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ABSTRACT

Molecular Basis of Friedreich Ataxia: DNA Analysis and Diagnosis
in Turkish Patients

Friedreich Ataxia (FA) is an autosomal recessive neurodegenerative
disease with onset in childhood, followed by an uninterrupted course that
terminates with death in the latest fifth decade of life. FA's estimated
carrier prevalence is about one in 110, and it affects about one in 50,000
people, making it the most common inherited ataxia in the Caucasian
population. The FRDA gene was mapped to the 9q13-21.1 region in
1996. The encoded protein of 210 amino acids, called frataxin, localizes
to mitochondria, and plays a crucial role in iron sulfur cluster biosynthesis.
FA is due to a deficiency in frataxin, caused predominantly, by a GAA
triplet-repeat expansion within the first intron of the FRDA gene. The
decrease in frataxin transcription and expression leads to a decrease in
iron sulfur cluster-containing proteins, causing production of free
radicals. In the framework of a project on neurodegenerative disorders
conducted at Bogazici University, Molecular Biology and Genetics
Department, a refiable and reproducible polymerase chain reaction
protocol has been optimized in our laboratory; applying this method, 153
Turkish individuals, patients and their families, have been screened for a
GAA triplet-repeat expansion. Among them, 38 were found to be
homozygous for the expansion, and 46 were heterozygote carriers. Since

1996, year of elucidation of the genetic cause of Friedreich Ataxia, serious
advances have been made in understanding its pathogenesis. There is
every reason to expect that effective strategies will be developed in the
near future to overcome the consequences of reduced frataxin
expression.

OZET

Friedreich Ataksi'si (FA) otozomal resesif gecis gésteren nérodejeneratif
bir hastaliktir; cocukluk caginda baslar, kesintisiz ilerler ve en ge¢ 50'li
yaslarda ollimle sonuclanir. Hastalik geninin gérilme sikhidi, yani
tasiyicilik, 110 kiside birdir; bu da FA'yi en sik rastlanan kalitsal ataksi
yapar; hastalik beyaz irkta 50,000 kiside bir gértltr. FRDA geni 1996'da
9013-21.1 bélgesine haritalanmis, ve kodladigi 210 aminoasitlik proteine
frataksin adi verilmistir. Mitokondride bulunan bu proteinin, demir-kiikirt
komplekslerinin biyosentezinde kritik bir gérev Ustlendigi bilinmektedir.
FRDA geninin birinci intronundaki GAA tekrar dizisinin patojenik
ekspansiyonu frataksin proteinin eksikligine yol acar ki, bu da FA'nin
baslica nedenidir. Frataksin transkripsiyon ve ekspresyonundaki azalma,
demir-kiikart  komplekslerini barindiran proteinlerin  azalmasi ile
sonuglanir, bu da serbest radikal olusumunu tetikler. Bogazici Universitesi
Molekuler Biyoloji ve Genetik Boltimuinde ylrittigimiz nérodejeneratif
hastaliklar projesi cercevesinde, laboratuvanmizda FA icin 6zguin, givenilir
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ve tekrarlanabilir bir polimeraz zincir reaksiyonu kuruldu ve optimize
edildi. Bu yontem kullanilarak FA klinik tanisi almis hasta ve yakinlarindan
olusan 153 kisilik bir popilasyonda GAA tekrar dizileri ekspansiyonuna
bakildi. Tarama sonucu, 38 bireyin GAA ekspansiyonu igin homozigot, 46
bireyin de heterozigot oldugu tanimlandi. Friedreich Ataksi'sine neden
olan GAA ekspansiyonunun ilk agklandigi 1996'dan beri, hastalik
patogenezinin anlagiimasinda énemli ilerlemeler saglanmigtir, Yakin
gelecekte, frataksin ekspresyonundaki eksikligi kompense edecek yararl
stratejilerin gelistirilmesi umulmaktadir.

1. Friedreich Ataksi'sinin Molekiiler Temeli

1.1. Friedreich Ataksi'sinde Klinik Bulgular
Friedreich Ataksi'si (FA) ilk olarak, 1863 yilinda,
Alman doktor Nicholaus Friedreich tarafindan
tanimlandi. FA otozomal resesif gecis g&steren
norodejeneratif bir hastaliktir ve en sik gértlen ataksi
cesididir. Hastaligin Avrupalilarda gorilme sikhigi
1/50000, tastyicilik orani ise 1/110'dur.” FA'ya Afrika
ve Asya toplumlarinda ¢ok ender rastlanir. Fridreich
Ataksi'sine 6zgln patolojik bulgular ana duyusal
noronlarin dorsal kok gangliyondaki erken kaybidir.
Bunu takiben posterior kolonlarda, spinoserebellar ve
piramidal yollarda néron kaybi gdzlenir. Beyincik,
pons, medulla ve afferent gdrme vyollar da
etkilenebilirler (Resim 1.1).

FA'da progresif ataksi, proprisepsiyonda azalma, asag!
ekstremitelerde refleks eksikligi, optik atrofi,
nistagmus, sensorinoral isitme kaybi, dizartri gibi
norolojik semptomlarin yaninda, hastalarin %70'inde
hipertrofik kardiyomiyopatiye de rastlanir (Resim 1.2).
Seker intoleransi hastalarin %20'sinde, geg baslangicli
seker hastaligl ise %10'unda gozlemlenir; ayrica
skolioz ve pes kavus da FA'ya 6zgii bulgulardir.”

FA genellikle cocukluk ya da bulug caginda baslar;
ortalama baslangic yasi 15'tir; hastalarin %80'inde
baslangic 20 yasindan evveldir. Hastalik seyri yavastir,

ylrime  yeteneginin  kaybedilmesi  hastalik
baslangicindan vyaklasik 15 sene sonradir; bu
durumdaki  hastalar  tekerlekli  sandalyeye

mahkumdurlar. Ortalama yasam slresi hastalik
baslangicindan itibaren 36 yildir. Hastalarnn buylk
cogunlugu kardiyoptlmoner komplikasyonlardan
kaybedilirler.”

FA farkli klinik bulgularla kendini gésteren nérolojik

bir hastaliktir. Aileler arasi cesitlilik gortldigu qgibi,
ayni ailenin degisik bireylerinde bile farkli hastalik
seyri gdzlemlenebilir. FA'nin iki atipik cesidi vardir:
Ge¢ Baslangich Friedreich Ataksi (Late Onset
Friedreich Ataxia, LOFA) ve Reflekslerin Korundugu
Friedreich Ataksi (Friedeich Ataxia with Retained
Reflexes, FARR).

Beyincik

Periferik
Sinirler

Kas

Resim 1.1. FA, hem kalbi, hem de sinir sisteminin kas ve
koordinasyonunu kontrol eden bélgeleri etkiler [4].

1.2. FA'da Genetik Calismalar

1988 yilinda, FA'da mutasyona ugrayan genin 9.
kromozomda oldugu saptanmis, bu gen daha sonra
baglantt  analizi ile 9qg13-21.1  bolgesine
haritalanmistir. Baslangicta X25 diye adlandirilan gen,
Campuzano ve ark. (1996) [5] tarafindan FRDA geni
olarak tanimlanmis ve yedi ekzonu oldugu
bulunmustur: 1-5a, 5b ve 6. FRDA geni, genomik DNA
tizerinde 95 kb'lik bir bélgeyi kapsar. Gen anlatimi
sentromerden telomere dogrudur. Majér transkript
olarak bilinen, ve muhtemelen islevsel olan tek mRNA
1.3 kb uzunlugunda olup, ilk bes ekzonu (1-5a) icerir.
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Resim 1.2. Hipertrofik kardiyomiyopati: Kalp duvan kalinlastikca,
kalp kasi blydr. Bu biyiime, baslica pompalama odalar olan
ventrikdllerin ic hacmini kiicultdr, iceri daha az kan gider. EGer
kalinlasan duvar, ventrikilleri ayiran bélge olan septumu da
kapsarsa, kalpten viicuda kan pompalanmasi bozulur.*

Bu bolge 210 aminoasitlik frataksin proteinini kodlar.

FRDA geninin 1. ekzonu metile olmayan ve nadir
rastlanan restriksiyon enzimi kesim bélgeleri
barindiran bir CpG adasi icermektedir. Alternatif
kirpilma mekanizmasi ile ekzon 5a'nin yerine ekzon
5b okundugunda, 171 aminoasitlik bir protein
kodlanir; bu proteinin ne tar bir islevi oldugu halen
bilinmemektedir. Ekzon 6 protein kodlamaz.

Frataksin proteininin bazi bdélgeleri tirler-arasi
benzerlikler gésterir. Bu homoloji, 6zellikle C. elegans
ve S. cerevisiae de ekzon 4 ve 5a'daki 141.-167.
amino asitler icin gecerlidir.®

1.2.1 FA'ya Artmis GAA Triplet Tekrarlari
(Ekspansiyon) Neden Olur

Hastalarin %98'inde FA'ya neden olan mutasyon,
FRDA geninin 1. intronundaki GAA triplet tekranidir.
Bu mutasyon transkripsiyon mekanizmasinda
bozukluda yol agar ve mitokondriyal bir protein olan
frataksinin islev kaybina neden olur. GAA dizisi asiri
polimorfiktir: saglikl kromozomlarda 30'dan az,
mutant kromozomlarda ise 66-1700 GAA tripleti

bulunabilir. ki uzamis alelden daha kisa olaninin GAA
tekrar sayisi ile klinik bulgular (hastalik baslangic yasi,
kardiyomiyopati siddeti ve skolyoz olup olmamasi)
arasinda ters oranti oldugu saptanmistir. Ancak, GAA
ekspansiyonunun her zaman hastalik baslangi¢ yasi
ile ters orantili olmadigi goézlenmistir, dolayisiyla
baska faktorler de fenotipi etkilemektedir; bunlar,
ekspansiyondaki somatik mozaisizm (triplet tekrar
sayisinin degiskenligi), modifiye edici genler ve cevre
faktorleridir. Bu faktorler goz éniine alindiginda
ortaya cikan tablo daha karmasik, ama muhtemelen
hastaligin gercek patolojik mekanizmasina daha
yakindir. FRDA geninde, GAA triplet tekrar disinda,
bir dizi nokta mutasyonu tanimlanmis olmasina
ragmen, her iki alelinde de nokta mutasyonu tasiyan
hastaya hi¢ rastlanmamistir. Bu hastalar GAA icin
homozigot olmak yerine GAA ve bir nokta
mutasyonu icin karisik heterozigot olarak anilirlar
(Tablo 1.1).7

1.2.2 GAA Ekspansiyonunun Olasi Kékeni
Indo-Avrupa toplumlari incelendiginde, kromozomlarin
yaklasik dagilimi asagidaki gibidir:

* %85'inde 8-11 triplet (kliclik normal alleller: KN),
* %15'inde 12-29 triplet (btytk normal alleller; BN),
* <% 1'inde 30-65 triplet (premutasyon allelleri: PM),
* <%0.5'inde 66-1700 triplet

(ekspansiyona ugramis alleller:E).

Hastalida neden olan ekspansiyonlarin, 30-65
arasindaki premutasyon  allelerinin hiper-
ekspansiyonu sonucu ortaya ¢iktig diistinilmektedir.

Alu dizileri DNA'mizda en sik rastlanan tekrarlardir,
insan genomunda bir milyon Alu dizisi bulunur. GAA
triplet tekrarlari Alu dizilerinin icindedirler. Alu
tekrarlar, transkripsiyon dizeyinde, genomumuzun
en aktif bolgeleridir. Alu dizilerinin esit olmayan
rekombinasyona (unequal recombination) yol actigi
disuntlmektedir. ~ Bu  mekanizmanin,  gen
duplikasyonlarini hizlandirarak ender olarak hastaliga
neden olabilmekle birlikte, evrim slrecine olumlu
katkida bulundugu tahmin edilmektedir.””
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Tablo 1.1. GAA ekspansiyonu birlikteliginde FA'ya neden olan nokta mutasyonlari

Ekzon/Intron Mutasyon Niikleotidin Yeri Niikleotid Frataksin tzerindeki Referans
Degisikligi olasi etkisi

Ekzon 1 ML 1 ATG—-CTG translasyon [9]
inisiyasyonunda
bozulma

Ekzon 1 M1T 2 ATG—=ACG translasyon [9]
inisiyasyonunda
bozulma

Ekzon 1 2delT 2 ATG—A-G translasyon [10]
inisiyasyonunda
bozulma

Ekzon 1 M1l 3 ATG—ATT translasyon [11], [12]
inisiyasyonunda
bozulma

Ekzon 1 M1l 3 ATG—ATA translasyon [13]
inisiyasyonunda
bozulma

Ekzon 1 118delC 118 C delesyonu translasyonun [14]
arken sonlanmasi

Ekzon 1 158delC 158 C delesyonu translasyonun (9]
erken sonlanmasi

Ekzon 1 158insC 158 C insersiyonu translasyonun [9]
erken sonlanmas!

Intron 1 Kirpilma +5 G—=C kirpiimada [15]
donorl bozukluk

Ekzon 2 202GTCA 202-205 GTCA translasyonun [16]
—TTG —TTG erken sonlanmasi

Ekzon 3 297insT 297 T insersiyonu translasyonun [14]

erken sonlanmasi

Ekzon 3 L106X 317 TTA—STGA translasyonun [5]
erken sonlanmasi
Ekzon 3 L106S 317 TTA—TCA aminoasit degisimi [17]
Ekzon 3 317delT 317 T delesyonu translasyonun [16]
erken sonlanmasi
Ekzon 3 340del13 340-352 13bazlik translasyonun [16]
delesyon erken sonlanmasi
Ekzon 3 D122Y 364 GAC—TAC Aminoasit degisimi [9]
Intron 3 Kirpilma 384+1 AG—GG Hatal kirpilma [18]
dondr
Intron 3 Kirpilma -2 AG—GG Ekzon 4'tn hatall [5]
akseptéri kirpilmasi sonucu

cerceve kaymasl
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Tablo 1.1. GAA ekspansiyonu birlikteliginde FA'ya neden olan nokta mutasyonlan® (devami)

Ekzon 4 G130V’ 389 GGN—GTN Aminoasit degisimi; [19]
hatali islenme [20]
Ekzon 4 Q148R 443 CAG—CGG Aminoasit degisimi [21]
Ekzon 4 1154F' 460 ATCATTC Aminoasit degisimi; [51
hatali islenme [20]
Ekzon 4 W155X 465 TGG—=TAG Translasyonun erken [14]
sonlanmasl
Ekzon 4 L156P 467 CTA-CCA Aminoasit degisimi [9]
Intron 4 Kirpilma 482+3 +3 del A Ekzon 4'Gn hatall [9]
donéri kirpiimasi sonucu
cerceve kaymasi
Ekzon 5a R165C 493 CGT—TGT Aminoasit degisimi [22] [15]
Ekzon 5a R165P 494 CGT-CCT Aminoasit degisimi (23]
Ekzon 5a W173G 517 TGG—GGGE Aminoasit dedisimi [9]
Ekzon 5a L182F 544 CTC—>TTC Aminoasit degdisimi [22]
Ekzon 5a L182H 545 CTC—CAC Aminoasit degdisimi [9]
Ekzon 5a H183R 548 CAT—=CGT Aminoasit degisimi [9]
Ekzon 5a L198R 593 CTG—CGG Aminoasit degisimi [24]

'Sik rastlanan mutasyonlar siyah olarak gdsterilmistir

Clark ve ark., 2004 yilinda tim insan genom dizisini
kullanarak triplet ekspansiyonlarini incelemistir®®. Bu
calisma, GAA triplet tekrarlarinin, diger triplet
tekrarlarina gére (TAA; CAA; GGA; GCA; GTA; GAC;
GAT, GGC; GTG), cok farkl tlrde bir ekspansiyona
ugramis olduklarini gdstermistir. Diger iki NAA
tekrarinin da Alu dizilerinin icinde bulunmasi ilgingtir.
Bu sebepten, bunlarin ortak evrim sdrecleri oldugu
dusunulebilir (yas, genomik dagilim, ve belki de ayni
mutajen etkilere maruz kalmalar). TAA ve CAA
tekrarlarinin uzunluklar her zaman 20 tripletle kesin
bir sekilde sinirlidir; buna karsilik, GAA ve GGA 20
tekrart asan ekspansiyonlara udgrarlar. Uzama
oranindaki bu farklik, FA'ya neden olan GAA
tekrarlarinin instabilitesini yansitir. GAA tekrarlarinin
uzama yatkinhiginin, tripletteki adenin zenginliginden
degil, GAA ekspansiyonunun

B-DNA'dan ziyade, Ucli heliks tipi (tripleks) yapilar
olusturmasindan ve bu triplekslerin  poliptrin-

polipirimidin dogasindan kaynaklandigini dustinebiliriz
(Resim 1.3).

Clark ve ark., 2900 mb ve %41 GC'den olusan insan
genomunda GAA-triplet tekrarlarinin uzunlugunun
alti tripletten fazla olmasinin tesadiifen mumkin
olamayacagini da hesaplamistir. Friedreich Ataksi'si
GAA tekrarlarinin ekspansiyonu sonucu olusan tek
norodejeneratif hastaliktir.

1.2.3 Frataksinin Yapisi ve Ekspresyon Semasi

FRDA geninin UrGnd olan frataksin proteini evrim
strecinde korunmus olup, memelilerde,
omurgasizlarda, mayada ve bitkilerde homologlari
bulunur. Frataksinin islevi bilinen diger proteinlerle
benzerligi yoktur. Amino asit dizisi frataksinin, ufak,
kolay ¢oztndr ve transmembran bélgesi olmayan bir
protein olduguna isaret etmektedir. Frataksin amino
terminal dizisi, proteinin mitokondri matriksine
hedeflendigini gdstermektedir. Bu hedef dizisi, frataksin
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mitokondriye ulasinca, MPP enzimi (Mitochondrial
Processing Peptidase) tarafindan kesilir.****”
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Resim 1.3. GAA triplet tekrar dizilerinin olusturdugu olasi B-DNA
dist yapilar. Okunabilirlik agisindan, FA allellerinin blyik GAA-
triplet tekrar sayisi ufaltimistir.® A: Plrin- pirimidin dizisi diz bir
dupleks olarak gésterilmistir; dikey cizgiler normal Watson-Crick
baz ciftlerine isaret etmektedir. B: Eger 5' ya da 3' bélgesinin
piirin bakimindan zengin kolu esinden ayrilir ve de anti-paralel bir
yonelim gésterirse, intramolekiler parin/parin/pirimidin: tripleksi
olusur. C: Intramolekuler tripleks, GAA iceren FRDA pre-
mRNA'sinin (kalin cizgi) olusumundan sonra gésterilmistir. Bu pre
-mRNA, yukarida gésterilen tek kollu B-DNA olmayan yapiyla,
Watson-Crick bagi sayesinde cift olusturabilir {(dikey cizgi}, bu da
tripleksi daha da saglamlastirir.

Transkripsiyonun elongasyon asamasinda,
ekspansiyona ugramis GAA triplet tekrarlar
normalden farkll DNA vyapilar olusturabilir (Resim
1.3). Uclii sarmallar (tripleks) fizyolojik ortamlarda da
goralir, bu triplekslerden ikisi bir araya gelince
"yapiskan DNA" (sticky DNA) olarak bilinen yeni bir
DNA yapisi ortaya cikar, bu intramolekdler yapi ancak
GAA triplet tekrar dizisi yeterince uzun olunca
gerceklesir (Resim 1.4).% ® "Yapiskan DNA"
transkripsiyonu in vivo ve in vitro ortamda inhibe
eder; bu mekanizma, FA'daki frataksin yoklugunu
aciklayabilir.  Frataksin  ekspresyon  dizeyinin
mitokondriden  zengin  hicrelerde,  {(drnegin
kardiyomiyosit ve noronlar) daha fazla oldugu
g6zlemlenmistir. Fakat  noronlar  arasinda
aciklanamayan farkliliklar mevcuttur; primer duyu
néronlari frataksini daha cok sentezlerler.

AN T
f * -."'._.‘U\‘E\wyl

wey g4
~ 2 Ao

(UMY

\ \

Resim 1.4. ki tripleksin birleserek "yapiskan DNA"

2
olugturmasn( )

1.2.4 Mitokondri ve Oksidatif Fosforilasyon
Mitokondriler kicuk organeller olmalarina karsin,
onemli htcresel islevleri vardir; metabolizmanin
baslica yolaklarinda rol oynarlar, drnedin: amino asit
sentezi, yag asitlerinin oksidasyonu, steroid
metabolizmasi ve apoptoz. Mitokondrinin anahtar
islevi oksidatif fosforilasyonu gerceklestirerek ATP
tretmektir. Noronlar bu enerji iceren molekile ve
ATP'yi Ureten oksidatif enerji metabolizmasina ¢ok
bagimlidirlar. Mitokondrideki bir bozuklugun hticre
icin tahrip edici sonuclari olur: ATP eksikligi, kalsiyum
homeostazini  koruyamama ve reaktif oksijen
tdrevlerinin olusumu gibi.

Mitokondriler 2 um uzunlugunda, 0.5 um capinda
oval gériinimlt organellerdir. Bir ig, bir de dis olmak
Uzere, iki zarla kaplhdirlar; dolayisiyla, intermembran
bolgesi ve mitokondri matriksi olmak Gzere iki
bolimden  olusurlar.  Oksidatif  fosforilasyon
mitokondrinin i¢ zarinda olurken, sitrik asit déngusu
ve yag asitlerinin oksidasyonu gibi bir cok reaksiyon
mitokondri matriksinde olur.

Solunum zinciri dért kompleksten olusur: g proton
pompasi elektronlari indirgenmis NADH'dan O,
molekiliine aktarirlar. Bu proteinler, NADH-Q
oksidoreduktaz, Q-sitokrom c oksidoreduktaz ve
sitokrom ¢ oksidazdir; bunlar sirasiyla, kompleks |, lll, ve
IV olarak da bilinirler. Transmembran komplekslerdeki
elektron akimi, protonlarin mitokondrinin i¢ zarindan
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iceri tasinmasini saglar. Suksinat-Q reduktaz (kompleks
Il) proton pompalamaz; sitrik asit déngusiine baghdir.
Kompleks I, I, ve Il demir-kiikiirt proteinleridir.*?
Bunlara hem icermeyen demir proteinleri de denir.

1.2.4.1 Demir-Kiikiirt Kompleksleri

Demir-kiikurt proteinlerinde bulunan Demir-Kikart
Kompleksleri  (DKK) indirgeme tipi  biyolojik
reaksiyonlarda onemli rol oynarlar. DKK'lardaki Fe
iyonlart Fe** (indirgenmis) ve Fe* (okside) halleri
arasinda gidip gelirler. FA hastalarinin kalplerinde
demir birikimi gézlenmistir. Ayrica, bu hastalardan elde
edilen kalp biyopsilerinde de DKK barindiran solunum
kompleksleri I, II, ve lll'Gn eksikligi g&sterilmistir. FA'nin
ilk patolojik 6zelligi olan ana duyu néronlari kaybinin
yasandigi dorsal kok gangliyonda da akonitaz
aktivitesinin dustigu saptanmistir.

Sitrik asit dongusinde sitrati izositrata izomerize eden
akonitaz da bir demir-ktkart proteinidir. Akonitazda
bulunan DKK degiskendir, bundan dolayi bir cok
demir iyonu, hiicrede demir eksikligi oldugu zaman,
bu enzimden kopabilir. Akonitazin hiicredeki demir
duzeyine duyarli olmasi gen anlatiminin demire bagli
regulasyonunu saglar.

Demir, bir taraftan esansiyel bir elementtir:
hemoglobin ve sitokrom gibi &nemli proteinlerin
sentezinde kullanilir; diger taraftan da serbest radikal
reaksiyonlarini tetikleyerek proteinlere, lipidlere ve
nukleik asitlere zarar verebilir. Dolayisiyla, demir
fazlaligi hiicre icin cok tehlikeli olabilir. Bunu énlemek
icin hiicredeki demir miktarini kontrol eden etkin bir
mekanizma gelistiriimistir (Resim 1.5).

Transferin, demiri serumda tasiyan nakliye proteinidir.
Transferin reseptord, hiicre zan Gzerinde bulunur ve
demiri baglamis transferinin serumdan hicre icine
gecmesini saglar. Ferritin ise hlcre icinde demiri
baglar.Yirmi dort ferritin polipeptidi yaklasik 2400 Fe
atomunu baridiran kuresel bir kabuk olusturur (bir
amino asite bir demir atomu duser). Ferritin mRNA's|
demire duyarl bir bolge icerir (fron Response Element,
IRE). Bu bélgeye baglanmasi halinde gen anlatiminin
baslamasini engelleyen baska bir protein bulunur (RE-

Binding Protein, IRE-BP). Demir dizeyi yiikseldiginde,
IRE-BP demiri 4Fe-4S kimesini olusturucak sekilde
baglar, bu da mRNA'ya baglanmasini engeller. Yani
ortamda demir bulundugu zaman, ferritin mRNA'sI
IRE-BP'den ayrilir ve ferritin Uretir. Boylece ferritin de
fazla demiri baglar. IRE-BP'nin saflastirimasi, akonitaz
ile amino asit dizeyinde %30 benzerligi oldugunu
gostermistir; IRE-BP demire duyarli sitozolik bir
akonitazdir. Demir dizeyi, kendi metabolizmasinda
kullanilan proteinlerin gen anlatimini kontrol altinda
tutar. FA hastalarinda goézlemlenen sitozolik akonitaz
aktivitesinin dislsu, belki de bu bireylerde sitozolik
demirin azaldigini gbsterir; clnkl sitozolik akonitaz
DKK'sini kaybettigi icin demirin az oldugu durumlarda
IRE'ye baglanma ozelligini yitirir.**

1.2.5 Maya Frataksin Homologu (YFH1)
Frataksinin islevi tam olarak bilinmese de, mayada
yapilan calismalar varsayimlar Gretmekte yardimc
olmustur. Maya frataksin homologu YFH1 (Yeast
Frataxin Homolog1) delesyonu (Ayfh1) mitokondride
demir birikimine neden olurken, sitozolik demirde
azalma yasanir. Ayrica, bu hiicreler oksidatif strese
daha hassas olurlar. YFH1 proteininin demir tasiyicisi
olma olasiigi dustktdr, ¢linkd transmembran bélgesi
yoktur. Ayfh1 hucrelerinde mitokondri DNA'sinin
kaybedilmesi de ikinci bir o6zelliktir. Cekirdek
DNA'sinda bulunan histon proteinlerinin mitokondri
DNA'sinda bulunmamasi mitokondriyal DNA'y
serbest radikallere karsi dayaniksiz kilar.

Park ve ark., 2003 yilinda, frataksinin Fe** 'nin Fe** 'ya
oksidasyonunda kataliktik bir islevi oldugunu &ne
sirmus, hatta frataksinin, bir saperon protein gibi,
Fe” 'yi diger proteinlere gétirip DKK ve hem
biyosentezini sagladigini sdylemistir.** Frataksin, Fe**
ve 0. bulunan bir ortamda polimerize olur; frataksin
polimeri de Fe** 'nin birikmesine neden olur.

Bu kabuksu yapi ami no asit basina bir demir atomunu
depolayan ferritini animsatir. Mayada, YFH1 proteini
DKK'larin sentezlenmesinde de gorevli olabilir. Ayfh1
hlcrelerinde, mitokondriyal demir dizeyi dusik
tutuldugunda, akonitaz aktivitesinin normal hiicrelere
kiyasla %50 azaldigi gérilmustir.
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Resim 1.5. Serumda bulunan transferin, hiicre zarindaki transferin reseptériine baglanir ve endositoz vezikili tarafindan hicre igine
alinir. Endozomal pH'min diismesiyle demir transferinden aynlir ve Nramp 2'den hicre icine gecer. Boylece demir hticre ici demir
rezervuarina gecer. Bu demir de zardaki nakliye proteinleri ile birlikte mitokondriye girer. Mitokondriye ulasmis olan demir, hem

sentezinde kullanilabilir. Frataksinin demir metabolizmasinda IRP1 (Iron Regulatory Protein 1) araciiginin etkisi olabilir.

Bu sonuc, demir toksisitesinin  DKK'larin
sentezlenememesinden  kaynaklandigini  gosterir.
Dolayisiyla demir  birikimi  dogrudan hastalikla

bagdastinimamalidir. DKK iceren proteinlerin  yeteri
kadar sentezlenememesi, mitokondride demir
birikimine yol acar ki, bu da toksisiteyi beraberinde
getirir. Friedreich Ataksi'si genomik DNA'daki bir
mutasyonun neden oldugu mitokondriyal bir hastaliktir.

(33)

1.2.5.1 Friedreich Ataksi'sinde Antioksidan
Savunmasinin Bozulmasi

Mitokondriler, solunum zincirinden eksilen elektronlar
ve oksijen metabolizmasindaki aktif rollleri sebebiyle
oksidatif hasara son derece duyarlidirlar. Demir yakl
mitokondride Fenton reaksiyonunun olusmasi ¢ok
olasidir (Resim 1.6 ve 1.7). Frataksin eksikligi dogrudan
demir birikimiyle sonuclanir; biriken demir Fenton

554

Turk Néroloji Dergisi 2005 Cift:11 Sayi:6



reaksiyonunun olusmasi cok olasidir (Resim 1.6 ve 1.7).
Frataksin eksiklidi dogrudan demir birikimiyle
sonuglanir; biriken demir Fenton reaksiyonu ile
hidroksil (OH.) radikallerinin olusumuna neden olur;
Ayfh1 mayada mitokondri DNA'si ve DKP kaybina yol
acan oksidatif stres baslar.

Fe?+
x
Lo
R 27,
&
X
0> Yiiksek molekiler
agihkta demir ve
frataksin kompleksi
Oy +Fe™
Siiperoksit
dismutaz
H:02  Serbestce difiize olur

[OH']+OH +Fe*

Resim 1.6. yfh1p proteininden yoksun mayada, fazla demir ve
oksijen birleserek stperoksit radikalleri (027 olusturur. Stiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi ise stperoksidi, hlcre icinde kolaylikla
dagilabilen H:0:'ye dénistiirebilir.””

Mitokondriyal Stoplazmik?

A
\ /oz 4‘.:"
yx(SOD?)

Fazla Fe™
A

\/ «

e

A v 4

Cekirdek

\"1'
] R

HUCRE DISI H202

Resim 1.7. H:0:2'nin verebilecedi hasara 6rnek: H:0: hcre
zarlarini gecerek, hiicre disina ve cekirdege ulasabilir, nikleer
DNA'ya zarar verebilir. Frataksinin, fazla demiri ortamdan alarak,

demirin hiicre icindeki hasarini énledigi distnilmektedir.®

Molekuler oksijen ideal bir elektron akseptorudur;
fakat, oksijenin kismi olarak indirgenmesi tehlikeli
artnlere yol acabilir:

@2
Peroksit

02 e o* | e’
SUperoksit Anyonu

O:'nin toksik tdrevleri SOD gibi koruyucu enzimler
tarafindan  ortamdan  cekilir. Tim aerobik
organizmalarin SOD genleri vardir. Bu enzimin
mitokondriyal ve sitozolik olmak Uzere iki cesidi
bulunur. Iki enzim de ayni reaksiyonu gerceklestirir:

202"+ 2H" 02 + H202

SUperoksit Dismutaz

FA fibroblastlarinda, kontrol htcrelere kiyasla, SOD
genleri induklenmezler. Frataksinin, SOD sinyal
yolagindaki islevi hala anlasilamamis olsa da, frataksin
eksikliginin ya da yoklugunun erken antioksidan
savunmasini bozdugu, SOD enzimini indiklemedigi,
bunun sonucunda da oksidatif stresi ve dolayisiyla
hicre 6limand arttirdigi kesin olarak bilinmektedir
(Resim 1.8).

In vitro calismalar, kardiomiyosit kaltirlerinde, kalp
hipertrofisini  aciklayan, stperoksit olusumunu
gostermistir.  Schulz ve ark. 2000 yilinda, FA
hastalarinda, DNA Gzerindeki oksidatif hasarin bir
sonucu olan 8-hidroksi-2'-deoksiguanozinin idrardaki
yogunlugunun artmis oldugunu gostermistir.®® Ayni
yil, Emond ve ark. plazmada, lipid peroksidasyonunun
bir sonucu olan, malondialdehidin artmis oldugunu
bildirmistir.*” Hucredeki en yogun antioksidan olan
glutationun ise FA hastalarindan alinan kanlarda dusik
dizeyde oldugu bilinmektedir.

Dolayisiyla, AVED olarak bilinen Friedreich-benzeri
Vitamin E Yetmezligi (Ataxia Friedreich-like with
selective Vitamin E Deficiency) sendromunun FA
hastalarindaki norolojik tabloya benzemesi tutarsiz
degildir. AVED daha ¢ok kuzey Afrikada yaygindir; bu
ataksinin bagl oldugu gen 8. kromozomdadir. Guclii
bir antioksidan olan vitamin E bu kalitsal ataksiyi
yavaslatmaya, hatta etkisiz hale getirmeye yeterlidir.

Tlrk Néroloji Dergisi 2005 Cilt:11 Say:6

555



/(

“
mitokondri

—
8

ATP

Oligomisin

ATPaz inhibisyonu

@

SZ azalma

azalmasl

@

Proteinlerde

Kontrol fibroblast \

A

sitozol

Sitozolik demir:
Alimda yikselme
Depolamada azalma

Stperoksit :
iretimi ‘ demir kaybi s :
.- Sitozolik demir:
H mobilizasyonu
a7 1
SOD Oz - Hucre 6limunde
\ induksiyonu azalma azalma /
/ = )\ FA fibroblast: \
Oligomisin mitokondri sitozol

¥

ATPaz Inhibisyonu

8

—
.k

Sitozolik demir:

o2 azalma ATP Alimda yukselme
_l azalmasi Depolamada azalma
SUperoksit
Uretimi ’ Bl
l . Sitozolik demir:
Proteinlerde cksikliai
demir kaybi g
R 2
-8 _;
S@éé@u m)| ROT Hiicre aliimiinde
artisi artis
- o~

Resim 1.8. Cligomisine bagl oksidatif stresin, kontrol (A) ve FA fibroblastlarnindaki (B) etkisi. A: Kontrol fibroblastlarda, oligomisininin
tetikledigi ATPaz inhibisyonu, SOD indiiksiyonuna ve sitozolik demir mobilizasyonuna neden olur. B: FA fibroblastlarinda ise, SOD
indtiksiyonu ve sitozolik demir alimi bozulur, ve hticre 6ltimi gerceklesir (SZ: Solunum Zinciri; ROT: Reaktif Oksijen Tirevleri).””

1.2.6 Friedreich Ataksi'sinde Stres
Yolaginin Tanimi

insan frataksin proteinini asiri sentezleyen hicrelerde
dusuk reaktif oksijen tlrevleri dizeyi ve yiksek
glutation peroksidaz aktivitesi oldugu gosterilmistir.
Retinoik asitle tetiklenmis noérojenez sirasinda da
frataksinden yoksun hiicrelerin apoptoza daha yatkin

Kinaz

oldugu gézlemlenmistir. Pianese ve ark., 2002 yilinda,
reaktif oksijen tlrevlerinin bir cok sinyal yolagini
tetikleyebilece@ini énermis, bunlar arasinda c-Jun N-
terminal kinaz (JNK) yolagini incelemistir.®® JNK, MAP
kinazlarinin bir alt grubudur. MAP kinaz sinyal yolag,
hiicre disindan gelen sinyalleri kuvvetlendirerek
nakleder, ve hicreyi ¢evresine uyarlar.
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JNK altgrubu, redoks stresi, ozmotik stres ve isin ile
tetiklendigi igin stres ile aktive olan protein kinaz
olarak da bilinir. Bu sinyal yolaginda, JNK, c-Jun'u
fosforile ederek transkripsiyon faktérlerini aktive eden
protein, AP-1'i etkin hale getirir (Resim 1.9).

STRES
MKK4

INK

c-Jun

AP-1

\
Gen Apoptoz
regllasyon

Resim 1.9. INK sinyal yolunun sematik anlatim:.®®

FA fibroblastlari Gzerinde yapilan deneylerde, stres
uyarisindan sonra, JNK ve c-Jun fosforilasyonlarinin,
kontrollara gore, artmis oldugu saptanmistir. FA
fibroblastlarinda ve sadece FRDA geninde bozukluk
olan fetus hicrelerinde, bu artmis stres yolu
gordlebilir; yani, JNK yolundaki sinyal artisi, hastalik
patogenezinde ¢ok erken meydana gelir.

JNK'ya bagh apoptotik sinyal yolu bazi "hayatta
kalma" mekanizmalariyla hafifletilebilse de (NF-IB,
Akt/PKB ve ERK), frataksin eksikligi, demiri, Fenton
reaksiyonuna yoénlendirebilir ve stres yolunu
tetikleyebilir. Bu da frataksin eksikliginin zaten hassas
olan dengeyi apoptotik yolaga dogru cekmesine

neden olur. Dorsal kék gangliyondaki néron kaybi da
kismen de olsa bu sekilde agiklanabilir.

INK sinyal yolaginda bozuklugun, tek basina kalp
sorunlarini agiklamaya yettigi dustntlmektedir.
Hastalarin yarisinin bu nedenle kaybedildigi ve
%75'nin de anormal ekokardiogrami oldugu
unutulmamalidir. Hastalardan alinan fibroblastlarda
kaspaz-9'un yiksek aktivasyonu séz konusudur. JNK,
strese bagli olarak, sitokrom-c'nin mitokondriden
cikisini saglar; sitokrom-c de kaspaz-9'u tetikler. JNK
aktivitesinin  frataksini asiri  sentezleyen fare
modellerinde dismesi, ve frataksinden yoksun olan
hicrelerde de artmasi, frataksinin, JNK Uzerinde
dogrudan bir etkisi oldugunun géstergesidir.

1.2.7 Friedreich Ataksi'sinde Fare Modelleri
Michel Koenig'in laboratuvarinda yapilan arastirmalar
FA icin fare modelleri gelistirmeyi saglamistir.“” Fare
embriyolarinda, frataksin ekspresyonu,
néroepiteliumda 10.5. embriyonik glinde (E10.5)
baslar, en ylksek seviyesine E14.5'te erisir ve
dogumdan sonraki donemde bu dizeyi korur.
Homolog rekombinasyon, asemptomatik heterozigot
fareler ve letal homozigotlar Gretir. Son modelde,
FRDA geni inaktivasyonunun, demir birikimi
olmaksizin, E7'de erken embriyonik &limle
sonuclandigi gortlmastar; yani hicre 8lima demir
birikimden bagimsizdir ve frataksin embriyonik
gelisimde cok bulytk &nem tasimaktadir. Ayrica,
insandaki FA fenotipinin de, letal olan frataksin
yoklugundan degil, daha hafif bir fenotipe neden
olan frataksin eksikliginden meydana geldigi
gosterilmistir.“”

Bu laboratuvar sonralari, bakteriofaj P1'in Cre-lox
sistemini kullanarak, iki kondisyonel "knock-out" fare
modeli Gretmistir. Cre rekombinasyona neden olan
bir rekombinazdir (Causes Recombination), ve ayni
yonde olan iki lox dizisi arasinda rekombinasyonu
saglar, dolayisiyla aradaki dizi kesilir. Gen hedefleme
sayesinde, lox dizileri istenilen gene yerlestirilip "site-
directed" rekombinasyon saglanabilir (Resim 1.10).

Tirk Néroloji Dergisi 2005 Cilt:11 Sayi:6

557



Hedef
DNA

L )
P
l

Hedef
DNA

o

*

fox P

bélgeleri

Resim 1.10. Cre-lox rekombinasyonu: A: Sari ovaller ile
gosterilmis bir ¢ift lox P bélgesi morla cizilmis ve delesyona
ugrayacak hedef DNA'nin her iki tarafindadir. B: Cre enzimi hedef
DNA'y kestikten sonra, sadece bir lox bélgesi kalir, ve kalan iki
DNA parcas! kirpilir.*"

Frataksinin, bu yontemle, 6zgun olarak, ya iskelet ve
kalp kasinda, ya da noéronal dokularda sentezi
durdurulmustur. Bunun icin, sirasiyla, Muscle
Creatine Kinase promotoriine baglh olarak Cre Ureten
fareler (MCK mutantlar), ya da Neuron Specific
Enolase  promotéri  olan  (NSE  mutantlarn)
kullanilmustir.

iki model de hayatta kalabilme 6zellidine sahiptir, ve
ana duyusal néronlarin kaybi, kalp hipertrofisi,
solunum zincir kompleksleri | ve lll'te ve akonitazda
bozulma gibi FA'nin bazi klinik ve patolojik
ozelliklerini gdsterirler. Bu modellerden elde edilen en
dnemli bulgu Fe-S enzimlerindeki bozulmanin demir
birikiminden ®nce gerceklestigidir. Bu da, bir kez
daha demir birikiminin FA'nin sebebi degil de sonucu
oldugunu gostermektedir. SOD enzim ddzeyinin, bu
modellerde, cok distk oldugu da gézlenmistir.

2004 vyilinda yine Koenig ve ark.””, tamoksifen ile
indiiklenmis rekombinazi fare prion proteini promotdri
kontrolti altinda kullanarak, noérona 6zel iki
kondisiyonel "knock-out" fare modeli Gretmistir. Iki tar
de bu yapiy sinir sisteminde eksprese ederler,
aralarindaki fark Br mutant (Br: brain) farelerin yapiy:
tim sinir sisteminde, Cb mutantlarinin (Cb: cerebellum)
ise sadece hipokampus ve beyincikte eksprese
etmeleridir. Bu fareler, FA'nin en belirgin ézelliklerini
gosterirler: yavas ilerleyen serebellar ve duyusal ataksi,
propriosepsiyonun kademeli kaybi ve motor islevlerinin
korunmasi. Cb tipi fareler Br'ye oranla daha agir
nérolojik bulgular gosterir; 6rnegin, ylrime yetenegini
bir yasinda kaybeder. Daha da &nemlisi, bu calisma,
dorsal kék gangliyon néronlarinda beliren dejeneratif
mekanizmanin apoptotik degil, otofajik olduguna isaret
etmektedir; hasara ugramis sitozolik proteinler ve
organeller ortamdan cekilirler. Bu mekanizma, FA
hastalarinda, hem dorsal koék gangliyon néronlarinda,
hem de kardiyomiyositlerde gortldugu icin, frataksin
eksikliginin bir sonucu oldugu dustnulmektedir.

Son olarak, yukaridaki dort mutant farede, frataksin
eksikligi, hasara ugramis mitokondri birikimiyle
sonsuclanir. Dolayisiyla, Friedreich Ataksi'si genomik
DNA'daki bir mutasyonun neden oldugu mitokondriyal
bir hastalik olarak tanimlanabilir. Ayrica, bu
kondisiyonel mutant farelerin FA hastalaryla fenotip
benzerligi gdstermesi, bu hayvanlar Gzerinde terapiye
yonelik yeni molekdllerin  incelenmesine olanak
saglamaktadir.

2. FA'da Molekiiler Tani

2.1. Kullanilan Yontem: Long Range PCR [42]

Friedreich Ataksi'sinin molekuler tanisi, diger triplet
tekrari hastaliklarinda oldugu gibi, PCR Graninin
dogrudan %1.5'lik agaroz gelinde gdéruntilen-
mesinden olusur. Saglikli bireylerde, Tablo 2.1'de
verilen primerler kullanildiginda elde edilen PCR
Urtind 500 bp uzunlugunda tek DNA bandi olarak
gorilirken, heterozigot tasiyicida, bir normal alel
(500 bp), bir de uzamis alelden (= 1000bp) olusan iki
bant gorilir. GAA ekspansiyonu icin homozigot olan
FA hastalarinda ise 21000 bp'de tek bant goralur
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(Resim 2.1). Ekspansiyonun icerdigi GAA triplet
tekrarlarinin tani sayisi Southern blot analizi ile kesin
olarak tanimlanir; ama rutin tani icin Souhthern blot
yontemini kullanmak pahali ve komplike oldugu igin
genelde gerekmez.

Tablo 2.1. PCR'de Kullanilan Oligontikleotid Primer Cifti

Primer Adi Primer Dizisi

GAA-104F [42] F-5' GGCTTAAACTTCCCACACGTGTT

GAA-629R [42] R-5' AGGACCATCATGGCCACACTT

2.2.Uygulama- Ornekler

Aile 1
Soyagacinda, ikisi ikiz dort cocuklu bir aile gériltyor

N/N N/E E/E E/nm

21000 bp —

500 bp — =

Resim 2.1. Hipotetik bir FRDA geni ve olasi tani sonuclari
(N:Normal; E: Ekspansiyona ugramis; nm: nokta mutasyonu). N/N;
saglikli; N/E: FA tasiyicisi; E/E: FA homozigotu (hasta); E/nm: FA
bilesik heterozigotu (hasta). Hasta olan bireyin PCR sonucunda
tasiyici gibi gbzlkmesi, onun bir alelinde GAA ekspansiyonu,
diger alelinde de nokta mutasyonu tasididina isaret eder, cinki
uygulanan PCR yontemi sadece GAA ekspansiyonunu tanimlar.

(parantez icinde dogum yillari). Ebeveynler FA87 ve
FA88, taslyici, dort cocuklarinin hepsi, FRDA genine
6zgl GAA ekspansiyonu icin homozigottur (Resim
2.2).

a.
FA88 FA87
FA83 FA84 FA85 FA86
(1974) (1976) (1976) (1986)
b.
E alel
500bp N alel
FA87 FA86 FA84 net ctrl
FA8S FA83 FA85

Resim 2.2. a: Ailenin soyagac b: Agaroz geli sonuglari (neg ctrl: negatif kontrol).
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Aile 2: FA22 (indeks olgu) ise homozigottur. Ailenin bazi
Burada hem FA hem HbS (orak hucreli anemi) geni  bireyleri orak hucreli anemi tasiyicisidirlar (kirmizi)
tasiyan bir aile gériiyoruz. Aile agacindaki FA20, (Resim 2.3).

FA21 ve FA23, GAA ekspansiyonu igin heterozigot,

HbS
FRDA /

FA20

E alel
N alel
500 bp
Resim 2.3. a. Ailenin soyagaci b. Agaroz gel resmi (neg ctrl: negatif kontral).
2.3. Sonuclar Sonuclar, 38 bireyin GAA ekspansiyonu igin

Bogazici Universitesi, Molekuler Biyoloji ve Genetik homozigot, 46'sinin tagiyici oldugunu gosterdi; 66
Baliminde son iki yilda, 77 aileden 153 birey, GAA bireyde ise GAA tekrar sayisinin normal aralikta
triplet tekrari ekspansiyonu agisindan incelendi. oldugu saptandi (Resim 2.4 ve 2.5).
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Resim 2.4. Histogramda, calisma cercevesinde incelenen bireylerin sayisi ve dagiimi géraliiyor. FRDA+/+, GAA ekspansiyonu icin
homozigot bireyleri (FRDA hastalari), FRDA+/- heterozigotlari ve FRDA-/- saghkl bireyleri simgeliyor.

%30 FRDA+/+
B FRDA+/-
B FRDA-/-

Resim 2.5. Calisma cercevesinde incelenen toplumun dagilimi (FRDA+/+, GAA ekspansiyonu icin homozigot, FRDA+/- heterozigot,
ve FRDA-/- sadlikli bireylerdir).

3. Friedreich Ataksi'sinde Olasi Terapiler ve
Gelecekten Beklentiler

Friedreich Ataksi'nin, serbest radikallerin birikimi
hicre Uzerindeki olumsuz etkileri dolayisiyla
olustugunu kabul edersek, bunlarin antioksidanlar ile
ortamdan alinmasi (detoksifikasyon) faydali olabilir:

e Lipofilik bir antioksidan olan idebenon, genelde
inme sonucu olusan hasarlarda kullanilan bir
benzokinondur. Idebenon ayni zamanda kan
beyin bariyerini asmasi ile taninan bir
moleklddr. Idebenonun (5-10 mg/giin) lipid
peroksidasyonunu engelledigi, mitokondriyal
islevleri tetikledigi, ve kardiyak hipertrofide

e Koenzim Q10'un (400mg/glin) ve E vitamininin miyokardiyal enerji durumunu diizelttigi

hem nérolojik hem de ekokardiyografik
tetkiklerde iyilesme sagladigi gdzlemlenmistir. E
vitamini mitokondri zarlarinda serbest radikalleri
baglar ve ortamdan ceker .

gosterilmistir. Bir yil stiren, plasebo kontrolli
insan deneylerinde, ilacin énemli bir yan etkisinin
olmadig ve kardiyomiyopati tizerinde az da olsa
ilerleyici bir etkisi oldugu gésterilmistir. Bu da
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hasara ugramis mitokondrilerin kalp kasi
hiicrelerinde yenilenebildiginin bir gostergesidir.
Ancak, Idebenonun nérolojik tablo Gzerinde hig
bir iyilesme etkisi gdsterilememistir.* Bunun
nedeni oksidatif stresi azaltan ilaclarin, demiri
ortamdan cekemedigi icin, hastaligin seyri
tizerinde etkili olmadigidir. Dolayisiyla, hastahgin
norolojik bulgular tizerinde etkili olabilecek
baska ilaclara gereksinim vardir.

e Mitokinon selektif olarak mitokondriye
hedeflenmis bir antioksidandir. Mitokinon‘un FA
fibroblastlarinin élimund engellemekte,
Idebenon'dan 800 defa daha etkili oldugu
gosterilmistir. Mitokinon bu sebepten tmit vaat
eden bir molekil olma 6zelligini tasimaktadir ve
halen insan tzerinde denenmektedir.”

FA patolojisi mitokondrideki demir birikimiyle
iliskilendirildigi icin demir baghyicilar Friedreich
Ataksi'si tedavisinde etkili olabilirler. Ancak s6z
konusu molekdlin, mitokondriye yeterli miktarda
hedeflenmesi, secici olarak demire baglanmasi, ve
zarlardan kolayca gecebilmesi gerekmektedir.

Metal seciciliginin yetersizligi, Zn** gibi, fizyolojik olarak
onemli diger metallerin eksikligine yol acabilir; ayrica,
Fe” ve Fe* arasindaki redoks doénglyl bozarak serbest
radikal olusumunu tetikleyebilir. Onemli baska bir unsur
ise molekuliin secici ve geri dontstmli olarak sadece
mitokondrideki demiri baglayarak sitozole birakmasi
gerekliligidir. Bu sebeplerden dolayi, transfiizyona bagl
hemoglobinopatilerde kullanilan Desferioksamin FA'da
kullanilamaz.

Desferioksamin'in lipofilisitesi, molekiler agirhgr ve
iyonizasyonu lipidlerden olusan zarlan asmaya yeterli
degildir, dolayisiyla mitokondriye ulasmasina blyuk
engel olusturmaktadir. Ayrica, Desferioksamin demiri
geri dénistimstiz baglar. FA tedavisinde Desferioksamin
kullanimi agir ve genel demir yoklugu yaratacagindan
anemi FA fenotipini agirlastirabilir.

3.1 Friedreich Ataksi'ye Giincel Bakis

Friedreich ~ Ataksi'sine  neden olan GAA
ekspansiyonunun ilk agiklandigr 1996'dan beri, hastalik
patogenezinin anlagiimasinda  6nemli ilerlemeler
saglanmistir (Resim 3.1).

GAA triplet tekrar Uglii sarmal
ekspansiyonu yapilarin
(66-1700) ve "yapiskan"
DNA'larin olusumu

Frataksin
— |

transkripsiyonunda ve

| ekspresyonunda azalma

bKK barindiran

kompleksleri I, I,
Il ve akonitaz)

proteinlerin Uretiminde
> azalma (solunum zinciri

| Dustk DKK ‘

Hiicre ici enerji
tretiminde dusds

Mitokondriden gikan
bir ya da bir kac demir
yolaginda bozulma

:

Solunum zincirinde

Mitokondride demir
ROT olusumu

birikimi

| biyosentezi
Y Resim 3.1.
Frataksin FA'ya neden
ekspresyonundaki olabilecek
azalmadan dolay karmasik
Fe' 'nin mekanizmanin
depolanmasinda dusis sematik
gdruntust
(ROT: Reaktif
Oksijen

Tirevleri; DKK:
Demir Kuktrt
Kompleksleri).

‘ | Fenton kimyasina dayall |
' serbest radikal olusumu

1
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Frataksinin fizyolojik roltntin agiklanmasi icin varsayimlar éne srtilmektedir (Resim 3.2).

Demir _eg2,

Resim 3.2. Frataksinin mitokondrideki olasi islevleri:

(a) Frataksin, mitokondrideki demir transportundan sorumlu olabilir.

(b) Frataksin, mitokondrinin demir gereksinimini kontrol eder.

(c) Frataksin, demir-ktiktrt komplekslerinin birlesmesine yol acabilir.
(d) Frataksin, serbest radikallerden korunmada etkin bir rol tstlenebilir. (aco: akonitaz).

Friedreich Ataksi’si alaninda yapilan arastirmalar, son
on vyilda buyik ilerleme kaydetmistir, dolayisiyla
frataksin ekspresyonundaki eksikligi kompense
edecek daha yararll stratejilerin gelistirilmesi cok
muhtemeldir. Farelerde, normal frataksin Gretiminin
sadece %25-35 seviyesinde olmasinin FA fenotipi ile
sonuclanmasi ¢ok onemli bir bulgudur. Bu sonug
gostermektedir ki, FA hastalarinda, frataksin
diizeyinin bes-on kat artmasi tedaviye yeterli olabilir.
Hemin ve butirik asitin FRDA gen ekspresyonunu
arttirdiklart ~ bilinmektedir. Doku ve gelisme
6zglnligini saglayan FRDA gen ekspresyonu
regulatorlerinin, frataksin indukleyici molekallerin
bulunmasini saglayarak merkezi sinir sisteminde etkili
olmalari umulmaktadir,

Tesekkiir: Bogazici Universitesi Arastirma Fonu
(03B107), DPT ve Suna ve Inan Kira¢c Vakfi'na
calismaya katkilarindan dolay: tesekkdirii borc biliriz.
Esra Soydan'a taniardaki mikemmel yardimi icin
candan tesekk(ir ederiz.
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