. Yapilan test sonucunda hastay1 etkileyebilecegi diisiiniilen bir
sonuca ulasilirsa sadece katilimci ve onun ebeveyni/yasal vasisi ile iletisime

gecilerek bilgilendirilme yapilacaktir.

Calismada katilimcinin kisisel bilgileri gizli tutulacaktir. Elde edilen bilgi ve veriler
caligma ytiriitiiciileri disinda kimsenin ulasimina agik olmayacaktir, bunlar yalnizca
bilimsel amaglarla kullanilacaktir. Arastirmanin yayinlanmasi durumunda
katilimcinin kimlik bilgileri gizli tutulacaktir. Bu ¢caligma ebeveyne/yasal vasiye ve
bagli oldugu sosyal giivenlik kurumuna ek bir maliyet yiikklemeyecektir. Ayrica
caligmada yer alinmasi nedeniyle katilimciya ve ebeveyne/yasal vasiye hicbir

O0deme yapilmayacaktir.

Kan alimi sirasinda kan alinan bolgede bolgesel morarma ve agr1 gibi yan etkiler
goriilebilir. Arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baglidir. Calismaya
katilmay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi bir agamada arastirmadan
ayrilabilirsiniz. Bu durum katilimeinin tedavisini higbir sekilde etkilemeyecektir.
Katilimcimin tanimlanan tibbi kriterlere uymadiginin fark edilmesi halinde ¢aligma
dis1 birakilabilir. Caligma ile ilgili herhangi bir sorunuz oldugunda asagidaki

bilgileri verilen aragtirmaci ile iletisim kurabilirsiniz.

“Doktorum tarafindan arastirmayla ilgili yukaridaki bilgiler bana ayrintisiyla

aciklandi. Bu arastirmaya katilmam halinde, hem arastirma sirasinda hem de
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sonrasinda bana ait bilgilerin gizli tutulacagina dair yeterli giiven verildi.
Calismanmin herhangi bir asamasinda vazge¢cme hakkina sahibim. Arastirma
icin yapilacak harcamalarla ilgili hicbir sorumlulugum yoktur. Bana ya da
ebeveynime/yasal vasime bir 6deme yapilmayacaktir. Tiim aciklamalari
ayrintisiyla anladim, kendi basima belli bir diisiinme siiresi gecirdim.

Arastirmaya katilmayi kendi rizamla kabul ediyorum.”

Ebeveyn/Vasi Adi-Soyadi: Arastirmaci: Ars.Gor.Dr.Betiil Okur
Altindas

Tarih: Telefon: 5066981690

Telefon: Adres: Yaka mah. Beysehir Cad. No:
281

Adres: NEU Tip Fakiiltesi E blok. Tibbi
Genetik AD

Ebeveyn/Vasi Imza: Imza:

Proje Yiiriitiiclisii: Prof.Dr.Mahmut Selman Y1ildirim

Imza:
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Ek-5

T0.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI

iLAC VE TIBBI CIHAZ DISI ARASTIRMALAR ETiK KURUL KARARI

Toplant: Say1s1:170

Toplant: Tarihi: 17 Subat 2023

Karar Sayis::2023/4202:(12651.R1) N.E.U. Meram Tip Fakilitesi Dahili Tip Bilimleri Bolimil
Tibbi Genetik Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mahmut Selman YILDIRIM’in “Spinal
Muskiiler Atrofi Hastalarinda Telomer Uzunlugunun Degerlendirilmesi” basglikli uzmanhk tez
caligmasi ile ilgili 13.02.2023 tarihli diizeltme dilekgesi ve ekleri gorisiildii, Ars. Gor. Dr. Betiil OKUR
ALTINDAS’1in uzmanhk tez ¢alismasinin N.E.U. Meram Tip Fakiiltesi Dahili Tip Bilimleri Boliimii
Tibbi Genetik Anabilim Dal Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mahmut Selman YILDIRIM’in sorumlulugunda
biitge desteginin saglandifina dair belgenin flag ve Tibbi Cihaz Digi Aragtirmalar Etik Kuruluna
sunulduktan sonra ¢alismanin baglamasinin uygun olduguna oybirligi ile karar verilmistir.
Not: Caligma ile ilgili gerekli izinlerin alinmas: ve yasal sorumluluk aragtirmacilara aittir.
Sorumlu Arastirmaci: Prof. Dr. Mahmut Selman YILDIRIM
Yardime: Aragtirmact: Arg. Gor. Dr. Betill OKUR ALTINDAS

ASLI GIiBIDIR
17.02.2023

Prof. Dr. Saim ACIKGOZOGLU

ilag ve Tibbi Cihaz Dis1 Aeagggnalgr Etik Kurul Bagkan

- S
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