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Amiyotrofik Lateral Skleroz’un
Molekiiler BIYOIO]ISI / Molecular Biology of

Amyotrophic Lateral Sclerosis

Aslihan Ozoguz, R. Mine Guzel, A. Nazli Basak

Bodazici Universitesi MolekUler Biyoloji ve Genetik Bélimd, [STANBUL

OZET

Amiyotrofik Lateral Skleroz'un Molekdler Biyolojisi adli derleme yazisi
lg ana bélimden olusmaktadir.

Birinci béliimde Amiyotrofik Lateral Skleroz'un (ALS) tarihgesi, klinigi
ve genetigi tartisiimistir. Amiyotrofik Lateral Skleroz hastaligi ailesel ve
sporadik olmak Gzere iki bilyiik gruba ayrilir. Ailesel ALS'de, hem
dominant, hem resesif gecis gérdiliir. Burada tanimlanan genlere ilaveten
ozellikle sporadik ALS'de de rol oynadigi diisindlen yatkinlik genleri
vardir. ALS arastirmalarinda énemli bir déniim noktas, genetik gegisli
ALS olgularinin %20'sine Siiperoksit Dismutaz1 (SOD1) genindeki
mutasyonlarin neden oldugunun anlasiimasidir. Ailesel ALS ve Sporadik
ALS Klinik ve patolojik ézellikleri agisindan benzerlik gosterdigi icin, ALS
patogenezine ydnelik ¢alismalar, hastalikta cok énemli bir rol oynadigi
bilinen SOD1 proteini ve patolojisi lizerine yogunlasmistir.

ikinci béliimde SOD1 geni ve proteini Uzerine yapilan calismalar ve
6zellikle de molekler patogenezdeki olasi mekanizmalar aciklanmistir.
Uclincii béliimde ise, ALS aragtirmalanndaki gincel durum tartisiimistir.
Ozet olarak, ALS'de tedavi olanaklar halen genetik ve patogenik
mekanizmalardaki ilerlemeye oranla her ne kadar geri kalmissa da, RNA
Interference ve kok hiicre gibi son gelismeler iyimser olma nedenleridir.

Anahtar Kelimeler: ALS, SOD1 geni, SOD1 proteini, molekiiler patogenez

ABSTRACT

Molecular Biology of Amyotrophic Lateral Sclerosis

This review paper on the Molecular Biology of Amyotrophic Lateral
Sclerosis consists of three main parts.

In the first part, history, clinical features and genetics of ALS have
been discussed. ALS can be considered under two main groups. famifial
and sporadic ALS. Familial ALS, in turn, is classified into two main
groups according to its inheritance pattern, dominant FALS and recessive
FALS. In addition to the genes which give rise to FALS, also in SALS
patients, several genes have been identified. A landmark discovery in
ALS research is the identification of mutations in the Superoxide
Dismutase1 (SOD1) gene as the primary cause of 20% of instances of
familial ALS. Since FALS and SALS are clinically indistinguishable and
pathologically very similar, research on the molecular pathogenesis of
ALS has concentrated on the SODT protein and its pathology.
In the second part of this review, research on SOD1 gene and protein
has been compiled, with a special emphasis on the possible mechanisms
playing a role in the molecular pathogenesis.

In the third part of this review, state-of-the-art research on ALS has
been discussed.

In summary, although therapy development is currently lagging behind
the elucidation of the genetic and pathogenic mechanisms involved
in ALS, there is enough reason to be optimistic. RNA Interference and
stem cell research are promising new approaches in the creation of
effective therapies for ALS.
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GIRIS

ilk olarak 1869'da fransiz nrobiyolog ve hekim Jean-Martin
Charcot tarafindan tanimlanmis olan Amiyotrofik Lateral
Skleroz (ALS) yetiskinlerde en sik gérilen motor noron
hastaligidir."” Kaslarda ortaya gikan korelme ve zayiflama,
ve de otopsi sirasinda palpasyonda gorilen omuriligin
lateral kolonlarindaki sertlesme hastalia adini vermistir.*
ABD, Avrupa'nin geneli ve tiim fransizca konugulan Ulkelerde
ALS ismi tercih edilmekle beraber, basta ingiltere olmak
tizere bazi llkelerde Motor Néron Hastalig terminolojisi
de kullaniimaktadir.®’ Amerika'da 1930'larda bu hastaliga
yakalanan efsanevi beyzbol oyuncusu Lou Gehrig'e ithafen
Lou Gehrig Hastaligi olarak da anilan ALS, ulkemizde
de unlu bir futbolcunun ALS tanisi almasiyla daha fazla
bilinir hale gelmistir.

Nobel &dilli astrofizik¢i Stephen Hawking'in uzun
yillardir cok yavas ilerleyen bir tiruyle muicadele ettigi ALS,

*Amyotrophic Lateral Sclerosis:
- A = absence of,
«myo = muscle,
- trophic = nourishment,
-lateral = side (of spinal cord),
+sclerosis = hardening or scarring

Omurilik

Ekstremite
kaslan

korteks, beyin sapl ve omurilikteki motor néronlarin selektif
dlumiiyle tanimlanir (beyin sapindaki okulomotorgekirdekler
ve omurilikteki Onuf cekirdekleri harig, Resim 1). Hastaligin
tanist "El Escorial Kriterleri'ne uygun olarak yapilir® (Tablo
1). Sozkonusu bélgelerdeki motor néronlarin 8limd, isternli
kaslarda hizli bir yilkima neden olur. Genellikle el, ayak,
yutak veya dilde baglayan ve progresif bir sekilde yayilan
bu kas zayiflamalarina duyu kaybi eslik etmez. Ayrica
hastanin entellektiel islevlerinde de (kognitif iglevler ve
bellek) azalma olmaz, bunamanin hastalarda gbrilme sikhigt
%3-5 arasidir. Iskelet kaslarinin ilerleyici ve yaygin felcine
neden olan, konusma ve yutma gucligiine yol agan ALS,
genellikle solunum kaslari ve diyaframin denervasyonu
neticesinde &limle sonlanir. Ortalama 1-5 yil iginde &lume
gbtiren bu terminal hastahgin genel popilasyonda gérilme
sikligi 2-6/100.000'dir. Hastalik baslangig yasi 50-60 olarak
kabul edilmekle beraber jivenil olgularla da
karsilasimaktadir.**'” Diinya'da ~60-70.000, Tirkiye'de
ise ~3500-5000 ALS hastasi oldugu tahmin
edilmektedir.""
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Resim 1. ALS'de 6zgiin clarak etkilenen motor ndronlar. Motor korteksteki motor néronlarin dejenerasyonu
belirgin yukar motor néron bozukluguna neden olur: asiri aktif tendon refleksleri, Hoffmann ve Babinski belirtileri
ve kionus. Beyin sapi ve omurilikteki asagl motor néronlarin dejenerasyonu ise, kas atrofisi, kas glgstzlig,

fasiklilasyon ve tendon reflekslerinin kaybina yol acar.t?)
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Tablo 1. Yenilenmis El Escorial Kriterleri

Klinik olarak kesin ALS

Klinik olarak muhtemel ALS

- En az Ug farkli bdlgede klinik YMN ve AMN belirtileri

- En az iki farkli bolgede klinik YMN ve AMN belirtileri

(Bazi YMN belirtilerinin AMN belirtilerine gére daha rostral olmasi sartiyla)

Laboratuvar destekli, muhtemel ALS

- Bir bélgede klinik YMN ve AMN belirtilerine ek olarak, iki veya daha fazla bélgede AMN

belirtilerinin elektrofizyolojik tespiti

- Bir bélgede klinik YMN belirtilerine ek olarak, iki veya daha fazla bélgede AMN belirtilerinin
elektrofizyolojik tespiti

Olasi ALS

- Sadece bir bélgede klinik YMN ve AMN belirtileri

- Enaz iki farkli bolgede klinik YMN belirtileri

- YMN belirtilerine gére rostral AMN belirtileri
(Baska bolgelerde elektrofizyolojik AMN bulgulari olmamasi sartiyla)

YMN: yukari motor néron; AMN: asadi motor néron

ALS'de hem yukari, hem asagi motor néronlarin tutulumu
gordllrken, Primer Lateral Skleroz'da (PLS) sadece yukari
motor néron bozuklugu, Progresif Muskiiler Atrofi'de (PMA)
ise yalniz asadi motor néronlarin dejenerasyonu séz
konusudur. Bu sendromlar yine de ALS'nin bir tiri olarak
kabul edilir, zira otopside hem yukari, hem asadl motor
néron anomalisi vardir. PLS ve PMA t{im geg-baslangicli
motor néron hastaliklarinin ancak %10'unu olusturur.
Olgularin %95'inde ALS tanisi dogru konmakla birlikte,
yine de 6zgiin bir tani testi bulunmadig icin, ALS'yi diger
motor noron hastaliklarindan, ¢zellikle de Hareket
Bozuklugu ve CAG Tekrari Hastaliklari kategorisine dahil
edilen Spino-Bulbar Miskiiler Atrofi'den (SBMA) ayirdetmek
zor olabilir.®'®

ALS'NiN MOLEKULER PATOLOJISI

Motor iglevlerinin kaybina ek olarak, hastaliktan etkilenen
beyin bélgeleri ve omurilikteki motor néronlar bircok
patolojik degisim de gosterirler."” ALS'ye 6zgii bu patolojik
bulgular, fare modelinde (SOD1%***%) g&zlenen kas
zayiflamasina gére dért ana evreye ayrilir: i. kas
zayiflamasindan 6nceki evre (PMW: pre-muscle
weakness: kas giicii normal); ii. hizli yikim evresi
(RD: rapid decline: %50 kas yikimi); iii. yavas yikim
evresi (SD: slow decline: becerilerde azalma); iv. paraliz
evresi (Para: paralysis). RD ve SD evrelerinde motor
aksonlarinin biyiik kismi halen korunmustur, en biytik
ylkim paraliz evresinde olur. Yine RD evresinde motor
aksonlar gibi motor néronlarin da blyik kismi halen
korunmustur. Motor néronlarin sayisi paraliz evresine dogru
hizla azalir, paralizde ise tamamen yikima ugrarlar. Kas
gucinin azalmaya baslamasindan énceki (PMW evresi)
en onemli degisiklik mitokondrilerde gorilen anomalilerdir.

Mitokondri morfolojisindeki bu anomaliler, genislemis ya
da disorganize olmus mitokondri kristalar, mitokondri dis
membraninin sizdirmaya baslamasi ve zamanla yapisinin
tamamen bozulmasi, ve de mitokondri kalintilar tasiyan
erken vakuollerin olusumu seklindedir. Aksonlardaki
vakuollerin yakininda nérofilament birikimleri gériliir, bu
da yavas aksonal transporttaki bozulmanin RD evresi dncesi
bagladigini gosterir. Diger taraftan, vakuol olusumu gecici
bir stirectir: kas guigstizItigu ile birlikte baslar, ama vakuol
olusumu son evreye dogru gittikce azalir ve boyutlari
kicalar

ALS olgularinda gérilen diger bir dnemli histopatolojik
degisiklik ise néronal Golgi kompleksinin
fragmentasyonudur.™ SOD1¥***" transgenik farelerde
yapilan giincel deneyler, Golgi kompleksinin
fragmentasyonunun ve protein agregat olusumunun RD
evresinden &nce basladigini géstermektedir."™

ALS'NIN GENETIGI

ALS olgularinin %90-95i sporadiktir (Sporadik ALS "SALS").
Hastaligin geri kalan %5-10'luk bélimi ise genetik gecisli,
ya da aileseldir (Familial ALS "FALS")."® Bu ailesel gecis
otozomal dominant veya otozomal resesif, ya da
X'e bagl olabilir (Tablo 2). FALS olgularinin cogunlugu
otozomal dominant gecislidir. SALS ile FALS'n
klinikteki gériintlist birbirine cok benzemektedir, bununla
beraber birtakim farkliliklar vardir: i. FALS'ta hastalik baslangic
yasi yaklagik 10 yil daha erkendir. ii. FALS'ta kadin-erkek
orani 1:1, SALS'ta ise 1:1.7'dir."” Ama SALS'taki bu oran
ilerleyen yasla birlikte degisir ve 70 yasindan sonra 1:1'e
ulagir. iii. Bazi FALS hastalarinin prognozu SALS hastalarina
gore daha koti, bazilarinin ise daha iyidir."™®




’

Tablo 2. Ailesel Amiyotrofik Lateral Skleroza neden olan Genler

Siniflandirma Kromozom Bdlgesi Gen Uriind Kalitim Sekli Hastalik Baslangic
ALS-1 21g22.1 SOD1 OD/OR(Asp90Ala) yetiskin
ALS-2 2933 Alsin OR javenil
ALS-3 18021 bilinmiyor oD yetiskin
ALS-4 9934 Senataksin oD javenil
ALS-5 15g15.1-g21.1 bilinmiyor OR javenil
ALS-6 16q12 bilinmiyor Qb yetiskin
ALS-7 20p13 bilinmiyor ob yetiskin
ALS-8 20g13.3 VAPB oD yetiskin
ALS-FTD 9g21-q22 bilinmiyor oD yetiskin
ALS-Dem/Park 17621.1 TAU oD yetiskin
ALS-X Xp11-q12 bilinmiyor XD yetiskin

Ailesel gecis gésteren ALS tipleri dominant ve resesif FALS
olarak iki biyik gruba ayrilirlar.

Dominant FALS

s ALS-1:

Siddique ve arkadaslarinin ailesel ALS olgularinin bir kisminin
21. kromozoma baglanti gdsterdigini tanimlamasindan
dért yil sonra, hastaligin Gzerindeki sir perdesi yine ayni
grubun, sorumlu genin, Cu-Zn,Stperoksit Dismutaz (SOD1)
enzimini kodladigini ve gen tzerindeki mutasyonlarin
ailesel ALS'ye neden oldugunu géstermesiyle kismen
aralanmistir. 2% ALS'nin Charcot tarafindan tarif
edilmesinden 124 yil sonra elde edilen bu bulgu, hastalik
mekanizmasinin anlasilmasi ve uygun tedavi semalari
gelistirilmesi agisindan énemli bir ddnim noktasidir.

e ALS-3:

ALS-3, ailesel Amiyotrofik Lateral Skleroz'un yetiskin yaslarda
baslayan otozomal dominant gegigli bir formudur. 18.
kromozomdaki bir gende meydana gelen mutasyonun
hastaliga neden oldugu genis bir Avrupal ailede
gosterilmistir.”® Gen ve mutasyon hala tam olarak
tanimlanamamigtir.

e ALS-4:

Bir baska otozomal dominant gegis gosteren FALS tipi ise
ender goriilen ALS-4'tlr. Jivenil dénemde baslayan bu
hastaligin ilerlemesi yavastir ve bulbar etkilenme yoktur.
ALS olgularinin gogunun aksine bu tipteki hastalar daha
normal bir yasam strerler. Her ne kadar sonunda tekerli
sandalyeye mahkum olsalar da, nefes alip-verme ve
yutkunma yeteneklerini kaybetmezler. Hastaligin bu
formundan sorumlu olan bélgenin, 9. kromozomdaki
"SETX" geni ve Uzerindeki Ug missense mutasyon oldugu

gosterilmistir. SETX geni, 302.8 kDa buaylkligunde,
"senataksin" adi verilen bir protein kodlamaktadir. Bu
proteinin gérevi tam olarak bilinmemekle beraber DNA/RNA-
helikaz enzimatik aktivitesine sahip bir bolgesi oldugu
g6sterilmistir. Mutasyonlar sonucu proteinde meydana
gelen degisimlerin (Thr3lle; Leu3895er; Arg21 36His), helikaz
aktivitesini ya da RNA editing'deki diger agamalari bozarak
ndronal dejenerasyona yol actigi dustntlmektedir, "

e ALS-6:

Ailesel gecisli ALS tanisi alan fakat SOD1 mutasyonu
tasimayan bazi ailelerin incelenmesiyle, 16. kromozomda
yeni bir ALS lokusu bulunmustur. Bu bolgedeki bir genin
mutasyona udramasiyla ortaya ¢ikan ve ALS-6 olarak
adlandirilan bu FALS tipi, yetiskin yaslarda baglamakta ve
otozomal dominant bir kalitim géstermektedir.****” Gen
ve mutasyon halen bilinmemektedir.

e ALS-7:

Yine SOD1 mutasyonu tasimayan FALS'li ailelerin
incelenmesiyle bir baska ALS lokusu daha tanimlanmistir.
20. kromozomda bulunan bir gendeki mutasyonlarin ALS-
7 adi verilen bu FALS tipine yol actigi dustinilmektedir.
ALS'nin bu formu da yetiskin dénemde ortaya gikmakta
ve otozomal dominant olarak kalitilmaktadir.*” Henliz gen
ve mutasyon belirlenememistir.

e ALS-8:

ALS-8 ayni zamanda "Atipik Amiyotrofik Lateral Skleroz"
olarak da adlandirilir. Brezilyall buyuk bir ailede, FALS'In
bu atipik formu icin yeni bir gen lokusu 20. kromozoma
haritalanmistir. Bu bolgede aday genlerin arastiriimasi,
"vezikiile-bagh membran proteini/sinaptobrevine-bagl
membran proteini B' (VAPB) geninde yeni bir missense
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mutasyon tanimlanmasini saglamis ve ALS-8'e yol acan
genin mutant VAPB oldugu anlasiimistir, 3%

e ALS-X:

FALS'in dominant bir baska tipi de X kromozomuna baglantil
bulunmustur. Yetiskin dénemde ortaya cikan ve yavas
ilerleyen bu hastalikla ilgili klinik ve molekiiler bilgiler hentiz
cok azdir,®”

e ALS-FTD:

Yukarida tarif edilen saf FALS'larin yaninda, ailesel ALS
zaman zaman ¢ok sistemli bir nérodejenerasyonun parcasi
olarak da karsimiza cikabilir. Bu rneklerden biri olan "ALS-
Frontotemporal Demans Kompleksi" (ALS-FTD) 9.
kromozoma haritalanmistir. Bu hastalarda/ailelerde ALS
ve demans birlikte gérilir. ALS belirtilerine ek olarak,
beynin frontotemporal bélgesinde atrofi meydana gelir.
Hastalik yetiskin dénemde baslar ve otozomal dominant
ailesel gecis gosterir; sporadik olarak ortaya ciktigi olgular
da vardir.®"

® ALS ve Demans/Parkinsonizm:

Bazi durumlarda, motor néron kayiplarina, 17. kromozoma
lokalize edilmis olan demans-parkinsonizm-amiyotrofi
kompleksinin bir parcasi olarak da rastlanabilir. Bu bélgede
"tau" geni vardir, ve tau genindeki mutasyonlarin ailesel
frontotemporal demansa yol actigi bilinmektedir. Ama ALS
ve frontotemporal demans birlikteliginin goruldigu ailelerin
hicbirinde bugtine kadar tanimlanmis tau mutasyonlarina

Tablo 3. Sporadik ALS'ye neden oldugu disiiniilen genler ve yatkinlk genleri

rastlanmamustir. Epidemiyolojik bulgular ALS hastalarinin
yakinlarinda ailesel demans ve parkinsonizm birlikteliginin
sik oldugunu géstermistir; ALS, demans ve parkinsonizmin
ailesel agregasyonu her (ic hastalikta ortak genetik faktorlerin
etkili oldugunu ortaya koymaktadir, bu da yaygin bir
ndrodejenerasyona olan ailesel yatkinlik gostergesi olarak
kabul edilebilir, #2229

* Bulbar ALS (Bulbar baslangic, hafif seyir ve Bunina
cisimcikleri):

Nispeten hafif seyreden bu hastalik, simdiye kadar bir Japon
ailede gésterilmistir; otozomal dominant gecislidir. Gen
lokusu belli degildir.®

Resesif FALS

* ALS-1:

50D1 genindeki Asp90Ala mutasyonu otozomal dominant
FALS olgularinda tanimlanmis bir mutasyondur. Ancak,
Iskandinav kékenli bazi ailelerde hastaligin sadece Asp90Ala
homozigot bireylerde gdzlenmesi, bu mutasyonun resesif
olarak da kalitilabildigini ortaya koymustur %27 Dolayisiyla
Asp90Ala degisiminin hem resesif, hem de dominant bir
gecis Gzelligi gosterebildigi anlasiimistir (Bkz. SOD1 Geni
ve SOD1 Proteini).

® ALS-2:

Otozomal resesif bir kalitim gésteren ALS-2, jivenil dénemde
baslayan bir ALS tipidir. Ortaya cikis sebebinin, 2.
kromozomda bulunan ve "alsin" adli proteini kodlayan "ALS-

Gen / Gen Uriini

Kromozom Bélgesi

Olasi mekanizma

NF-H Norofilament agir zinciri 22q12.2 NF bitanlaginin bozulmas
NF-L Nérofilament hafif zinciri 8p21 NF batinliginin bozulmasi
PRPH Periferin 12g12-q13 NF bitinltginiin bozulmasi
EAAT2 Glutamat taglyicisi 11p13 Azalmis ekspresyon

AMPA . Glutamat reseptérii 4932-933 RNA editing hatalan
mtDNA Mitokondri proteinleri mtDNA Mutasyonlar

CoX1 Sitokrom C oksidaz alt tinitesi-1 mtDNA Mutasyonlar

S0D2 Manganez sliperoksit dismutaz 6¢25.3 Enzim dlzeyinde azalma ??
ApoE Apolipoprotein E 19q13.2 e4 aleli

APEX Aprinik apirimidinik endontikleaz 4q12 Enzim dlzeyinde azalma
CYP2D6 Sitokrom P450 debrisokin hidroksilaz 22q13.1 Polimorfik degisimler

CNTF Siliar norotrofik faktér 11g12.2 Azalmis ekspresyon

SMN2 SMN proteini 5q12.2-q13.3 Kopya sayisinin eksilmesi

LIF Lésemi inhibitor faktor 22912.1-912.2 Mutasyonlar

PSEN1 Presenilin-1 14q24.3 Alel 2

VEGF Vaskiler endotelyal biylime faktori 6p12 Promotor polimorfizmleri
HFE Hfe (Hemakromatoz proteini) 6p21.3 Mutasyonlar
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2" genindeki mutasyonlar oldugu gosterilmistir. Bu genin
{rind olan alsin, bir "GTPaz regulatord"dir. ALS-2
olgularinda hastalik cogunlukla on yasindan erken baglar
ve cok yavas bir seyir izler "

e ALS-5:

Otozomal resesif juvenil ALS'ye dier bir 6rnek de ALS-
S'tir. Resesif kalitim gosteren ALS'ler arasinda en sik rastlanan
tip olan ALS-5, 15. kromozomda bulunan bir gendeki
mutasyonlarla ortaya ckmaktadir.*? Yavas bir ilerleme
gosteren ALS-5 ile ilgili olan gen ve mutasyon henlz
belirlenmemistir.

SPORADIK ALS'DE GENETIGIN ROLU

Sporadik ALS olgularinin patogenezinde, bircok baska
faktériin yaninda hastanin genetik yapisinin da katkisi
oldugundan suphelenilmektedir. SALS olgularinin bir
kisminda, hastalija yol agan veya hastaliga yatkinhgi
belirleyen birtakim genler bildirilmistir (Tablo 3).

e SOD1 mutasyonlari ve SALS:

SALS hastalarnin bir kisminda da SOD1 geninde mutasyonlar
bildirilmistir. Fakat bu olgular aslinda "gériniste" sporadik
olarak degerlendirilirler, giinkii birgok hastada ya aile dykusl
tam degildir, ya da ebeveynler erken élmuslerdir. Bazi
arastirmacilar ise SALS'In, SOD1 genindeki mutasyonlardan
ziyade, protein diizeyindeki modifikasyonlar sonucu ortaya
ciktigini ileri sirmektedirler, ama hentiz bu hipotezi
dogrulayan veriler yoktur.“

« Norofilament genleri:

Motor néron hiicrelerinin gévdeleri ve aksonlarindaki agir
ara filament (intermediate filament) birikimi ALS'nin genel
patolojik belirtilerinden biri oldugu icin, norofilament
organizasyonundaki anormalliklerin ALS patogenezinde
rol oynadig dustndlmektedir. NF-L, NF-M ve NF-H olmak
lizere g alt birimden olusan nérofilamentler, motor
néronlarda bulunan temel ara filament tipidir.“* 22.
kromozomdaki NF-H alt tinitesini kodlayan gende mutasyon
tasiyan ALS hastalari (SALS, FALS) bildirilmistir. Ayrica, in
situ hibridizasyon yéntemi ile, ALS hastalarinin dejenere
olan motor néronlarinda NF-L mRNA dizeyinin dnemli
slctide distigii gosterilmistir.“

Bir baska ara filament tipi olan periferin ise, ALS'li hastalarin
dejenere olan motor noronlarindaki aksonal sferoidler ile
baglantili bulunmustur.“” Motor néronlarinda periferini
asirn diizeyde sentezleyen transgenik farelerin, geg baslayan

motor néron hastaligi gelistirdikleri gorilmustar.*® Ayrica
ALS hastalarinda yapilan calismalarda, periferin geni Uzerinde
ALS ile ilgili olabilecegi disunilen bazi mutasyonlar da
tanimlanmistir.*

* Eksitotoksisite genleri:

Eksitotoksik mekanizmalar da ALS patogenezinde rol
oynadig! dustnilen faktorlerdendir. Bunu kanitlayan
g6zlemler mevcuttur: ALS hastalarinda, motor néron
sistemindeki temel eksitatdr nérotransmitter olan glutamat
miktari serebrospinal sivilarda artmis, buna karsilik beyin
ve omurilikteki glutamat taginmasi azalmistir. Glutamat
tasiyicilarindan Eksitatér Aminoasit Taslyicisi 2 (EAAT2) ve
glutamat reseptérlerinden a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksasol propionik asit (AMPA), bu durumdan sorumlu
oldugu distnulen molekiillerdir,®*"**¥

o Mitokondri Metabolizmast:

Kalitilmis ya da sonradan kazanilmis mitokondri iglev
bozuklugunun ALS patogenezinde Snemli bir rolG olduguna
dair bulgular giin gegtikge artmaktadir. SALS hastalarinin
kas biyopsilerinde mitokondriyel islev bozukluklar tespit
edilmistir.* Buna ek olarak, ALS hastalarinda mitokondri
DNA'st (mtDNA) ve mtDNA tarafindan kodlanan Sitokrom
C Oksidaz Alt Unitesi-1 (COXI) enziminin geni Uzerinde
mutasyonlar bildirilmistir. *** Mitokondri islev bozuklugunun
ayrica mitokondride gorevli Manganez SUperoksit Dismutaz
(SOD2) enziminin dlizeyindeki azalmalar sonucu olabilecedi
de distintiimUstiir. Bazi SALS hastalarinda, bu mitokondriyel
enzimin nitkleer genom tarafindan kodlanan geninde
mutasyonlar da bildirilmis olmasina ragmen, son arastirmalar
ALS patogenezi ile SOD2 arasinda iliski bulunmadig!
yoniindedir.*7*#**5%

Yatkinlik genleri (Genetik risk faktorleri)

 ApoE (Apolipoprotein E):

ApoE alellerinin (€2, €3, €4) ALS poptilasyonundaki dagilimini
inceleyen bircok calisma olmasina ragmen, sonuglar
celiskilidir. Bazi aragtirmacilar bulbar baslangigl ALS
hastalarinda €4 alelinin daha fazla bulundugunu
gostermislerdir. Buna karsin, baska gruplar ApoE alellerinin
hastaligin baslangic yagi, baslangig bdlgesi, veya stresi
{izerinde bir etkisini bulamamislardir. Bugiin ApoE'nin ALS
patogenezindeki rolindn ancak sinirli oldugu
dustinilmektedir.*"**¢”

o APEX (Apiirinik apirimidinik endoniikleaz):
DNA tamir enzimlerinden Aptirinik Apirimidinik Endontikleaz
(APEX endonikleaz) diizeyinin, ALS'l hastalarin frontal
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korteksinde azalmis oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu,
APEX endontikleazin ALS icin bir risk faktéri olabilecegini
dlsUndirmektedir. ALS'de, APEX enzim miktarinin ve
aktivitesinin azalmasina yol agan APEX geni mutasyonlari
bildiren calismalar mevcuttur. Her ne kadar APEX
mutasyonlari ALS'nin blylk bir kismi icin gecerli
olmasa da, DNA hasarinin ALS etiyolojisindeki rolii énemli
olabilir %4

* CYP2D6 (Sitokrom P450 debrisokin hidroksilaz):
Sitokrom P450 Debrisokin Hidroksilaz (CYP2D6) genindeki
polimorfizmler, eksojen toksinlerin metabolize edilmesindeki
aksakliklardan sorumlu tutulmaktadir. Bazi arastirma
sonuglari, CYP2D6 "b alelini" ALS icin bir risk faktéri olarak
isaret etmektedir.®®

* CNTF (Siliar Norotrofik Faktor):

Spinal motor néronlarda énemli bir nérotrofik faktdr
(survival factor) olan CNTF'nin azalmasinin ALS olusumuna
katkisi olabilecedi distintlmektedir. Bunu kanitlar nitelikte
arastirma sonuclari mevcuttur. ALS hastalarinin kortikospinal
néronlarindaki CNTF diizeyinde azalma tespit edilmistir.”
Ayrica knock-out farelerde CNTF geninin ekspresyonunun
ortadan kaldirilmasinin ilerleyici motor néron
dejenerasyonuna yol actig gérilmistir.®® SALS olgularinda
da CNTF'i ortadan kaldiran homozigot bir mutasyonun
sikliginin az da olsa arttigi belirlenmistir.*®

* SMN Proteini (Survival Motor Néron):

Survival Motor Neuron (SMN) geninin Griinii de ALS'deki
motor noron dejenerasyonunda rol oynadigi distintlen
6nemli adaylardan biridir. Bazi arastirmacilar, hizla ilerleyen
asagi motor ndron sendromuna sahip birtakim hastalarda,
SMN geninin sentromerik tipinin (SMN2) delesyonlarinin
ok ylksek oranda oldugunu tespit etmislerdir. SALS
hastalarinda da SMN2 delesyonlarinin sik oldugu
gosterilmistir. Bu delesyonlarin yatkinlik nedeni olabilecegi
dlstinllmektedir. SMN2 geninin ekspresyonunu arttirmanin,
motor noron hastaliklari igin bir tedavi stratejisi olmasi
olasidir. 77"

* LIF (L6semi Inhibit6r Faktorii):

Motor ndronlarda in vitro ve in vivo olarak etki eden gucli
bir bagka nérotrofik faktér de (survival factor) LIFtir. LIF
geninden yoksun transgenik farelerde motor néron
dejenerasyonu gelismemekle birlikte, LIF geni mutasyonu
baska bir genetik defektle (CNTF geninin inaktivasyonu
gibi) beraber gériildiglinde, motor néron hastaligi ortaya
gikar. Bu durum, diger genetik yatkinlik faktérleri ile birlikte

oldugunda LIF'in, motor néron hastaligina neden olan
modifiye edici bir gen olarak davranabilecegini
gostermektedir. Yapilan bir arastirmada da, ALS hastalarinin
LIF geninde kontrollerde bulunmayan bir nokta mutasyonu
(Vale4Met) tanimlanmigstir.” LIF mutasyonlarinin ALS
patogenezindeki etkisini netlestirecek calismalar
yapiimaktadir.

® PSEN-1 (Presenilin-1):

ALS patogenezini arastirmada incelenen bir diger gen
Presenilin-1 (PSEN-1) genidir. Alzheimer Hastaliginin bazi
tiplerinde rol oynayan bir transmembran proteini
olan Presenilin-1iin apoptozda islevi oldugu éne sUrllmastdr,
PSEN-1 intron8 polimorfizmini ALS hastalar ve saglikli
kontrollerde inceleyen arastirmacilar, dzellikle bir alelin
(alel2) homozigot olma durumunda ALS gelistirme
riskini arttirdigini bulmuslardir. PSEN-1 (alel2) geninin
ALS patogeneziyle olan muhtemel ilgisini kesinlestirmek
icin farkli toplumlarda calismalar yapilmaktadir.”

* VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktérii):

Yakin zamanda dikkat ceken aday risk faktérlerinden biri
VEGF genidir. VEGF geninin promotor bélgesindeki Hypoxia-
response element’i knock-out edilmis farelerde (Vegfa™),
azalmis VEGF ekspresyonuna bagll olarak ALS've benzer
motor néron dejenerasyonu ortaya ¢ikti§gi gosterilmistir.
Insanlarda yapilan arastirmalarda da VEGF geninin promotor
bélgesinde, bazi haplotipler igin ("-2578A/-11 54A/-634G"
ve "-2578A/-1154G/-634G") homozigot olan bireylerin 1.8
kat daha fazla ALS riski tagidiklari bulunmustur. Ayrica,
ALS hastalarinda ve séz konusu riskli genotipe (AAG/AAG
veya AGG/AGG) sahip saglikli bireylerde, VEGF plazma
duzeylerinin 6nemli dlciide diistiigii gorilmistar. Bunlar
ve benzeri birgok calisma géstermektedir ki, VEGF yalnizca
anjiogenik bir faktér degil, insanlarda ve farelerde motor
ndron dejenerasyonunda rol oynayan dnemli bir etkendir
(modifier gene). Bu bulgu, VEGF'nin ALS'de tedavi edici
bir potansiyeli olabilecegini de desteklemektedir.*7®

¢ HFE (Hemokromatoz):

SOD1 genindeki mutasyonlar, oksidatif stresin ALS
patogenezinde rol oynadigini 6ne siiren teorileri giindeme
getirmistir. Oksidatif stresin temel nedenlerinden biri, hlicre-
ici demir homeostazindaki aksakliklardir. Oksidatif stres ve
hicre-ici demir kullanimindaki bozukluklar bircok
ndrodejeneratif hastalikla ilgili bulunmustur. Hfe geninde
mutasyon olusumu, hiicrelerin demir diizeylerini dizglin
bir sekilde kontrol edememelerine neden olan
mekanizmalardan biridir. Hfe genindeki mutasyonlarin asiri
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demir yiikiine, dolayisiyla hemakromatoz hastaligina yol
actigi bilinmektedir. Yakin zamanda yapilan bir aragtirma
ise, Hfe mutasyonlarinin (6zellikle His63Asp) ALS
hastalarinda, saglikli bireylere gore daha yliksek oranda
bulundugunu ortaya koymustur. Hfe mutasyonlarinin
hiicredeki etkilerini belirlemek amaciyla, insan néronal
hiicre suslari Hfe mutasyonu tasiyan genlerle transfekte
edilmistir. Sonuglar, Hfe mutasyonunun, tubulin, aktin
(ALS'de gorilen aksonal transport bozuklugu) ve SOD1
ekspresyonunu azalttigr yontindedir. Bu bulgular, Hfe
mutasyonlarinin ALS olusumuna katkida bulunduguna ve
ALS icin nemli bir risk faktérl olusturduguna dair Gnemli
gostergelerdir.”

SOD1 GENI VE SOD1 PROTEINI

Ailesel ALS ve Sporadik ALS klinik ve patolojik 6zellikleri
agisindan benzerlik gosterdigi igin, ALS patogenezine yonelik
calismalar, hastalikta ok dnemli bir rol oynadigi bilinen
SOD1 proteini ve patolojisi Uzerine yogunlagmistir.

Superoksit Dismutaz1 (SOD1), beg eksonun kodladign 153
aminoasitten olusan ve 16 kDa agirhiginda kicuk bir
enzimdir.®®’” sOD1, iki es altbirimden olusan bir
homodimerdir; dimerler arasi hidrofobik badlar bu yapiy!
saglamlastirir (Resim 2). Oyuk seklindeki enzim aktif

Resim 2. SOD1 proteini ve hipotetik kanal yapisi: Oy, Lys122, Lys136
ve Arg143 tarafindan olusturulan pozitif yukli hipotetik kanal vasitasiyla
Cu+2'nin bulundugu aktif bolgeye yénlendirilir. Ekson3 ve ekson5
tarafindan kodlanan 21 aminoasit de bu kanal yapisina katkida bulunur.
kanal, kademeli olarak 24A°'dan 10A%a dogru daralir; bu sekilde, aktif
bélgenin bulundugu dar alana optimal bir ulasim saglanir.

SOD1

O: H:0: + O

Peroksidaz / katalaz

Hzo + 1/2 02

Resim 3. SOD1 proteininin dismutaz aktivitesi.

Tablo 4. Sik gorillen ALS mutasyonlan ve dzellikleri

Ozellik

Mutasyon

Aladval En sik rastlanan mutasyon

Hizli baslangic ve ilerleme (1 yil)

Genelde sadece asad motor néron belirtileri

mtSOD1 proteininin yapisi normal SOD1'den daha az stabil

Motor néronlarda intrasitoplazmik hiyalin inklizyonlar

His4B6Arg S0D1'in Cu baglama bélgesinde
Geg baslangic ve yavas ilerleme (17 yil)
Baglama noktasi alt ekstremite

Bulbar baslangig nadir

Leu84Val Yalniz asagi motor ndron etkilenimi
Hizli lerleme (1.5 yil)

Erkeklerde daha erken baslangig 77

Asp90Ala Baslangic 20-90 yas; alt ekstremite
Erken fazda: bacak kramplar, miyalji, agrili parestezi

Mesanede islev bozuklugu
{Homozigot Asp90Ala mutasyonunda)
ilerleme: yavas, alt ekstremite > Ust ekstremite
Dominant/heterozigot: tipik ALS seyri
Resesif/homozigot: yavas ilerleme
(iskandinav irkinda %2.5 saglikl tasiyici)
lle104Phe Aileici degisiklik gdsteren klinik ozellikler
Baslangi¢ ekstremitelerde
Bulbar belirtiler; 2-14 yil sonra

lle113Thr Sporadik ALS olgulaninda ??

Oldukga sik

Geg baglangig: ~59 yas

Hizli ilerleme

Motor néronlarda intrasitoplazmik hiyalin inkltzyonlari

Glu100Gly ALS-Demans tipi

Dentate graniil inklizyonlar ve frontal lobta gliyoz

Leu126delTT  TT delesyonu

Hizli ilerleme

bélgelerinde bulunan Cu™nin enzimatik, Zn"*'nin yapisal
islevleri vardir. Stperoksit radikali (Oz) hipotetik bir kanal
vasitasiyla enzimin aktif bdlgesine yonlendirilir.
SOD1 enziminin en belirgin islevi, hicre igin 6limctl olan
stiperoksit molekdlind, Oz ve Hz02'ye katalizlemektir. Daha
sonra H:0:'den peroksidaz enzimi ile H:O elde edilir
(Resim 3).

Bugiine kadar SOD1 geninde, ¢ogunlugu ekson4 ve ekson5
{izerinde yogunlasan, 100'e yakin mutasyon tanimlanmistir
(Tablo 4). Mutasyonlarin hepsi nokta mutasyonu sinifina
giren yanlis anlamli (missense) mutasyonlar ve kigik
delesyon/insersiyonlardir.”® Bunlarin penetransi yasa
bagimlidir: genelde, ALS mutasyonu tagiyicilarinin %90'InIN
<70 yasinda etkilendigi sdylenebilir. Bazi mutasyonlar erken
baslangicl hastaliga neden olur (Leu38Val, Gly37Ser);
bazilar ise ya ok hizli (AladVal), ya da oldukca yavas

_




ilerleyen (Asp100Gly) ALS ile iliskilendirilir. ilginc olan,
degisik mutasyon gruplari arasinda belirgin fenotipik
farkliliklar gézlenmemesidir.”® FALS olgularinda en sik
rastlanan mutasyon, Ala4Val mutasyonudur.”” (Resim 4).

SOD1 genindeki tim mutasyonlar otozomal dominant
gegis gosterir. Asp90Ala mutasyonunun bu agidan ilging
bir 6zelligi vardir. Asp90Ala, hem dominant hem resesif
bir mutasyon gibi davranir. Bu mutasyon, genelde diger
SOD1 mutasycnlari gibi dominant gecis gdsterirken,
Iskandinavya'da durum farklidir; Isvec ve Finlandiya'da
nifusun %2.5' Asp90Ala'yl heterozigot olarak tasir, ama
ALS gelistirmez. Diger taraftan, bu mutasyon basit bir
polimorfizm de dedildir, ¢linki homozigot olarak
kalitildiginda bu toplumlarda da ALS gelisir. Ama
Iskandinavya'daki Asp90Ala homozigot bireylerde ALS,
Iskandinav olmayan toplumlara oranla hem daha hafif ve
yavas bir seyir gosterir, hem de penetransi disuktiir.®”
Belgika, Fransa, Kuzey Amerika, Ingiltere ve Avusturalya'yi
kapsayan genis bir haplotip analizinde, Asp90Ala
mutasyonunun 43 nesil dncesinde tek bir atadan geldigi
ve g6g yoluyla tim diinyaya yayildig gésterilmistir.®” Ttm
toplumlardaki Asp90Ala mutasyonunun kékeni ayni
olduguna gore, bu mutasyonun yikici etkilerinin iskandinav
toplumuna 6zgii ek bir koruyucu faktérle (cis-acting disease
modiifier) kompanse edildigi disiintilmektedir.”” Béyle bir
koruyucu faktorin tanimlanmasi, hastaliga karsi etkin
molekdiler tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde bilyiik énem
tasiyacaktir.?

Sporadik ALS olgularinda en sik gdézlenen mutasyon
lle113Thr mutasyonudur. Bu mutasyon diistk penetrans
gosterir ve gesitli klinik fenotipleri vardir.

H43R D765,¥
AdST GIR G415,0 [ F45C
VI4GM H46R
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ALS PATOGENEZINDE ETKIN OLABILECEK OLASI
MEKANIZMALAR
SOD1 geni Gzerindeki mutasyonlar, yapisal kararsizliga
neden olmak suretiyle enzim aktivitesinde saglikli SOD1
genine oranla %30-70 azalmaya neden olur. Bu azalmaya,
mutant ve intakt monomerler arasinda rastgele meydana
gelen dimerizasyonlarin neden oldugu disiiniilmektedir.
Enzim aktivitesini etkileyen diger bir mekanizma da, mutant
SOD1 proteininin yart dmrindn kisalmasidir. Yapisal
kararsizliktan kaynaklanan bu durumda, normalde 30 saat
olan enzim yari émrl, Ala4Val mutasyonu tasiyan SOD1
proteini igin 7 saat civarindadir.”’’®

N
Ancak, transgenik ve knock-out farelerde yapilan calismalar,
FALS ve SALS'taki etkili mekanizmanin azalan dismutaz
aktivitesi olmadigini géstermistir: Alad4Val ve Gly85Arg
mutasyonlart SOD1 aktivitesinde azalmaya neden olurken,
Gly37Arg veya Gly93Ala mutasyonu bulunan SOD1
proteininin aktivitesi azalmamaktadir.®” Ayrica, klinik fenotip
ile SOD1 dismutaz aktivitesi arasinda direkt bir baglanti
bulunamamistir. SOD1 geni knock-out edilmis farelerde
ALS gbzlenmezken, mutant SOD1 proteinini sentezleyen
transgenik farelerde progresif motor néron élimi gérdlir.
Benzer gekilde, normal yapidaki SOD1 proteininin asiri
ekspresyonu fenotipte bir dedisime neden olmazken,
mutant SOD1 proteininin asiri sentezi paralizle
sonuglanmaktadir.®” Bu sonuglar, mutant SOD1'e bagl
gelisen hastalik tablosunun, SOD1enzim aktivitesindeki
kayiptan degil, kazanilan yeni ve toksik bir islevden
kaynaklandigini gostermektedir (toxic gain-of-function).

ALS'ye neden oldugu duislnilen olasi molekiler strecler
bes ana grup altinda incelenebilir:

GI3ACRDSV AgST L106Y ~G108V AtdsT
DIoAV $105L DI0IN L144F S
AB9V 1104F 12T M D124V A140G
Ng6s D101G,N 13T F N139K C146R
GB5R E1006,K Gi14A D125H V148G,)
LB4F v D96N R115G BIBA 11491
HE0R VI7M V118L S134N 11517

4 LGBED*;[QDWH
('Zn B V118>stop122 G127>stop133
083 d L126stop126/L 126 stap130

izl T>GPLE stopi 23

A=G+d stopl 56

Resim 4. ALS'ye neden olan bazi SOD1 mutasyonlarinin protein Gzerindeki dagilimlar. Aminoasit dedisimleri/pozisyonlan tek harfli
semboller ile gésterilmistir. Proteine Cu*? baglanmasi dért His ile (H46, H48, H63, H120), Zn*2 baglanmasi (¢ His (HB3, H71, H80) ve
bir Asp (D83) ile koordine edilmektedir. Proteinin aktif bélgelerini hedef alan mutasyonlar, SOD1 proteininin yapisini bozarlar ve katalitik
islevini degistirirler. AA: SOD1 genindeki kodlayici ekson bdlgelerinin bitis noktalarini géstermektedir,?
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1. Oksidatif Hasar

Oksidatif hasar, hicrenin asirn miktarda reaktif oksijen
Granlerinin birikimi sonucu dejenere olmasidir. ALS
patogenezini aclklamada oksidatif hasarla iliskili iki hipotez
vardir.

1.1. Peroksidaz Hipotezi: SOD1'in sliperoksit dismutaz
aktivitesinin yani sira, bir de peroksidaz aktivitesi vardir.
Bu tepkimede, H20: substrat olarak kullanilir ve hidroksil
radikali olusur. Hidroksil radikalleri oldukca reaktif
molekdllerdir. Belli kosullar altinda, SOD1 peroksidaz
aktivitesini kullanarak prooksidan olarak etki gésterebilir.
Ancak, saglikli hiicrede bu durum kontrol altindadir; kisa
bir siire icinde, yeni Uretilen hidroksil iyonlar enzimin hem
dismutaz, hem de peroksidaz aktivitesini durdurur®*’
(Resim 5).

H=0:

SOD1 -cwﬂ%_. SOD1-Cu*'-OH+OH

OH

Resim 5. SOD1'in peroksidaz aktivitesinin sematik gésterimi.

Bircok SOD1 mutasyonu artmis peroksidaz aktivitesine
neden olur. Bu mutasyonlar, SOD1 geninin alt birimlerini
bir arada tutan kritik baglanti noktalarinda konformasyon
degisiklikleri olusturur. Bu degisimler, Zn"'nin baglanma
kapasitesini etkileyerek, proteinin yapisini destabilize eder.
Sonucta, aktif Cu™ bélgesi H:0: ile daha kolay etkilesebilir
hale gelir. Bu da, hidroksil radikallerinin sayica artmasina
neden olur. DNA, protein ve lipid membran icin zararli olan
bu radikallerin varligi ise, SALS ve FALS hastalarinin sinir
dokusunda gozlenen oksidatif hasari agiklar.®

1.2. Peroksinitrat Hipotezi: Oksidatif strese bagl motor
noron dlimlerine iliskin diger bir hipotez de peroksinitrat
hipotezidir. Bazi SOD1 mutasyonlari Cu'*nin aktif bolgeye
gevsek baglanmasina neden olur.®” Bu durumda, stiperoksit
molekili nitrik oksitle (NO) daha kolay etkileserek
peroksinitriti (ONOO-) olusturur. Bir sonraki agamada,
peroksinitritin mutant SOD1 enzimi tarafindan katalize
edilmesi sonucu, hiicre ici 3'nitrotirozin miktari artar (Resim
6, Resim 7).%¥

2. Glutamat Eksitotoksisitesi
ALS ve nodrodejenerasyon patogenezinde rol oynadigi
dustinilen diger bir faktor de glutamat eksitotoksisitesidir.

Glutamat, merkezi sinir sistemindeki en énemli eksitator
nérotransmiterlerden biridir.® Presinaptik ndrondan

O2
NO —
ONOO

Mutant SOD1

NQO:-Try-Protein

Resim 6. SOD1 enziminin peroksinitrat aktivitesinin sematik gdsterimi.

Resim 7. A. sadlkl, B. SOD16¥9342 muytant farelerinin omurilik
kesitlerinin imminokimyasal analizi. SOD16¥93412 transgenik
farelerinin omurilik kesitleri (izerinde yapilan immiinokimyasal analizler,
hizla biriken 3'nitrotirozin olusumlarinin hiicreyi apoptoza gétirdigini
gostermistir.

salinimini, postsinaptik membran Uzerindeki reseptdrlere
baglanmasi izler. Baglanma sonrasi agilan iyon kanallari
hiicre icine Na* ve H:O girisini saglar. Membran
depolarizasyonu, bir sonraki asamada Na™-Ca™ kanallarinin
aktivasyonu sonucunda, hiicre ici Ca™ alinimi ve postsinaptik

néronun eksitasyonu ile sonuglanir (Resim 8).”

Glutamatin postsinaptik néron Uzerindeki etkisi baslica iki
mekanizma ile kontrol edilir: reseptdr inaktivasyonu ve
glutamatin sinaptik araliktan Eksitatér Aminoasit Tasiyicilar
(EAATS) tarafindan uzaklastinimas:.”

Glutamat tasiyiclan bes ana gruba ayrilir (EAAT1-5). Yapilan
calismalarda, cogu SALS hastalarinda ALS'nin 6zellikle
etkiledigi motor korteks ve omurilik bélgelerindeki EAAT2
protein seviyelerinde %3595 oraninda azalma gozlenmistir.®
ilging olan, Northern Blot analizleri, EAAT2 RNA'sinin normal
diizeylerde ve boyutlarda oldugunu gdstermistir.*” Ancak,
cDNA diizeyindeki incelemelerde, ekson kaybi ve ekson-
intron kriptik bolgelerini iceren anormal transkriptler tespit
edilmistir. Bu da, EAAT2 proteinindeki selektif kaybin,
beynin belli bélgelerinde EAAT2 premRNA'sinin
kirpiimasindaki hatadan kaynaklandigini gésterir.®” Sinaptik
araliktaki hiicrelerde bulunan EAAT2 tasiyici protein
miktarinin azalmasi, gérevini tamamlamis veya herhangi
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NORMAL GLUTAMAT REGULASYONU ALS HASTALARINDA

GLUTAMAT REGULASYONU
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Resim 8. Saglikl hiicrede ve ALS olgularinda glutamat salinim
mekanizmasi.

bir sebeple asin miktarda salinmig glutamatin sinaptik
araliktan uzaklastirilamamasi ile sonuclanir. Biriken
glutamatin motor néronu stirekli uyarmasi, hiicre ici Ca”
birikimi, ve dolayisiyla uzun stireli eksitasyon sonucu motor
ndron 6limiine neden olur.®

3. Norofilament Olusumlan

SALS ve FALS olgularinda gézlenen diger bir 8nemli patolojik
bulgu da motor néronlardaki nérofilament birikimleridir.
Norofilamentler, néron iskeletinin ana yapisini olustururlar
ve NF-H (115 kD), NF-M (90 kD) ve NF-L (61 kD) olarak
Ug ana gruba ayrilirlar (Resim 9).°?

Aot

B NF I NF-H uzants
Bl MT Bl NF-M uzants:
Wl Plakin I WMiyelin

Resim 9. Norofilamente-bagimli akson bilylimesinin radyal modeli.
Aksonda, aksoplasm'in degisik komponentler capraz baglar ile
kuvvetlendirilmis ti¢ boyutlu bir yapi halindedirler. NFin ana olusumu,
NF-L'dir. NF-M ve NF-H'nin uzantilari NF'den radyal eksende yayilarak,
komsu nérofilament, mikrotubtl (MT) ve kortikal aktin filamentleri
(KAF) ile ek baglar kuran kollar olustururlar. NF, MT ve KAF ayn|
zamanda plakin ailesine dahil proteinlerle de baglar olustururlar.9

In situ hibridizasyon calismalarinda ALS hastalarinin NF-L
mMRNA seviyelerinde belirgin bir azalma gézlenmistir. Bu
durumda, NF-M ve NF-H alt birimleri normal nérofilament
yapisini olusturamazlar, disorganize filamentler hiicre
gévdesi ve proksimal aksonlarda birikir. Sac yumagini
andiran bu olusum, gerek hiicredeki organelleri hapsetmek,
gerekse aksonal transportu engellemek suretiyle motor
ndronlarin élimine neden olur (Resim 10).

NF-H, NF-M ve NF-L knock-out fareler klinik fenotip ve
gelisim agisindan normal olmakla birlikte, herhangi bir
norofilamentin asir ekspresyonunu barindiran farelerde

Nérofil
e Aksonal
i atrofi

Azalan
iletkenlik

==t

S

Resim 10. Nérofilament yapilarinin a. normal motor protein, b. NF-
H'in asin ekspresyonu ve ¢. mutant NF-L variginda olusumu ve etkileri.©

perikaryal nérofilament inkliizyonlari, aksonal atrofi ve
azalan iletkenlik g6zlenir.™ Diger yandan, NF-L knock-out
farelerde, NF-H'nin asiri ekspresyonun yasam stiresini %65
oraninda arttirdi§ gérilmustir; perikaryal inklizyonlar
halen mevcuttur fakat hiicre tarafindan kolaylikla tolere
edilirler, hatta koruyucu etki yaratirlar.® Bu durum iki
sekilde agiklanabilir: birinci hipoteze gére nérofilamentler
Ca™ kompleksleyici olarak gérev yaparlar; nérofilamentlerde
bircok Ca' baglanma bélgeleri bulunmaktadir. Grnegin
glutamat eksitotoksisitesi sonucu hiicre icinde biriken agiri
miktardaki Ca"*yi baglayarak motor néronlari korurlar.®
Ikinci hipotez ise, nérofilamentlerin reaktif oksijen tlrevleri
icin bir gider olusturarak, bu toksik maddelerin yikici etkilerini
ortadan kaldirmak suretiyle motor néronlar korudugunu
kabul eder.®

4. Protein Agregatlari

ALS patogenezinde 8nemli olabilecegi diistintilen diger bir
neden de protein agregatlandir. Bircok nérodejeneratif
hastalik icin de tipik olan bu yapilar, daha hastaligin klinik
bulgulari ortaya ¢ikmadan olusmaya baslar, hastaligin
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gelisimi suiresince miktarlari hizla artar ve sonunda hiicre
olimine neden olurlar.

Protein agregatlarinin neden oldugu toksik etki ise iki
hipotez ile aciklanmaktadir: protein agregatlari aksonal
transport yoluyla motor nérona ulastirilmasi gereken
maddelerin (biiyime faktorleri, v.s.) hiicreye ulagmasini
engellerler.® ikinci olasi etkileri ise motor néronlarin normal
islevi icin gerekli olan hiicre ici molekdllerin bu agregatlarla
birlikte presipite olarak ortamdan gekilmeleridir. Nitekim,
in vitro hicre modellerinde, stres kosullarinda aktive olan
saperon protein HSP70'in miktar! arttinldiginda, protein
agregat olusumlarinda azalma gozlenmistir.”

5. Mitokondri Hasan

ALS'de gézlenen motor noron olimleri, mitckondrideki
enerji tiretim kapasitesindeki azalma ile de liskilendirilmigtir.
Mitokondri, hiicrenin enerji kaynagidir. Motor ndronlar
aksiyon potansiyeli olusturabilmek icin strekli enerjiye,
yani ATP've, ihtiya¢ duyarlar. Dolayisiyla, enerji
mekanizmasinda meydana gelebilecek herhangi bir
degisimden en ok etkilenecek hlcre gruplarindan biri
motor néronlardir.®

Mitokondrinin ALS patogenezindeki roll, organelde
meydana gelen morfolojik ve islevsel dedisimlerle
aciklanabilinir.® Ongdriilen hipoteze gére, organelin enerji

Resim 11. Glutamat eksitotoksisitesinde mitokondrinin roli. Kalin

oklar aktivasyon etkisini, kesik oklar inhibisyon etkisini g6sterir.(69)

{iretim kapasitesindeki azalma motor néronlarin glutamata
duyarliligini arttirir ve belli bir seviyeden sonra glutamat
eksitotoksik etki yaratmaya baslar (Resim 11). Hizla azalan
ATP diizeyi, ATP'ye bagimli calisan iyon kanallarinin efektif
calismasini engelleyecedi igin hlicre membran potansiyelini
koruyamaz hale gelir. Depolarizasyon sonucu agiri miktardaki
glutamatin NMDA reseptrlerini aktive etmesi, hlicre igine
Na® ve Ca’? girisine neden olur. Bu iyon akigimin birkag
&nemli sonucu vardir: Oncelikle, hiicre membrani daha da
depolarize olur. Diger taraftan, fazla miktardaki Ca™ hiicrede
toksik etki yaratacadi icin tekrar disari atilmalidir; ancak,
Na+'un hiicre icine girisi, Na’-Ca™* kanallarini etkisiz hale
getirir. Dolayisiyla, Ca” sadece ATP'ye bagimli tastyicilar
tarafindan hiicre disina atilabilir ki, bu da azalan ATP
miktarini daha da azaltacaktir.®® Artan Ca™ ile birlikte,
serbest radikal olusumu hizlanir, proteazlar ve
endoniikleazlar aktive olur ve motor néron 6limu kaginilmaz
hale gelir.

6. Diger Olasi Faktorler

a. Cevresel Faktorler: ALS patogenezinde agir metallerin
(aliminyum, civa) énemli olabilecegi anlasiimistir. Giiney
Pasifik'teki Guam adasinda yagiyan Chomorr toplumunun
cycad bitkisine dayall beslenme aliskanligi, o yorede PD-
ALS insidansinin cok yiiksek olmasiyla dikkat cekmistir.
Beslenme aliskanliklarinin degistirilmesiyle hastalik
insidansinin azalmasi genetik etkiden ziyade etkin gevresel
ve beslenme &zelliklerine dikkat cekmektedir.*

b. Otoimmunite: ALS hastalarinin
omuriliklerinde aktive olmus mikroglia ve T
hiicreleri ile beraber motor néronlara kars antikor
olusumu gérilmistir. Benzer sekilde, sporadik
ALS hastalarinda voltaj-kapili Ca™ kanallarina
karsi gelisen antikorlar, kanal aktivitesini
etkileyerek hiicre-igi Ca™ girisini arttirir. Ancak,
ALS hastalar tizerinde yapilan immiinoterapi
calismalarinda basari saglanamamigtir.©"®
viral Enfeksiyonlar: Kronik viral enfeksiyonlar,
¢zellikle sporadik ALS olgularinin etiyolojisinde
onemli oldugu dustiniilen bir faktordur.”’ Bazi
ALS hastalarinin omuriliklerinde enterovirus
RNA'sina rastlanmis fakat bu bulgular daha sonra
dogrulanmamistir. Yakin zamanda, ok duyarli
bir teknikle ALS hastalarinin omuriliklerinde
saglikli bireylere oranla yiiksek miktarlarda
enterovirus RNA'si oldugu tespit edilmistir (%88'e
karsi %3). Ancak, viral enfeksiyonlarin, ALS




patogenezinde énemini géstermek icin daha ileri diizeyde
calismalar gerekmektedir.
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