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PoliQ Poliglutamin

RFLP Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi
RGDE Hizl1 Genomik DNA Izolasyonu
U Unite

UPS Ubikiitin-Proteozom Sistemi

uv Ultraviyole
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OZET

Huntington Hastaligi (HH) istemsiz hareketler, bilissel kayiplar ve duygusal
bozukluklar ile karakterize edilen, otozomal dominant kaliimli ndrolojik bir
hastaliktir. Hastaliga sebep olan mutasyon, IT-15 geninin 1. eksonundaki artmis
CAG tekrarlaridir. Hasta bireylerde baslangi¢ yasi, hastalik siireci ve semptomlar
farklilik gosterebilir. CAG tekrarlarinin uzunlugu HH’nin baglangi¢ yasinin
belirlenmesinde en dnemli faktordiir, fakat salt CAG sayisi ile baslangi¢ yasindaki
varyansin sadece %40-70’1 agiklanabilir. Baglangic yasini etkileyen bir¢ok genetik
ve ¢evresel faktorler ileri siiriilmiistir. Cok sayida arastirma NMDA glutamat
reseptorlerinin (NMDAR) HH’nda norodejenerasyona katkida bulundugunu ortaya
koymustur. Bu reseptorler kalsiyum akisini saglarlar ve asir1 aktive olduklarinda
proteazlari, lipazlari ve DNazlar1 aktive ederek ndronal hiicre oOliimiine yol

acabilirler. Apoptoz da HH’nda goriilen olasi hiicre 6limii mekanizmalarindandir.
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TP53 R72’nin apoptozu hiicre kiiltiiri modellerinde arttirdigi bulunmustur. Bu
yiizden NMDA reseptorleri ve TP53 genleri HH’nda baglangi¢ yasini etkileyebilecek

onemli adaylardir.

Bu c¢alismada IT-15 CAG tekrarlarinin, NMDAR genlerindeki NR1 rs 6293,
NR2A 151969060, NR2B rs1806201, rs1042339, rs890 ve TP53 genindeki R72P
polimorfizmlerinin Tirk Huntington hastalarinda baslangic yasina etkisinin
aragtirtlmasi hedeflenmistir. Tiirk Huntington hastalariyla ilk defa gergeklestirilen bu
calismada CAG tekrar sayisinin baslangi¢ yasina etkisi % 41.8 olarak belirlenmistir.
Diger taraftan rs6293, rs1969060, rs1806201, rs1042339, rs890 polimorfizmlerinin
baslangic yasina modifiye edici bir etkilerinin olmadigi bulunmustur. TP53 R72P
varyasyonunun ise baslangi¢ yasina dnemli etkisinin oldugu gosterilmis ve baslangi¢
yasini belirlemedeki katkis1 9%2.9 olarak belirlenmistir. Bu polimorfizm, baslangic
yasinda gozlemlenen ve CAG tekrar sayist disinda agiklanamayan varyansin %

4.98’1ni aciklayabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Huntington Hastalig1, baslangic yasi, NMDA reseptorii, TP53,

polimorfizm
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SUMMARY

Huntington’s disease (HD) is an autosomal dominantly transmitted
neurological disorder characterized by involuntary movements, cognitive impairment
and emotional disturbances. The underlying mutation is the expansion of the CAG
repeats in the exon 1 of the IT-15 gene. The patients may differ in their age of onset
(AO), disease duration and symptoms. The length of the CAG repeats is the most
important factor in determining the AO of HD; however, only about 40-70% of the
variance in AO is explained by the CAG repeats alone. Evidence has been provided
for genetic modifiers as well as for environmental factors affecting AO. Numerous
studies have suggested that the NMDA glutamate receptors (NMDAR) might
contribute to neurodegeneration in HD. These receptors permit influx of calcium, and
when over-activated, can lead to neuronal death by activating proteases, lipases, and
DNAses. Also, apoptosis is one of the possible mechanisms for neuronal cell death in
HD. It has been shown that TP53 R72 increased apoptosis in cell culture models.
Thus, the polymorphisms in NMDAR and TP53 genes are the likely candidates
affecting AO in HD.

We aimed to investigate the effects of IT-15 CAG repeats, NR1 rs 6293, NR2A
rs1969060, NR2B rs1806201, rs1042339, rs890 and TP53 R72P on AO in Turkish
HD patients. In this very first study with Turkish HD patients, contribution of the
CAG repeat length on AO was found to be 41.8%. On the other hand, rs6293,
r$s1969060, rs1806201, rs1042339, rs890 polymorphisms were shown not to have a
modifier effect AO in HD. We obtained a significant influence of the TP53 R72P
variation, and the contribution of this polymorphism to the variation in AO was
found to be 2.9%. This polymorphism can explain 4.98% of the the remaining

variation in AO.

Key words: Huntington’s Disease, age of onset, NMDA receptor, TP53,
polymorphism



1. GIRIS

1.1. Huntington Hastaligr’nin Tarihgesi

Huntington Hastali§i (HH) beyinde striyatal néron kayiplarma bagli olarak
goriilen koreik hareketler, biligsel kayiplar ve psikolojik bozukluklarla ortaya ¢ikan,
otozomal dominant kalitimli nérolojik bir hastaliktir (Gusella ve MacDonald, 1995).
Huntington Hastalig1 ilk kez Amerikali hekim George Huntington tarafindan 1872
yilinda “On Chorea” isimli makalesinde tanimlanmistir. Bu makalede hastaligin
kalitsal dogasi, yetigkinlik doneminde ortaya ¢ikmasi ve kisilerin akil hastaligina ve
intihara yatkinliklar1 gibi 6nemli 6zellikleri belirtilmis ve bdylece hastalik kore ile
belirgin olan diger hareket bozukluklarindan ayrilmistir (Huntington, 1872). Dr.
George Huntington bu hastaliga Kalitsal Kore adini vermis olmasmna ragmen,
hastalik daha sonra kendi adiyla anilmigtir. Hastaligin tanimlanmasindan yaklagsik
100 y1l sonra, 1983 yilinda, ilgili genin (IT-15) 4. kromozomun kisa kolunda lokalize
oldugu belirlenmistir. IT-15 geni pozisyonel klonlama yontemi ile klonlanan ilk
dominant gecisli gendir. (Gusella vd., 1983). IT-15 geninin tanimlanmasi,
klonlanmas1 ve karakterizasyonu 1993 yilinda gergeklestirilmis ve hastaliga sebep
olan mutasyonun bu gendeki CAG baz tekrarlarinin normalden daha fazla sayida
olmasi oldugu agiklanmistir (Huntington's Disease Collaborative Research Group,
1993). Giiniimiize kadar Huntington Hastaligi’na yol acan molekiiler mekanizmalar,
baslangic yasi, gen penetransi ve huntingtin proteini ile ilgili bir ¢ok ¢aligma
gerceklestirilmistir. Hastaligin anlagilmasinda 6nemli gelismeler olmasina ragmen,
patolojik mekanizmasi tam olarak agiklanamamis ve heniiz etkin bir tedavi yontemi

gelistirilememistir.



1.2.Huntington Hastaligr’nin Epidemiyolojisi

Huntington Hastaligi ¢esitli cografik bolgelerde ve g¢esitli  etnik
popiilasyonlarda gozlenir. Genel Avrupa popiilasyonunda goriilme siklig1 sabit ve 1/
10 000°dir (Morrison vd., 1995). Giiney Avrupa’da ve Dogu Ingiltere’de géreceli
olarak yiiksek prevalans (4-8/100 000) gozlemlenmektedir (Caro, 1977). Japon, Cin
ve Fin popiilasyonlarinda goriilme orani ise daha diisiiktiir (1/100 000). Amerikan
siyahi popililasyonu ve Afrika popiilasyonlar1 da benzer olarak diisiik prevalans

gosterirler (Harper 1992, Walker 2007).

Popiilasyonlarda en sik rastlanan aleller 15-20 CAG tekrarina sahiptir
(Rubinsztein vd., 1996). Bat1 Avrupa popiilasyonlarindaki tekrar dagilimi daha uzun
alellere dogru kayma gdstermistir. Bunun aksine, Afrika ve Asyalilarda uzun aleller
daha nadir goriiliir (Watkins vd., 1995). Bu durum, artmis CAG tekrarli alellerin
uzun-normal alellerden tiliredigini ortaya koymaktadir ve bu sebeple genin Bati
Avrupa orijinine sahip oldugu diisliniilmektedir (Squitieri vd., 1994). Yeni
mutasyonlarin goriilmesi ise oldukc¢a nadirdir (Myers, 1993). Hastaligin goriilme

sikliginda herhangi bir cinsiyet egilimi belirtilmemistir.

1.3. Huntington Hastahgr’min Klinik Ozellikleri

Huntington hastalarinda klinik belirtiler ve belirtilerin ortaya c¢iktigi yas
oldukca farklilik gosterir (James vd., 1994). Erken klinik belirtilerin ¢ok c¢esitli
olmas1 ve bazen de atipik baglangici olmasindan dolayr Huntington Hastaligi’nin
klinik tanis1 ozellikle erken asamalarinda zordur (Squitieri vd., 2000). ilk klinik
belirtilerin 30-40’l1 yaslarda goriilmesi sebebiyle HH gec baslangicli bir hastalik
olarak tanimlanir. Hastalik, baslangi¢ yasindan sonra 15-20 yil kadar devam eder ve
hastanin kaybiyla sonlanir. En sik goriilen 6liim nedeni koreik hareketler sonucu
gelisen halsizligi takiben goriilen kardiyovaskiiler rahatsizliklar ve pnomonidir.
Yemek yerken bogulma ve intihar da siklikla goriilen 6liim nedenleri arasinda

sayilabilir (Sorensen vd., 1992; Warby vd., 2007).



Huntington Hastalig1 aleli tasiyan risk altindaki bireyler hastaligin
baslangicindan 6nce belirlenebilir klinik 6zellikler gdstermezler. Presemptomatik
olarak adlandirilan bu evrede motor ve kavrama yeteneklerinde ve kisilikte goze
carpmayan degisiklikler oldugu da ileri siiriilmiistiir. Huntington Hastalig1 belirtileri
hastalar arasinda degisiklik gostermekle birlikte (Myers, 2004; Walker, 2007) temel
ozellikler hareket bozuklugu, bilissel bozukluklar ve davranmis degisiklikleri olmak

lizere ii¢ ana grupta toplanabilir.

Istemsiz, sigramalar seklinde diizensiz, kore tarzindaki hareketlerden meydana
gelen ve kore adi verilen hareket bozuklugu, hastaligin ana isaretidir. Bunun yani sira
parkinsonizm, ataksi ve distoni gibi baslangi¢c semptomlar1 da gézlenebilir (Emre vd.,
2003; Revilla ve Grutzendler, 2008; Squitieri vd., 2000; Warby vd., 2007;;). Bilissel
bozukluklar da HH’nin karakteristik ozellikleri arasinda yer alir fakat progresyon
hastalar arasinda farkli derecelerde olabilir. Demans ve psikiyatrik bozukluklar da
fonksiyonel bozuklugun erken ve onemli belirtecleridir. Kavramanin yavaslamasi,
entelektiiel fonksiyonlarin azalmasi ve hafiza problemleri hastaligin daha ileri
asamalarinda gozlenir (Revilla ve Grutzendler, 2008, Warby vd., 2007;). Psikiyatrik
semptomlar arasinda depresyon daha sik gozlenirken, hastalarin az bir kismi bipolar
bozuklugun karakteristik bir 6zelligi olan episodik ndbetler gecirirler. Huntington
hastalarinda ayrica psikoz, obsesif-kompiilsif semptomlar, uyku bozukluklar1 ve
kisilik degisimleri gozlenir. Presemptomatik ve semptomatik bireylerde depresyon
goriilme orani normal popiilasyondan iki kat fazladir (Marshall vd, 2007; Paulsen
vd., 2005); intihar ve intihar fikri hasta bireylerde yaygindir (Almqvist vd., 1999;
Larsson vd., 20006).

Juvenil HH ise hastalifin 21 yasindan once goriilen tipidir ve tiim vakalarin
%35-10"unu olusturur (Nance ve Myers, 2001; Gonzalez-Alegre vd., 2006). Juvenil
HH siklikla paternal kalittim ve ¢ok sayida CAG tekrariyla (60 ve daha fazla)
iligkilidir (Telenius vd., 1993). Bu durumda daha az koreik hareketler goriiliirken,
daha progresif rijitide, distoni ve nobetlere rastlanir. Eriskin hastalarda oldugu gibi
motor, biligsel ve psikiyatrik bozukluklar juvenil hastalarda da goriiliir, ancak

hastaligin seyri daha hizhdir.



1.4. Huntington Hastaligi’nin Genetigi

1.4.1. IT-15 Geni

IT-15 geni 180 kb biiyiikliigiinde, uzunluklar1 48-341 bg arasinda degisen
(ortalama 138 bg) 67 eksondan meydana gelen bir gendir (Ambrose vd., 1994).
Genin 10.3 kb ve 13,7 kb biiyiikliiklerinde, farkli poliadenilasyondan kaynaklanan iki
alternatif transkripti vardir. Bu transkriptler ¢esitli fatal ve erigskin dokularda degisen
oranlarda ifade edilir (Lin vd., 1993). 567 b¢’den olusan 1. eksonda ATG start
kodonundan 17 kodon sonra polimorfik bir CAG tekrar blogu bulunmaktadir
(Huntington's Disease Collaborative Research Group, 1993). CAG tekrarlarinin
sayisindaki normalden fazla artts HH’na yol agar. Bu bolgeden sonra daha az
polimorfik olan ve prolin kodlayan CCG tekrarlar1 (7-12 tekrar) bulunmaktadir
(Andrew vd., 1993). 58. eksonda kodon-kaybi polimorfizmi (A2642 GAG) de nadir
olarak goriilmektedir. Bu kayip i¢in homozigot olan normal bireyler bulundugundan,
bu polimorfizmin hastalikla iligkili oldugu diisiiniilmemektedir. (MacDonald vd.,

1992, Vuillaume vd., 1998).

Huntingtin geni transkripti ¢ok sayida omurgali ve omurgasiz tiirlerde
karakterize edilmistir, maya ve diisiik okaryotlarda bulunmamaktadir. insan IT-15
geni tiirler arasinda yiliksek derecede korunmustur. Fare (Barnes vd., 1994), sican
(Schmitt vd., 1995), kirpi balig1 (Baxendale vd., 1995), zebra balig1 (Karlovich vd.,
1998) ve domuzda (Matsuyama vd., 2000) %80-95 homoloji gdstermektedir. D.

melonogaster’de bulunan huntingtin ise daha az korunmustur (Li vd., 1999).

1.4.2. Kalitim ve Mutasyon

Huntington Hastaligi otozomal dominant sekilde ve tam penetransla kalitilir
(Myers, 2004). Etkilenmis bireylerin artmig geni c¢ocuklarina aktarma ihtimali
%350°dir. Etkilenmis homozigotlar klinik olarak heterozigotlarla ayni 6zellikleri
gosterdiginden dolayr HH kalitimda gergek dominant patterni gosterir (Gusella ve

MacDonald, 2006). Huntington Hastaligi’na sebep olan mutasyon, IT-15 geninin 1.



eksonunda bulunan ve ileri derecede polimorfik olan CAG tekrarlarinin sayisindaki

artigtir.

Normal kromozomlar 6-35 CAG tekrar1 igerir ve saglikli bireylerde CAG
tekrar sayisi ortalama olarak 18-19’dur. Hastalik kromozomlar ise 36-250 CAG
tekrar1 tagir (Huntington's Disease Collaborative Research Group, 1993). Normal
aleller stabildir ve bdylece Mendel kalitimi ile iletilirken CAG tekrar sayilar1 sabit
olarak kalir. 26 ve daha az sayida tekrara sahip bu aleller hastalikla iligkili degildir ve
sayica artig gostererek hastalik meydana getirmezler (ACMG/ASHG Statement
1998; Duyao vd., 1993).

27-35 tekrar tasiyan bireylerde HH goriilmez, fakat bu aralikta tekrara sahip
aleller mayotik instabilite gosterdiklerinden bir sonraki jenerasyonda artisa ugrayip
hastaliga sebep olabilirler. Bu aleller dinamik mutasyonla bir sonraki jenerasyonda
hastalik  aleline  doniigebildiklerinden intermedya alel adim1 almislardir
(ACMG/ASHG Statement, 1998; Rubinstein vd., 1996; Telenius vd., 1995). Bu
instabilitenin replikasyon, rekombinasyon ve tamir fonksiyonlarindaki hatalardan
kaynaklandig: ileri siiriilmektedir (Goldberg vd., 1995; MacDonald vd., 1993;
Telenius vd., 1993; 1994; 1995;). Transmisyon sirasinda aleli aktaran ebeveynin
cinsiyeti de tekrar sayisi degisiklikleri {lizerinde etkilidir. Alel anne tarafindan
aktarildiginda tekrar sayist ortalama olarak ayni kalma egiliminde, fakat baba
tarafindan aktarildiginda uzama egilimindedir (Myers, 1983). Biiylik ekspansiyonlar
(>7 CAG tekrar1 artis1) neredeyse tamamen paternal transmisyonla gerceklesir.
Juvenil baslangicli HH’na sahip olan bireyler ekspanse olmus aleli genellikle

babalarindan, nadiren annelerinden alirlar (Nahhas vd., 2005).

36-39 tekrar aras1 ise HH riskiyle belirli olgiilerde iliskilendirilmistir Bu
aralikta penetrans tam degildir ve tekrar sayisi arttikca penetrans da artar (McNeil
vd., 1997; Rubinstein vd., 1996; Quarrell vd., 2007). 40 ve daha fazla CAG tekrarina
sahip bireyler kesinlikle HH patolojisi gelistirirler (Huntington's Disease
Collaborative Research Group, 1993). Huntington Hastalig1 direkt molekiiler tanisi
miimkiin olan ilk ge¢ baslangi¢h hastaliktir. Direkt mutasyon analizinde IT-15
genindeki CAG tekrar bolgesi PCR ile amplifiye edilir ve iirlinlerin boyu



elektroforezle belirlenir. CAG tekrarlarinin kesin sayist fragment analizi veya
Southern blotlama yontemleri ile belirlenir (ACMG/ASHG statement, 1998; Ersoy,
2007; Margolis ve Ross, 2003).

1.4.3. Hastalk Baslangi¢c Yasi

CAG tekrar sayis1 ile baslangi¢c yast arasinda gii¢lii bir negatif iliski vardir.
CAG uzunlugu arttikca semptomlar daha erken yaslarda baslar ve en fazla tekrar
sayilarina juvenil Huntington hastalarinda rastlanir. Baglangi¢c yasinin daha erken
olmasi ile birlikte daha agir seyreden hastalik fenomenine antisipasyon adi verilir
(Ranen vd., 1995). Hastalik baglangic yasi ile tekrar sayisi arasindaki negatif iliski,
yiiksek tekrar sayilari i¢in daha giiclii ve daha diisiik tekrar sayilari i¢in daha zayiftir.
Bu durum da CAG tekrar uzunlugunun juvenil baslangicta ana belirleyici olmasina
ragmen, ge¢ baslangicli Huntington hastalarinda CAG tekrar uzunlugundan baska
faktorlerin de baslangi¢c yasini etkileyebilecegine isaret etmektedir (Nance, 1996).
Bunun yani sira, CAG tekrar sayisi ile hastalik siiresi arasinda bir iligski yoktur. Bu da
semptomlarin baglangicindan 6liime kadar igleyen mekanizmalardan ziyade, HH
patogenezini baglatan mekanizmalarin CAG tekrar sayismma baghh oldugunu

diistindiirmiistiir (Gusella ve MacDonald, 2006).

1.4.3.1. Cevresel Faktorlerin Hastalik Baslangic Yasina Etkisi

Artmis CAG tekrarlarinin baglangic yasina etkisi agiktir, fakat ara degerler igin
tahmin edici degeri diisiiktiir. Bu yiizden cevresel faktorler, cinsiyet veya diger
etkilesen genlerin de baslangic yasimi ve hastalik siirecini degistirebilecegi ileri
siiriilmiistiir. Ornegin Venezuella soyu i¢in tahmin edilen diger genetik faktorleri ve
paylasilan ve paylasilmayan c¢evreyi de goz Oniinde bulundurarak olusturulan
modelde baglangic yasindaki CAG tekrarlarindan kalan varyansin %60’ 1nin gevresel
oldugu belirlenmistir (Wexler, 2004). Transgenik fare modellerinden gelen kanitlar
da bu hipotezi desteklemektedir. Transgenik R6/1 ve R6/2 HH farelerinin ¢evresel

ortamlarinin zenginlestirilmesi motor semptomlarinin baslangicinin ve serebral



hacim kaybinin gecikmesine neden olmustur (Hockley vd., 2002; van Dellen vd.,
2000;). Disakkarit yapisinda olan trehaloz maddesinin koruyucu rolii de cevresel
faktorlerin baglangic yasi lizerinde etkileri oldugu hipotezini desteklemektedir
(Metzger vd., 2006). Kanabinoidler de ¢esitli calismalarda koruyucu etki
gostermislerdir (Aiken vd., 2004; Sagredo vd., 2007). Cevresel zenginlestirmenin
sinaptik plastisiteyi etkiledigi ve spesifik genlerin transkripsiyonunu arttirdigi,
boylece norogenezi etkiledigi diisiiniilmektedir. Cevresel stimiilasyon tabanli terapi
uygulanan Huntington hastalarinda fiziksel, mental ve sosyal fonksiyonlarin arttigi
goriilmistiir. Boylece gen-cevre etkilesimleri ile iliskili terapotik uygulamalarin

gelistirilebilecegi ortaya koyulmustur (Coppede vd., 2006).

1.4.3.2. Ebeveynin Cinsiyetinin Baslangi¢c Yasima Etkisi

Nesiller arasi transmisyon sirasinda mutant aleli aktaran ebeveynin cinsiyeti,
tekrar sayis1 degisiklikleri lizerinde etkilidir; bu ylizden HH’nda baslangi¢ yasini da
etkileyebilecegi  diisiiniilmektedir. ~ Ornegin  aktarim  anne tarafindan
gerceklestirildiginde tekrar sayisi ortalama olarak ayni kalmakta, fakat alel baba
tarafindan aktarildiginda tekrar sayisinda siklikla artig goriillmekte ve dolayisiyla
baslangic yas1 babaya gore daha erken olmaktadir (Ridley vd., 1988; Went vd.,
1984). Genelde baba-gocuk ¢iftlerinin %69’u, anne-¢ocuk ¢iftlerinin de %32’si CAG
tekrar ekspansiyonlar1 gdstermistir. Maternal transmisyonlarin %2’sinden azi bes
tekrardan fazlasini aktarirken, paternal transmisyonlarin %21°1 yediden fazla tekrar
artist gostermistir (Kremer vd., 1995). Bir calismada baslangi¢ yasinin anne
tarafindan aktarilan, ayni patolojik uzunluga sahip tekrarmn, baba tarafindan
aktarilmas1 durumundan iki yil ge¢ oldugu bulunmus, fakat normal alelin herhangi

bir 6nemli etkisi gériilmemistir (Duyao vd., 1993).

1.4.3.3. Gen Polimorfizmlerinin Hastalik Baslangi¢c Yasina Etkisi

Bir ¢ok calismada HH’ nin baslangi¢ yasini etkileyebilecek olasi genlerde ¢ok

sayida polimorfizm tanimlanmistir. Bu genlerdeki polimorfizmlerin saglikli



bireylerde bir etki gostermezken, hasta bireylerde hastalik seyrini etkiliyor
olabilecegi diistiniilmektedir (Metzger vd., 2006). Baslangic yasin1 etkileyen
faktorleri belirleyebilmek i¢in genom taramalar1 yapilmig veya hastaligin
patogenezinde rol aldig: diisliniilen genlerin analizleri yapilmistir. Baglanti analizleri
vasitas1 ile hastalik baslangi¢ yasiyla iliskilendirilebilecek ¢esitli kromozomal
bolgeler tanimlamig ve kromozom 4pl6, 6q22, 5p14 ve 5q32 lokuslarmnin iligkili
olabilecegi belirlenmistir (Gaya'n vd., 2008). 629 kiside yapilan tiim genom
taramasinda ise LOD skoru 1,5’tan biiylik olan alt1 bélge (2933, 4pl6, 5q31-32,
6p22, 6q23-24, 18q22) tanimlanmistir (Li vd., 2003). Bu bulgular1 onaylamak i¢in
yapilan diger bir calismada ise 6q23-24 ve 18922 lokuslar1 i¢in kanit bulunurken,
2q33, 4pl6, 5q31-32 ve 6p22.3 i¢in kanit bulunamamustir (Li vd, 2006).

1.4.3.4. IT-15 Genindeki Polimorfizmlerin Baslangi¢c Yasina Etkisi

Genom taramalar1 HH’nin baslangic yasiyla baglantili en yiiksek LOD
skorlardan birini 4p16°da gosterdiginden dolay1 IT-15 geninin CAG tekrar bolgesi
haricindeki bdlgelerinin de baslangic yasina etkisi olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Omegin Huntington hastalar1 D4S10 lokusundaki ¢esitli polimorfizmler igin
genotiplenmis ve benzer baslangi¢ yasina sahip kardeslerin normal ebeveynden ayni

D4S10 alelini aldig1 gézlenmistir (Farrer vd., 1993).

Huntington Hastaligi’'nda normal alelin uzunlugunun etkisi ¢esitli caligmalarla
arastirllmistir (Andrew et al. 1993; Duyao vd., 1993; Rubinsztein vd., 1996; Snell
vd., 1993;). Normal alelin uzunlugunun baglangi¢ yasi iizerine etkisi Galler
poplilasyonunda anne tarafindan kalitim durumunda (normal alelin babadan geldigi)
rapor edilmigtir (Snell vd., 1993). Bu bulgular1 onaylayan baska g¢alismalar da
bulunmaktadir. (Kehoe vd., 1999). Patolojik tekrar uzunlugunun normal tekrar
uzunluguna orani, normal tekrar uzunlugunun oldugu gibi baslangi¢ yas1 i¢cin dnemli
olabilir. Huntingtin proteini diger gesitli proteinlerle poliglutamin uzunluguna baglh
olarak etkilesir ve daha uzun tekrarli huntingtin bazi proteinlere daha gii¢lii baglanir
(Li vd., 1995). Eger hastalik fenotipi HH’nda daha yiiksek baglanma afinitesinden

ortaya c¢ikiyorsa daha uzun normal poliglutamin blogu (daha kiiciik



normal/ekspansiyon orani) ekspanse olmus proteinle daha iyi yarisabilir ve bdylece
daha az anormal etkilesime neden olup, baslangic yasin1 geciktirebilir (Kehoe vd.,

1999).

IT-15 genindeki polimorfik CCG tekrarlari, CAG tekrarina komsu bir prolin
tekrar bolgesi kodlar ve huntingtinin diger proteinlerle etkilesiminde rolii olabilecegi
diistiniilmistiir. Chattopadhyay ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada CCG tekrar
polimorfizminin de baslangic yasina kiigiik fakat istatistiksel olarak 6nemli bir etki
gosterdigi bulunmustur. (Chattopadhyay vd., 2003). CCG polimorfizminin c¢esitli
klinik 6zellikler tizerine etkisini degerlendirmek amaciyla yapilan bir ¢alismada bu
polimorfizmin semptomlarin dogasini degistirmedigi fakat baslangi¢ yasini etkiledigi
goriilmiistiir (Vuillaume vd., 1998). Farkli bir ¢calismada 176 bp haricindeki CCG-
zengin aleller Huntington hastalarinda daha az bulunmus fakat bu alellerin baslangi¢
yasina etkisi ise belirlenmemistir (Novelletto vd., 1994). Bu korelasyon Venezuella
orneklerinde de tekrar edilememistir (Wexler vd., 2004). (CCG); homozigotlar1 daha
yilksek baglangic yasi gOstermesine ragmen bu bulgu istatistiksel Oneme

ulasamamistir (Andresen vd., 2006).

HH geninde A2642 polimorfizminin iki aleli vardir (Ambrose vd., 1994).
Insersiyon aleli 2642. kodonda basinda dért glutamin kodlar, delesyon aleli ise 3
glutamin kodlar. Delesyon aleli normal kromozomlarin %7’sinde bulunurken, hasta
kromozomlarinda %38 oraninda bulunur. Bdylece A2642 polimorfizmi igin
heterozigot olan Huntington hastalarinin %89’u delesyonu hasta kromozomda
tasimaktadir. Bu nedenle baglangic yasi icin bir aday polimorfizm olarak
arastirilabilir (Rubinsztein vd., 1997). IT-15 geninde A2642 glutamik asit
polimorfizmlerinin gesitli klinik 6zellik iizerine etkisini degerlendirmek amaciyla
yapilan bir ¢alismada polimorfizmin semptomlarin dogasini degistirmedigi, fakat
baslangi¢ yasini etkiledikleri goriilmiistiir (Vuillaume vd., 1998). Diger bir ¢alismada
ise A2642 ile baslangi¢ yast arasinda bir iliski bulunmamistir (Djouss@ vd., 2004).
Bir replikasyon ¢aligmasinda da A2642 polimorfizmi baslangic yasina ek bir katki
gostermemistir, heterozigotlarla homozigot bireyler arasinda baslangic yas1 farkl

bulunmamuistir (Andresen vd., 2006).
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1.4.3.5. Hastalik Baslangi¢ Yasini Etkileyen Diger Polimorfizmler

Cesitli caligmalarda HH’ nin baglangic yasinm etkileyebilecek bir¢ok aday gen
ortaya koyulmus ve bu genlerde bir¢ok polimorfizm tanimlanmistir. Huntington
Hastalig1 ile iligkili olabilecek genetik polimorfizmler ve alinan sonuglar Tablo

1.1.’de 6zetlenmistir.

1.4.3.5.1. NMDAR Alt Unitelerinde Goriilen Polimorfizmler

Huntington Hastaligi’'nda beyindeki ndronlar, 6zellikle de orta boy dikensi
striatal noronlar (MSN) dejenerasyon prosesine hassastir. Noronal 6liim, neokorteks
ve lateral hipotalamus dahil olmak {izere beynin ¢esitli bolgelerinde GABA-erjik orta
boy dikensi projeksiyon noronlarmin dramatik kaybi ile goriiliir. Bu nodronlar
korteksten glutamaterjik ve substantia nigradan dopaminerjik giris alirlar. Huntington
Hastaligi’nda bu néronlarin kaybini agiklamak tizere kortikal aferentlerden glutamat
salimimi1 ve glutamat reseptorlerinin aktivasyonu araciligiyla eksitotoksik hiicre
Olimii One siiriilmistiir (Schwarcz vd., 1976). Cesitli arastirmalar glutamat
reseptorlerinin  NMDA alt kiimesinin HH’nda noérodejenerasyona katkida
bulundugunu ileri siirmistiir. Bu reseptorler kalsiyum akigina izin verir ve
gereginden fazla aktive olduklarinda protezlari, lipazlar1 ve DNazlar1 aktive ederek

ndronal 6liime yol agabilirler.

NMDA reseptorii (NMDAR) kodlayan genlerin multimerik komplekslerinin
HH baslangic yasim1 modiile edebilecek adaylar olup olmadigi arastirilmistir
(Andresen vd., 2006; Arning vd., 2005a; Arning vd., 2007;). NRI1 alt iinitesini
kodlayan GRIN1 genindeki rs6293 polimorfizmi (789 A/G), NR2A alt iinitesini
kodlayan GRIN2A genindeki rs1969060 (1430216 C/T) ve GRIN2A
promotorundaki (GT), tekrari, NR2B alt iinitesini kodlayan GRIN2B geninde
rs1806201 (C2664T), rs1042339 (3501G/A), rs890 (5072 T/G), NR2C altiinitesini
kodlayan GRIN2C genindeki rs690533 polimorfizmleri ve GRIN2D genindeki (TG),
tekrarinin HH baslangi¢ yasi ile iligkisi degerlendirilmistir. Bu ¢aligmalarda NR2A
ve NR2B altiinitelerini kodlayan GRIN2A ve GRIN2B lokuslarindaki ilgili
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polimorfizmlerin baslangic yasinda gozlemlenen varyanslara katkida bulundugu
ortaya koyulmustur. Tablo 1.2.de baglangic yasina etkisi aragtirrlan NMDAR

polimorfizmleri ve bulunan sonuglar verilmistir.

Tablo 1.1. Baslangi¢ yasini etkileyen genler ve polimorfizmler

Gen/Polimorfizm Sonug Kaynak
MSX1 (diniikleotid tekrari) 173/173 bg + Djoussé vd., 2004
BJ56 (diniikleotid tekrar1) - Djoussé vd., 2004
+ Chattopadhyay vd., 2004

hCAD / R196K - Andresen vd., 2006

- Arning vd., 2005

€2e3 + Kehoe vd., 1999

e4 + Panas vd., 1999

ApoE /€2, €3, e4
- Saft vd., 2004

- Andresen vd., 2006
- Kishikawa vd., 2006
+ Alberch vd., 2005
BDNF / Val66Met - Metzger vd., 2006

- Maria vd., 2006

- Mai vd., 2006
MacDonald vd., 1996
Rubinsztein vd., 1997
- Zeng vd., 2006

GRIK2 / TAA tekrar1
- Arning vd., 2005
- Andresen vd., 2006
+ Naze vd., 2002
+ Naze’ vd., 2002
UCHL1/S18Y - Metzger vd., 2005
- Andresen vd., 2006
+ Brune vd. 2004
MTHEFR / A1298C

- Hansen vd., 2005
+ Chattopadhyay vd., 2003

TCERG] / Gln-Ala tekrari + Holbert vd., 2001

- Andresen vd., 2006

GSTO1 /rs4925, _ Arning vd., 2004

GSTO2 /152297235
HIP14(ZDHHC17) N384S,
g-886A>C, - Metzger vd., 2006
2-844G>T
TBP / CAG tekrar1 - Metzger vd., 2006
Presenilin-1 - Panas vd., 1999
PGC-1a rs7665116 T>C + Taherzadeh-Fard vd., 2009
CtBP (Baglant1 analizi) + Livd., 2003
ASK1 rs5880308 + Arning vd., 2007
MAP2K6 152521354 + (Erkeklerde) Arning vd., 2007

HAP1 M441 + Metzger vd., 2008
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Tablo 1.2. Baslangi¢ yasina etkisi aragtirilan NMDAR polimorfizmleri ve sonuglari

NMDAR alt iinitleri genleri
Gen/Polimorfizm Sonug Kaynak
GRINI1 rs6293 -
GRIN2A rs1969060 +
GRIN2A (GT), -
GRIN2B 51806201 + Arning vd., 2005
GRIN2B rs890 +
GRIN2C rs690533 -
GRIN2D (TG)n tekrar1 -
ORIN2A 151969060 ' Andresen vd., 2006
GRIN2B 51806201 -
GRIN2A 1s8057394/ + +
GRIN2A 12650427/ + + Arning vd., 2007
GRIN2B rs1806201/ + +
1.4.3.5.2. TP53 R72P Polimorfizmi

Kromozom 17pl13.1°de bulunan ve p53 proteinini kodlayan TP53 geni
memelilerde en 6nemli timor siipresor genidir. Cesitli hiicre ici stres sinyaller
TP53’1i aktive eder ve tamir fonksiyonlarmin stimiilasyonuyla hiicre dongiistiniin
gecici olarak durmasina neden olur ya da apoptozu baglatir (Vogelstein vd., 2000).
p53 ve CREB binding protein (CBP) gibi huntingtin ile etkilesen bir¢ok proteinin
mutant huntingtinin olusturdugu agregatlarda ko-lokalize olduklar1 bulunmustur
(Steffan vd., 2000). TP53, HH baslangi¢ yasini etkileyen faktorler arasinda yer
almak tizere ilgi cekici bir adaydir. Mutant huntingtinin patojenik poliglutaminleri
barindiran N-terminal bdlgesi niikleer transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girer ve
muhtemelen TP53 ile indiiklenen transkripsiyonel islevleri modiile eder (Arning vd.,
2005; Steffan vd., 2000). TP53 geninde 72. kodondaki varyasyonun (R72P -
Arg/Pro) hiicresel transformasyonu ve apoptozu indiiklemede rolii vardir (Bonafe’
vd., 2004; Thomas vd., 1999). Bir hiicre modelinde timor siipresor proteini p53’lin

72. kodonundaki arjinin kalintisinin ayni yerdeki prolin kalintisina oranla artmis
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apoptoza neden oldugu gosterilmistir (Dumont vd., 2003). Boylece TP53 genindeki
Arg72Pro polimorfizminin apoptozu ve bodylece HH baslangic yasini
degistirebilecegi diisiiniilmiis, ancak buna yonelik yapilan deneyler tartigsmali
sonuclar vermis ve deneyler tekrar edilememistir (Andresen vd., 2006; Arning vd.,

2005b; Chattopadhyay vd., 2004) (Tablo 1.3.).

Tablo 1.3. TP53 R72P polimorfizminin HH baglangi¢ yasina etkisini arastiran

calismalar
Gen/Polimorfizm Sonug Kaynak
Chattopadhyay vd.,
i 2004
TP33 /R72P i Arning vd., 2005b
- Andresen vd., 2006

1.5. Huntingtin Proteininin Ozellikleri

Huntingtin proteini 3144 amino asitten olugan 348 kDa’luk biiyiik bir
proteindir. Huntingtin proteini merkezi sinir sisteminde, periferal dokularda ve
embriyonik gelisim sirasinda tiim insan ve memeli hiicrelerinde eksprese olur (Bhide
vd., 1996; DiFiglia vd., 1995; Gutekunst vd., 1995; Li vd., 1993; Strong vd., 1993).
Ozellikle beyin ve testislerde en yiiksek konsantrasyonda, karaciger, kalp ve
akcigerlerde ise orta seviyede eksprese edilir (DiFiglia vd., 1995). Beyinde ana
ekspresyon bolgeleri neokorteks, serebellar korteks, striyatum ve hipokampiistiir.
Ancak huntingtinin beyinde ve striyatumdaki dagilimi hiicre-spesifik dejenerasyonu

aciklamamaktadir (Fusco vd., 1999).

Huntingtin proteininin fonksiyonel olarak en Onemli kismi, birgok
transkripsiyon faktoriinde de bulunan poliglutamin bolgesidir. Glutamin amino
asitlerinin yan zincir ve ana zincir amidleri arasinda hidrojen baglariyla polar zipper
ad1 verilen B-tabakasi yapilart olusturmak {izere katlanma yaptiklar1 kanitlanmig
(Perutz vd., 1994) ve proteinin amiloid fibril yapisinda agrege oldugu gosterilmistir
(Scherzinger vd., 1997). Poliglutamin bolgesini takiben 10 ve 11 prolin amino asiti

iceren iki prolin tekrar1 bdolgesi gelir. Prolin dizilerini HEAT (“Huntingtin,
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Elongation factor 3, protein phosphatase 2A, TOR”) tekrarlar1 takip eder. Bu
tekrarlar hidrofobik alfa heliksler olusturan yaklasik 40 amino asitlik sekanslardir
(Andrade ve Bork, 1995; Harjes ve Wanker, 2003). HEAT motifi korunmus bir
tekrar TUnitesidir ve fonksiyonu kesin olmamasma ragmen protein-protein
etkilesiminde gorev aldig1 diisliniilmektedir. Bu yap1 huntingtinin multi-fonksiyonel
bir protein olduguna isaret etmektedir (Takano ve Gusella, 2002). Huntingtin
proteininin C-terminal ucunda fonksiyonel olarak aktif bir ¢ekirdek eksport sinyali
(NES) bulunmustur, fakat klasik bir c¢ekirdek lokalizasyon sinyali (NLS)
bulunamamistir. Bu fragment hastalik patogenezi sirasinda proteolitik olarak
kesildiginden dolay1 (Xia vd., 2003) eksport sinyali HH’da 6nemli olabilir. Sekil

1.1.”de huntingtin proteininin yapis1 gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Huntingtin proteininin yapisi. Sekilde (Q)n poliglutamin kuyrugunu, (P)n
ise poliglutamin sekansini gostermektedir. Ana HEAT tekrar kiimeleri kirmizi
kareler ile gosterilmistir. Oklar kaspaz kesim yerlerini ve aminoasit noktalarini, mavi
okuglari ise kapain kesim noktalarin1 ve aminoasit pozisyonlarini géstermektedir. B,
serebral kortekste, C striyatumda ve A da ikisinde de secici olarak kesilen bolgeleri
isaret etmektedir. Yesil ve turuncu okuglar1 proteaz kesimi bolgelerini
gostermektedir. Mavi ve kirmizi ¢gemberler posttranslayonal modifikasyon yerlerini
gosterir: Ubikiitinasyon (UBI), sumolasyon (SUMO) ve serin 421 ve 434’te
fosforilasyon gerceklesir. Glutamik asit (Glu), serin (Ser) ve prolin (Pro) agisindan
zengin bolgeler de gdsterilmistir. NES ise nuklear eksport sinyalini igsaret etmektedir

(Cattaneo vd., 2005).

Huntingtin kaspaz ve kalpainler i¢in kesim bdlgeleri igerir. Mutant huntingtinin

proteolize ugrayarak bu bolgelerden kesilmesinin hastalik patogenezinde 6nemli rolii
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oldugu bilinmektedir (Lunkes vd., 2002; Wellington vd., 1998; Wellington vd.,
2000;). Huntingtinin post-translasyonal modifikasyona da ugradigi belirlenmistir.
Omnegin amino terminal uctaki lizinler (K6, K9 ve KI5) sumolasyon ve
ubikiitinasyon i¢in yarisirlar (Kalchman vd., 1996; Steffan vd., 2004;). Serin 421 ve
434 fosforilasyonu kesim ve toksisiteyi etkiler. Huntingtin ayrica bir palmitoil
transferaz olan HIP14 tarafindan palmitoillenir. Palmitoilasyon vesikiiler trafikte
onerilen rol ile tutarhidir, ¢iinkii palmitoillenmis proteinler siklikla vesikiil trafigini ve

sinaptik vesikiil fonksiyonunu kontrol eden komponentlerin dinamik toplanmasina

karigirlar (Cattaneo vd., 2005; DiFiglia vd., 1995; Huang vd., 2004).

1.5.1. Huntingtin Proteininin Islevi

Huntingtin proteinin hiicresel gorevleri kesinlesmis olmasa da, bu konuda ileri
stiriilen goriisler ve kuvvetli kanitlar bulunmaktadir. Knock-out fare kullanilarak
yapilan ¢aligmalarda huntingtin proteini sentezleyemeyen farelerin gastrulasyondan
ve sinir sisteminin olusumundan once, gelisimlerinin ilk 8,5 gilinlinde olmeleri
nedeniyle, proteinin embriyonik gelisimde énemli bir rol sahibi oldugu belirlenmistir
(Duayo vd., 1995; Nasir vd., 1995; Zeitlin vd., 1995). Mutant memeli huntingtin
proteininin, huntingtin knock-out fareyi embriyonik 6liimden kurtarmasi (Leavitt vd.,
2001) ve iki mutant alele sahip homozigot hastalarin gelisimlerinin normal olmasi,
CAG tekrarlarinin  embriyonik gelisim sirasinda  proteinin ~ fonksiyonunu
etkilemedigini gdstermistir (Myers vd., 1989; Wexler vd., 1987). Huntingtin
proteinindeki poliglutamin blogunun normal fonksiyonda 6nemli olmadig1 ise bu
dizinin evrimsel olarak korunmadiginin belirlenmesiyle ileri siiriilmiistiir. Ornegin
sicanda 8, farede 7 glutamin bulunmaktadir ve bir CAA kodonuyla bolinmiistiir.
Kirpi baliginda ise 2 CAG ve 2 CAA kodonlan tarafindan kodlanan sadece dort
glutamin bulunmaktadir (Cattaneo vd., 2001; Harjes ve Wanker 2003).

1.5.2. Mutant Huntingtin Proteininin Ozellikleri

Ekspanse olmus poliglutamin zinciri nedeniyle proteinin katlanmasi ve uzaysal
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konformasyonu degisir. Glutamin polar bir molekiil oldugundan dolayi, fazla
miktarda bulunmasi protein i¢inde ve proteinler arasinda baglantilarin kurulmasina
neden olur. Huntingtin molekiilleri protein agregatlar1 olarak bilinen karmasik ve
rijid gruplar olustururlar. Mutant huntingtin agregat olusumuna benzer sekilde
sitoplazmik ve ndronal (NII) inkliizyonlar olarak bilinen protein paketlenmelerine de
neden olur (DiFiglia vd., 1997). Inkluzyon cisimciklerinin disfonksiyon ve
norodejenerasyona yol acip agmadiklart ya da noronal hiicreleri yanhs katlanmis
proteinlerin toksisitesinden korumak i¢in bir savunma mekanizmasi olup olmadigi
tartismalidir. Saudou (1998) ve Klement (1998) inkliizyon cisimciklerinin ndéronal
hiicreler i¢in non-toksik, hatta yararli oldugunu ileri stirmiislerdir (Klement vd.,
1998; Saudou vd., 1998). Buna karsit olarak da agregat olusumunun hastalik
progresyonu ve noronal semptomlarla iligkili oldugu gosterilmistir (Davies vd., 1997;
Ona vd., 1999; Yamamoto vd., 2000). Yamamoto (2000) mutant huntingtin ekson 1
proteininin ekspresyonunun septomatik farede inkliizyon cisimcigi olusumuna ve
progresif motor disfonksiyonuna neden oldugunu belirlemistir. Huntingtin ekson 1
ekspresyonunun semptomatik farede engellenmesi ise inkliizyonlarin ve fenotipin
ortadan kaybolmasina yol agmistir. Bdylece inkliizyon cisimcigi olusumunun

hastalik progresyonu ile iliskisi agik olarak gosterilmistir (Yamamoto vd., 2000).

1.6. Huntington Hastaligi’min Molekiiler Patolojisi: Fonksiyon Kazanimi

ve Kaybi

Mutant huntingtin proteininin, poliglutamin blogu nedeniyle toksik fonksiyon
kazandig1 ileri stirilmistiir. Fonksiyon kazanimi hipotezi, farelerde hicbir tekrar
hastaligtyla iligkili olmayan HPRT genine patolojik sayida CAG tekrarlar1 eklenmesi
ve bunun nodrotoksik etkiye yol ac¢tifinin gosterilmesiyle kanitlanmigtir. Bu fare
modeli insan CAG tekrar hastaliklarina benzer fenotip gelistirmis, etkilenmis

farelerde noronal inkliizyonlar da gdzlenmistir (Ordway, 1997).

Buna bagli olarak, huntingtin fonksiyon kaybinin da hastalik patogenezine
katkida bulundugu yoniinde onemli kanitlar vardir. Fonksiyon kaybi daha c¢ok

saperonlar ve iibikiitin-proteozom sistemi (UPS) ile agiklanabilir Mutant huntingtinin
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olusturdugu noéronal inkliizyonlarin ubikiitinlenmis oldugu bulunmustur (Davies vd.,
1997; DiFiglia vd., 1997; Sapp vd., 1997). Hiicreler yanlis katlanmis proteinleri
proteozomlarda degredasyon ig¢in {ibikiitinle isaretler. Bu da, mutant huntingtin
proteininin degredasyon i¢in isaretlendigini fakat degredasyona karsi direncli
oldugunu diisiindiiriir. Ayrica protein aggregatlarinin UPS’yi sistemini bozdugu, bu
sekilde de normalde temizlenmesi gereken proteinlerin biriktigi ve hiicresel
fonksiyonlart bozarak ndronlarin o6liimiine neden oldugu da ileri siiriilmiistiir
(Waelter vd., 2001). Ubikiitin haricinde Hsp40, Hsp70 gibi 1s1 soku proteinleri (HSP)
de poliglutamin inkliizyonlartyla ko-lokalize bulunmustur (Davies vd., 1997; Waelter
vd.,, 2001). Agregatlarda bu molekiiler saperonlarin bulunmasi, proteinlerin
katlanmasina yardimci olan proteinlerin de agregatlara ¢ekildiklerinden dolay1
normal gorevlerini yerine getiremeyeceklerini diisiindiirmektedir (Cha, 2000;

Waelter vd., 2001).

Huntingtin proteininin ilk 550 aminoasit dizisi i¢cinde kaspaz-3 (Goldberg vd.,
1996; Kim vd., 2001; Sun vd., 2002) ve calpain (Gafni ve Ellerby, 2002; Kim vd.,
2001; Sun vd., 2002) i¢in kesim bolgeleri tanimlamistir ve proteolizisin uzun
poliglutamin kuyruklarinin varliginda arttig1 gosterilmistir (Gafni ve Ellerby, 2002;
Sun vd., 2002). Mutant huntingtinin kaspaz-3 ve kalpain ile proteolizisinin daha
toksik N-terminal fragmentler olusturdugu ve bunlarin da agrege olmaya daha yatkin
olduklar1 gosterilmistir (Kim vd., 2001). Bu fragmentler daha fazla proteazi
agregatlara c¢ekebilir ve daha fazla aktive olmalarina neden olabilir. Bu da pozitif
geri-besleme dongiisii olusturup daha fazla agregasyona ve proteolitik kesime neden

olup hiicre 6liimiine katkida bulunabilir.

Mutant huntingtin anormal protein-protein etkilesimlerine yol acarak (Borrell-
Pages vd., 2006) cesitli niikleer proteinleri ve transkripsiyon faktorlerini agregatlara
cekebilir ve transkripsiyonel aktivitelerini inhibe edebilir. Cesitli transkripsiyon
faktorlerinin mutant huntingtin huntingtin ile etkilestigi bildirilmistir. Bunlarin ¢ogu
mutant huntingtin ile ekspanse olmus poliglutamin kuyrugu aracilifiyla etkilesir

(Sugars ve Rubinsztein, 2003; Tobin ve Signer, 2000).

Huntingtin proteininin HAP1 ile etkileserek aksonal transportta gorev aldiginin
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gosterilmesi ve noropil agregatlarinin olusumu da HH’nda aksonal transportun da
bozulacagini diisiindiirmiistiir (McGuire vd., 2006). Ekspanse olmus poliglutamin
zinciri bu fonksiyonu inhibe edebilir ve kargolar1 akson boyunca cift yonli
tasinmasina ve normal huntingtinin fonksiyonuna engel olabilir (Gunawardena ve
Goldstein, 2005). Alternatif olarak agregatlar fiziksel olarak dar aksonal
terminallerde transportu bloke edebilir (Gunawardena ve Goldstein, 2005). Aksonal
transportun dogrudan bir sonucu olarak néronal sinaptik transmisyon da zarar goriir.
Bu durum sinaptik vesikiillerin ve vesikiil geri donilisiimiine ya da reseptor
endositoza katilan proteinlerin eksikligi ile gerceklesebilir. Ayrica mutant huntingtin
cesitli sinaptik proteinlerin erisilebilirligini de degistirerek sinaptik disfonksiyona

neden olabilir (Li vd., 2003; Smith vd., 2005).

1.7. Huntington Hastaligi’nin Noropatolojisi ve Hiicre Kayb1 Modelleri

Huntington Hastali§i’nin patolojisi beyne oOzgiidiir, beynin sadece belirli
bolgelerinde segici ndronal kayip gozlenir. En sik gbézlenen ndropatolojik 6zellikler
striatal noronlarin kayb1 ve striyatumda (kaudat-putamen) astrogliyoz gelisimidir.
Tiim dokularda yaygin dagilimina ragmen, mutant huntingtin 6zellikle striyatum ve
korteksin derin tabakalarinda erken donemde se¢ici ndrodejenerasyona neden olur.
Daha ileri sathalarda hipokampus, hipotalamus, serebellum, amigdala ve bazi
talamik niikleuslar da etkilenmis olur (Li ve Li, 2006; Sharp ve Ross, 1996). Hastalik
sirasinda en ciddi olarak korpus striyatum etkilenir. Etkilenen noéronlar ise
aksonlarini ¢esitli beyin bolgelerine gonderen MSN projeksiyon noronlaridir. Bunlar
GABA-erjik orta boy dikensi ndronlardir (MSN) ve striyatal néronlarin yaklasik
%95’ini olustururlar. Ilerlemis hastalik evrelerinde korpus striyatumun kesitsel
alaninda da yaklasik %60 azalma gozlenir. Neokorteksteki daha az goze ¢arpan atrofi
ile birlikte striyatal hacimdeki azalma beyin agirhiginin %25-30 kaybina yol acar.
Bazal gangliya tiim beynin rdlatif olarak kiigiik bir kismini1 kaplar; bdylece, genel
atrofi muhtemelen daha biiyiikk olan serebral korteks ve altinda yatan beyaz

maddedeki degisimlerden meydana gelir (Sharp ve Ross, 1996).
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Norodejeneratif hastaliklar spesifik sinir hiicresi popiilasyonlarinin zamansiz
oliimii ile karakterize edilirler. Bununla birlikte hangi hiicre 6liimii mekanizmalarinin
gorev aldigr kesin degildir. HH ile iligkili cesitli deneysel noérodejenerasyon
modelleri ileri siiriilmiistiir. Eksitotoksisite ve oksidatif stresin ndrodejeneratif
hastaliklarda hiicre 6liimiine neden olan 6nemli iki yol oldugu diigiiniilmektedir. Bu
prosesler hiicrelerin enerji eksikligine neden olan mitokondriyal fonksiyonun
bozulmastyla iliskilidir. Apoptozun da nérodejeneratif hastaliklarda hiicre Sliimiine
neden olan 6nemli bir yol oldugu ve HH’da goriilen striyatal hiicre kaybiyla direkt
iliskili oldugu fikri ortaya atilmigtir. Bu yiizden HH’da noronal hiicre kaybi
modelleri eksitotoksisite, oksidatif stres, bozulmus enerji metabolizmasi ve apoptoz
olmak iizere dort ana baslik altinda incelenebilir. Sekil 1.2°de Huntington

hastaliginda hiicresel patogenez i¢in bir model verilmistir.
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1.7.1. Eksitotoksisite

Eksitotoksisite terimi ilk defa 1969 yilinda enjekte edildikleri bolgede
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noronlara zarar veren eksitator amino asitlerin nérotoksik etkileri sebebiyle hiicre
Olimiint tanimlamak i¢in kullanilmistir (Olney, 1969). Glutamat da memeli MSS’de
ana eksitator norotransmiter oldugu i¢in (Hebb, 1970), noronal eksitotoksisite,
glutamata uzun siire maruz kalma ve bdylece iyonlarin ve suyun hiicreye asiri
girisinden meydana gelen néron 6liimiinii anlatmak i¢in kullamlir. Olusan asir1 Ca®"
yiikii 6zellikle norotoksiktir, bu da proteinleri, membranlar1 ve niikleik asitleri
degrade eden enzimlerin aktivasyonuna neden olur (Berliocchi vd., 2005).
Glutamatin baglanmasiyla aktiflenen iki post-sinaptik reseptér vardir; iyon
kanallarin1 kontrol eden iyonotrofik reseptorler (N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptOrii, amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksaloz propiyonat (AMPA) reseptori,
kainik asit reseptorii) ve G-proteinlerle eslesmis metabotrofik reseptdrler (mGlulA,

2,3, 5A, 6-8)

Fonksiyonel NMDA reseptorleri (NMDAR) iki NR1 ve en az iki NR2 alt
initesinden meydana gelen tetramerik yapidadir (Laube vd., 1998). Bu reseptorler
kalsiyuma yiiksek derecede gecirgendir, glutamat ve glisin tarafindan ko-aktive
edilirler (sirasiyla NR1 ve NR2 alt iinitelerine baglanirlar) ve Zn*" H" ve Mg®" gibi
cesitli katyonlarin modulasyonuna kars1 hassastirlar. NR1 alt tinitesinin sekiz splice
varyanti tanimlanmistir. NR2 alt {initesini ise gelisimsel ve bolgesel regiilasyonla
dort farkli gen kodlar (NR2A, B, C ve D). NR1 splice varyantlarinin ve NR2
altlinitelerinin farkli kombinasyonlar1 farkli fonksiyonel karakteristikte NMDAR
komplekslerinin olusumunu saglar. Yetiskin 6n beyninde siklikla eksprese edilen
NR2 alt iiniteleri NR2A ve NR2Bdir. NR1/NR2A ve NRI1/NR2B, aym sekilde
triheteromerik NR1/NR2A/NR2B, tek kanal iletkenliginde, kalsiyum gegirgenligi ve
Mg*" blogu hassasiyetinde benzerlikler gosterseler de kanal gegis dzelliklerinde ve
agonist-antagonistlere hassasiyette farklilik gosterirler. On beynin diger boliimleriyle
karsilastirildiginda striyatum NR2B’nin ekspresyonu goreceli olarak diger NR2 alt
linitelerine oranla daha fazladir (Dingledine vd., 1999; Monyer vd., 1994; Ozawa vd.,
1998;).
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1.7.1.1. Eksitotoksisitenin ve NMDAR’lerin Hastalik Patogenezine Etkisi

Eksitotoksisite ve HH’nin iligkilendirilmesi ilk kez 1976 yilinda, glutamat
reseptOrlerinin  kainat/kuiskolat altkiimesinin bir agonisti olan kainik asitin
intrastriatal enjeksiyonunun HH’da gdzlenene benzer lezyonlar olusturdugu
kesfedildiginde olmustur (Coyle ve Schwarcz 1976; McGeer vd., 1978). HH i¢in bu
hipotez glutamat reseptorlerinin asirt aktivasyonunu Ongoriir, bu da kortikal
aferentlerden artmig glutamat salinimi, gliya tarafindan azalmis alimimi ya da
striyatal ~projeksiyon ndoronlarindaki  post-sinaptik  glutamat reseptorlerinin
hipersensitivitesi yiiziinden olabilir. Muhtemelen degismis intraseliiler kalsiyum
homeostazi ve mitokondriyal disfonksiyondan meydana gelen glutamat reseptorii
asag1 sinyali ile kombine olarak ndronal disfonksiyona ve striatal MSN’lerin 6liimii

gerceklesir (Fan ve Raymond, 2007).

Cogu GABA-erjik MSN projeksiyon ndronlar1 yiiksek seviyede NR2B alt
tinitesi eksprese eder. Huntingtin proteinindeki poliglutamin artist ve NMDAR
aktivitesi arasindaki etkilesim ilk olarak NMDAR altiinitelerinin gegici olarak olarak
normal (15Q) veya ekspanse olmus (138Q) poliglutamin i¢eren tam uzunluktaki
insan huntingtin proteini ile birlikte eksprese oldugu heterolog HEK293 hiicre hatti
kullanilan bir c¢aligmada tanimlanmistir (Chen vd., 1999). Bu ¢alismada
NMDAR’lerden NRI/NR2B-tipinin 138Q ile ko-ekspresyonunun 15Q ile
oldugundan daha biiyik NMDAR aracili akima neden oldugunu gostermistir.
Bundan bagka bu etki hiicreler NR1/NR2A tipi ile transfekte olduklarinda 15Q veya
138Q iceren huntingtin ile ko-eksprese olduklarinda benzer akimlara sahip
olduklarindan daha biiyiik akimin NR2B alt tipi icin segici oldugu belirlenmistir
(Chen vd., 1999). Bu hipoteze uygun olarak in vitro ¢aligmalar mutant huntingtin ve
NR1 ve NR2B’nin apoptotik o6zelliklerle eksitotoksik hiicre olimiini arttirdigi
gosterilmistir (Zeron vd., 2001). NR2B alt iinitesi de reseptor kanal gegirgenligini
arttirir ve glisine ve Mg®" bloguna hassasiyeti ve kanal de-aktivasyon zamanini
belirler. Korunan inter-néronlar bu alt iinitenin ¢ok daha az diizeylerini eksprese
ederler bdylece onlar i¢in ¢ok daha yiiksek bir aktivasyon esigi bulunmaktadir (Gil
ve Rego, 2008; Sieradzan ve Mann, 2001; Zeron vd., 2001).
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NR2B igeren reseptorler 6grenme, hafiza islenmesi, beslenme davranisi ve aci
algis1 gibi bir ¢ok biyolojik proseste rol alir; ayrica HH haricinde sizofreni,
Alzheimer Hastalig1, Parkinson Hastalig1, hipoksi/iskemi, inme, ve diyabet (Loftis ve
Janowsky 2003; Waxman ve Lynch, 2005) gibi hastalik proseslerine de katildiklari
diistiniilmektedir. NR2B iceren NMDAR’lerin mutant huntingtin ile spesifik artis
bdylece 6grenme ve hafiza altinda yatan sinaptik plastisitenin dengesini bozabilir ve
HH’da goriilen bilissel bozukluklara katkida bulunabilir (Milnerwood vd., 2006).
Mutant huntingtin ile indiikklenen NMDAR aktivitesindeki ve/veya alt {inite
kompozisyonundaki degisimlerin sadece asag1 akim efektor yolaklarinda degil ayrica
baslangi¢ yasi belirlenmesinde de derin etkileri olabilecegi ileri siiriilmektedir (Fan

ve Raymond, 2007).

1.7.2. Oksidatif Stres

Serbest radikaller tek veya daha fazla eslesmemis elektron igerirler. Aerobik
metabolizmanin yan {irlinii olarak {retilirler, fakat elektron transport zinciri
inhibisyonu ya da molekiiler defektlerin oldugu durumlarda {iretimleri artar (Browne
vd., 1999). Asirt miktarda bulunduklarinda ise oksidatif stres ortaya ¢ikar (Dugan,
vd., 1995). Oksidatif stres mitokondriyal bozukluk veya eksitotoksisite nedeniyle
olusabilir ve belli sartlar altinda apoptozu tetikleyebilir (Beal, 1995; Schulz, vd.,
1995). Oksidatif stresin HH beyinlerinde de gergeklestigi ileri siiriilmiistlir (Browne
vd., 1999; Coyle ve Puttfarcken, 1993). Bu durum mitokondriyal bozulmanin ya da
eksitotoksisitenin sonucu olabilir. DNA zincirlerinin kirilmasi ve malondialdehit
(MDA), 3-nitrotirozin, 8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OHdG), ve hem-oksijenaz gibi
oksidatif hasar iirlinlerinin artmis diizeyleri HH beyinlerinin dejenerasyona ugrayan
bolgelerinde goriilmiistiir (Browne vd., 1999). Ayrica artmis 8-OHHG seviyesi de
HH parietal korteksin mtDNAsinda bulunmustur (Polidori vd., 1999). Bu da artmis
oksidatif hasar bolgelerinin hastalik progresyonu ile dejenerasyona ugradigini iler
siirmektedir. Inaktivasyonu oksidatif stresin belirteci olan mitokondriyal akonitaz
aktivitesi de hastalarin striyatumlarinda 6nemli dl¢iide azalmistir (Tabrizi vd., 1999).
Bununla birlikte diger bir c¢alismada postmortem HH beyninde lipid
peroksidasyonuna, 8-OHHG artigina ya da diger DNA oksidatif hasar belirteclerine
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rastlanmamistir, ayrica protein karbonillerin seviyesi de kontrol post-mortem
beyinleriyle farklilik gdstermemistir ve oksidatif stresin HH patojenezinin ana
komponenti olmayabilecegini ileri siiriilmiistiir (Alam vd., 2000; Mancuso vd.,

2000).

1.7.3. Bozulmus Enerji Metabolizmasi

Mitokondriyal mutasyon saptanan bir¢ok ndrodejeneratif hastaligin bulunmasi
nedeniyle mitokondriyal enzimlerdeki degisimlerin HH’da enerji metabolizmasinin
bozulmasiinda rol oynayabilecegi fikri dogmustur (Beal, 1993; Yang vd., 2008).
Bozulmus enerji metabolizmasi glutamat toksisitesi i¢in esigi diisiiriir ve eksitotoksik
mekanizmalarin aktivasyonuna neden olur, ayrica reaktif oksijen tiirlerinin de
tiretimini arttirir (Beal vd, 1992; Coyle ve Puttfarcken, 1993; Novelli vd., 1988).
Huntington Hastalig1 niikleer DNA’daki bir mutasyonun sonucu olsa da, huntingtinin
mitokondriyal fonksiyonun regiilasyonuna ya da mutant proteinin hiicresel solunuma
etki edebilecegi diisiiniilmektedir. Magnetik rezonans spektroskopisi (MRS)
kullanilarak Huntington hastalarinin beyninde metabolik degisimler oldugu
belirlenmistir. Biyokimyasal ¢alismalar da azalmig piriivat dehidrojenaz aktivitesini
hasta beyinlerin bazal gangliyasinda ve hipokampusunda gostermistir, fakat diger
beyin bdlgelerinde buna rastlanmamistir. Azalmis komplex II/III aktivitesi kaudatta
goriirken putamende veya kortekste goriilmemistir. Huntington hastalarinin
trombositlerinde azalmig kompleks-1 aktivitesi belirlenirken, risk altindaki aile
liyelerinde goriilmemistir. Cesitli ¢alismalar striyatumun metabolik disfonksiyona
kars1 secici olarak daha hassas oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Beal, 1992; Browne vd.,
1997; Gu vd., 1996; Mann vd., 1990). Ayrica erken HH’da korteks ve striyatumda
glukoz hipometabolizmasi oldugu goriilmiis ve hastalarin bazal gangliyasinda ve
oksipital kortekslerinde artmis laktat diizeyleri gozlenmistir. Hastalarin serebrospinal
stvilarinda da artmis laktat/piriivat orani tespit edilmistir (Kuwert vd., 1990; Petersen
vd., 1999) Diger bir caligmada da presemptomatik ve erken evrelerde hasta
beyinlerinde mitokondriyal kompleksler 1-V’in  aktivitelerinde degisiklik
gozlenmediginden mitokondriyal degisimlerin hastaligin ileriki asamalarinda

gbzlendigi diisliniilmiistiir. (Guidetti vd., 2001).
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1.7.4. Apoptoz

Huntington Hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarda apoptoz adi verilen
programli hiicre 6liimiiniin de 6nemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir. DNA zinciri
kiriklarini tespit etmek i¢in kullanilan bir in-situ metod olan TUNEL’in (“terminal
transferase-mediated deoxyuridine triphosphate—biotin nick end labeling”) apoptotik
hiicreleri secici olarak tespit edebilecegi belirtilmistir (Thomas vd., 1995). Cesitli
gruplar (Portera-Cailliau vd., 1995; Thomas vd., 1995.) Huntington hastalarinda
striyatum ve orta frontal korteks ndronlart TUNEL ile isaretlenebilmistir. Izole
edilmis MSN’ler en yogun olarak putamende boyanmistir, bunu globus pallidus ve
kaudat takip etmistir. Isaretleme, hastaligimn ilerledigi vakalarda daha da artmustir.
Bununla birlikte, ilerlemis vakalarda bile sadece ¢cok az miktarda hiicre TUNEL ile
isaretlenmistir (Portera-Cailliau vd., 1995). Bu veri HH’daki hiicrelerin apoptotik
yolakla oldiiklerini ileri siirer, fakat apoptozun HH’da hangi prosesler tarafindan

tetiklendigi ya da primer bir olay olup olmadig1 agik degildir.

Cesitli aragtirmalar kaspazlarin da direkt noronal oOlime karistigini
gostermistir. Kaspazlar gesitli hedef proteinleri apoptotik hiicre Sliimii sirasinda
sistein-aspartattan kesen proteazlardir. Cesitli hiicre sistemlerinde huntingtinin
kaspaz 3 i¢in bir substrat oldugu ve anormal olarak uzamis poliglutamin kuyrugun
kaspaz 3’lin huntingtini kesme kapasitesini arttirdigi gosterilmistir (Goldberg vd.,
1996). Huntington Hastalig1 patogenezinde kaspaz 3 ve 8 aktive olmaktadir.
Kaspazlar intraselliiler agregatlar nedeniyle artmis poliglutamin tekrar1 eksprese eden
noronal hiicrelerde aktiflenir. Hiicresel bir sistemde kaspaz inhibisyonu hiicre
Olimiinii Onler, fakat inkliizyon olusumunu engellemez. Aktiflenmis kaspaz-8
Huntington hastalarinin beyinlerinin ¢6ziinmeyen fraksiyonlarinda tespit edilmistir,

fakat kontrol beyinlerinde goriilmemistir.

Diger taraftan, Olen noronlarin noronal inkliizyonlara, sitoplazma ve
niikleusun kondenzasyonuna ve plazma membranimin biiziilmesine sahip oldugunu
fakat hiicrelerin niikleus veya sitoplamasinda kabarciklanma olmadigini, apoptotik
cisimciklerin gelismedigini veya DNA fragmenatsyonu olmadigin1 bildiren

caligmalar da mevcuttur. Bu yiizden ndronal hiicre 6liimiiniin apoptoz ya da nekroz
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olmadigi, hastaligin kendine ozgii bir hiicre oliimii prosesine sahip oldugu da

distintilmektedir (Graeber ve Moran, 2002; Turmaine vd., 2000).

1.7.4.1. p53’iin Huntington Hastaligi’ndaki Rolii

Son zamanlarda yapilan aragtirmalar HH patogenezinde p53’lin 6nemli bir rolii
olduguna isaret etmistir. p53 farkli mekanizmalarla aktive ve stabilize edilen, ¢esitli
asag1 akim molekiilleri etkileyen bir proteindir (Spada ve Morrison, 2005), anormal
hiicrelerde olusan cesitli hiicresel streslere cevap olarak problemi diizeltmeye ya da
apoptozu baglatmaya yonelik olaylar1 tetikler (Spada ve Morrison, 2005; Vousden,
2000;), DNA tamirinde, transkripsiyonda, genom stabilitesinde ve apoptozda rol
oynar (Choisy-Rossi vd., 1998; Eskenazi vd., 2007; Levine, 1997).

Hayvan modellerinde yapilmis calismalar p53iin HH’daki rolii hakkinda
fikirler vermistir. Huntingtin ve p53°tin 293T hiicrelerinde ve Huntington
hastalariin lenfoblastlarinda birbirlerine baglandiklar1 gdsterilmistir (Steffan vd.,
2000). Huntingtin ve p53’tin baglanmasi poliglutamin ekspansiyonuyla artar.
Ekspansiyon p53’iin regiilator proteinleriyle etkilesimini bozar, bu da p53’lin
stabilizasyonuna neden olur. Ayrica mutant huntingtin proteininin p53 de dahil
olmak iizere bir¢ok intraseliiler proteinle agregatlar olusturdugu belirtmistir (Becher
vd., 1998; Davies vd., 1997; DiFiglia vd., 1997). Huntingtin-p53 agregatlarinin pro-
apoptotik proteinin hiicrede taninmasini engeleyerek transkripsiyonel degisimlerin
meydana gelmesine neden oldugu disiiniilmektedir. Boylece hiicresel apoptozun
normal diizeyleri Huntington hastalariin striyatal néronlarinda artmis olabilir (Bae

vd., 2005; Eskenazi vd., 2007; Jana vd., 2001; Wyttenbach vd., 1999).

pS3 ile regiile eden proteinlerin biiyiik bir boliimiiniin mutant huntingtin ile
transfekte hiicre kiiltiirlerinde upregiile oldugu bulunmustur (Bae vd., 2005; Sipione
vd., 2002;). Buna zit olarak p53’le regiile edilen promotorlarin mutant huntingtin ile
baskilandig1 rapor edilmistir (Steffan vd., 2000). Mutant huntingtin transgenik sinek
ve fare modelleri ile de p53’tin HH patolojisinde spesifik bir rol oynadigi

gosterilmistir. Drosophila’da p53 delesyonu mutant huntingtin transgeni ile iliskili
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norotoksisiteden giiclii bir koruma saglamistir. Farelerde p53°tin farmakolojik veya
genetik baskilamasi solumun kompleks-IV aktivitesini normalize eder ve ¢esitli tipik
HH davranigsal bozukluklarmi hafifletir. Kemirgen HH genindeki dominant bir
mutasyon da p53 mutasyonlarinin yasam {izerine bazi etkilerini geri dondiiriir. Bu
durum da HH proteininin artmis poliglutamin bolgesinin p53°ten yoksun ve prolifere
olmakta olan hiicrelerde artmis apoptotik etkisine baglanmistir (Ryan ve Scrable,
2007). Bu sonuglar p53°iin mitokondriyal disfonksiyonu, hiicre 6liimii ve davranigsal
anormallikleri in vivo modiile ettigini gosterir. Ayrica Huntington hastalarinda daha
diisiik kanser insidansi rapor edilmistir (Sorensen vd.,. 1999). p53 bir tiimdr siipresor
oldugundan artmis regiilasyonu da HH dokusunda azalmis karsinogenez ile alakali

olabilir.

p53 ¢esitli mitokondriyal genleri regiile eden niikleer transkripsiyon faktorii
oldugundan ve HH’da mitokondriyal disfonksiyonun onemli oldugu bulunmus
oldugundan, bu bulgular niikleustaki bozukluklarin ve mitokondrinin HH’daki
mekanizmalar1 arasinda bir baglanti saglamaktadir (Bae vd., 2005). Mutant
huntingtin-p53 aracili mitokondriyal fonksiyon bozukluklarindaki asagi yolaklara
bakilirsa, p53 HH hiicre modellerinde mitokondriyal membran depolarizasyonuna

neden olan Bax ve Puma gibi ¢esitli asag1 hedefleri indiikler (Vogelstein vd., 2000).

pS3 cevaplayict genlerinin tespiti i¢in yeni bir algoritma gelistirilmistir (Hoh
vd., 2002). insan ve farede p53 hedef genleri icin yapilan genom boyu aramada da bu
algoritma kullanilmustir. Ilging olarak huntingtin geninin tahmini p53 baglanma
bolgeleri icerdigi belirlenmistir. p53 proteininin  huntingtin  genindeki p53-
cevaplayici elementlerle etkilestigi in vivo ve in vitro gosterilmistir. Bundan bagska
hem kiiltiirlenmis hiicrelerde hem de fare beyin dokusunda p53 huntingtin geninin
DNA hasarindan sonra tetiklenen regiilasyonuna aracilik eder. Bu sonuglar p53
proteininin huntingtin genini regiile ettigini de gostermistir, bu da bir p53 stres

cevabinin HH prosesinin bir modulatorii olabilecegini 6ne siirer (Feng vd., 2005).
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1.8. Huntington Hastaligi’nda Terapotik Yaklasimlar

Huntington Hastalig1 icin kesin bir sagaltim yontemi ya da hastalifin
progresyonunu yavaslatacak etkili noroprotektif terapiler bulunmadigindan,
uygulanan tedavi semptomlar1 hafifletme ve komplikasyonlar1 engelleme {iizerine
odaklanmistir. HH fenotipini taklit eden transgenik ve knock-in fare modellerinin
gelistirilmesi potansiyel terap6tik adaylarin tanimlanmasi i¢in yapilan ¢alismalarda
yararli olmustur. Mutant huntingtinin kaspaz ve kalpain aracili kismi kesimi
huntingtin agregasyonunu ve hiicresel toksisiteyi baslattigindan huntingtinin kismi
kesiminin inhibitorleri terapdtik degere sahip olabilirler (Gafni vd., 2004; Wang vd.,
2003; Wellington vd., 2000). Huntington Hastaligi’'nda hiicresel toksisiteye neden
olan mutant huntingtin proteolitik fragmentlerinin agregasyonunu inhibe eden kiiciik
molekiiller umut vaadetmektedir (Desai vd., 2006; Ignatova ve Gierasch, 2006).
Transglutaminazlar bir protein/peptid substratin glutamin kalintisinin ¢apraz bagini
kataliz eden proteinlerin ailesine benzer bir aileye iiyedir. Bu baglar agregatlarin
olusumu ve mutant huntingtinin toksisitesi i¢in Onemli olabilir. Bu da
transglutaminazi potansiyel bir hedef haline getirip transglutaminaz inhibitorlerinin
terapOtik olarak Onemli olabileceklerini diisiindiirmektedir (Karpuj vd., 2002;
Raamsdonk vd., 2005). Saperonlar da proteinlerin daha kararli konformasyonlar
almalarina neden olurlar, agregasyonu Onlerler ve sicak-sok cevaplarda iiretimleri
artar. Saperonlarin HH hiicre modellerinde indiiklenmesi mutant huntingtinin neden
oldugu hiicresel toksisiteyi inhibe etmistir (Sittler vd., 2001). Mutant protein
iretiminin susturulmas1 miimkiin degilse de, temizlenmesini arttirmak alternatif bir
yontem olacaktir. Otofajinin artmis regiilasyonunu igeren bu strateji hiicrelerde,
Drosophila ve fare modellerinde umut vaadetmistir (Ravikumar vd., 2004). Apoptoz
da HH patogenezine katkida bulunur. Bu sebeple terapotik bir hedef olarak
goriilmektedir (Smith vd., 2003; Wang vd., 2003). Mutant huntingtin ve
transkripsiyon faktorleri arasindaki direkt etkilesimin de HH’daki transkripsiyonel
disregiilasyona ve boylece hiicresel fonksiyonlarin bozulmasma, protektif
mekanizmalarin isleyememesine ve sonugta noronal Oliime neden oldugu
diisiiniilmiiktedir, bu ylizden bu siire¢ de 6nemli bir terapdtik hedef olabilir (Ferrante
vd., 2005; Stack vd., 2007). Histonlar da transkripsiyonu regiile eden énemli niikleer

proteinlerdir. Histon asetilasyonu gen aktivasyonunun bir belitecidir ve HH’da
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azalmistir. Histon deasetilazlar niikleozom yapisini lokal olarak degistirirler ve
transkripsiyonu inhibe ederler. Bu ylizden HDAC inhibitorleri de terapotik ajanlar
olarak deger kazanmistir (Ferrante vd., 2003; Steffan vd., 2001;). Cesitli calismalar
Huntington  hastalarmm ve HH  model sistemlerinin  mitokondriyal
disfonksiyon/enerji yetersizligine isaret ettiginden oksidatif stress yolaklari da umut
veren terapdtik yollarda yer alabilir. Mitokondriyal stabiliteyi arttiran bilesikler de
arastirilmaktadir (Ferrante vd., 2000; Varma vd., 2007). Noronal enerji bozuklugunu
tamponlayabilen bilesikler de terapdtik dnem kazanmakatdir (Bonelli ve Wenning,
2006; Ferrante vd., 2005; Stack vd., 2006). HH’da eksitotoksik hiicre Oliimiiniin
NMDA reseptorlerininin artmis hassasiyeti nedeniyle oldugu diisliniilmektedir. Bu
yiizden NMDA reseptor antagonistlerine potansiyel terapotik ajan olarak ilgi

gosterilmektedir (Ferrante vd., 2005; Landwehrmeyer vd., 2007; Wu vd., 2006;).

Huntington Hastalig1 i¢in diger bir potansiyel terapotik metod ise gen
terapisidir. Intraseliiler antikorlar ve RNA interference (RNAi) gen terapisi icin
kullanilabilecek iki yontemdir (Imarisio vd., 2008). Norotrofik faktorler nérogelisim
ve ndronal sagkalima ve olgun néronlarin plastisitesine destek saglar. Boylece
norotrofik  faktorlerin  norodejeneratif hastaliklar i¢in aday olabilecekleri
diisiiniilmistiir (Alberch vd., 2002; Franich vd., 2008). Noronal kayb1 tedavi etmenin
bir yontemi de transplantasyondur. Fetal striatal graftlarin ya da saglikli korteksin
HH fare modellerine transplantasyonu graft sagkalimi ve fenotipte baz1 degisimler
icin umut vaadetmistir (Dellen vd., 2001; Dunnett vd., 1999). Cevre
zenginlestirmesinin de HH iizerine olumlu etkileri oldugunu gosteren ¢alismalar da
vardir. Bu ortamda biiyiitiilen farelerle yapilan ¢alismalar zengin ortamin serebral
hacmin kaybinin 6nlenmesinde ve motor semptomlarin baglamasinin ertelenmesinde

yardimc1 olabilecegini ileri siirmiistiir (Dellen vd., 2000).
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2. AMAC

Huntington Hastaligi’na sebep olan tek mutasyon, IT-15 geninde tekrar eden
CAG bazlariin sayisinda normalden fazla goriilen artistir. Hastalik baslangic yasi
cok genis bir aralia yayilmig durumdadir. Baslangi¢ yasimi biiylik oranda IT-15
genindeki CAG tekrarlarinin sayisi belirler ve baslangic yasi ile CAG tekrar sayisi
arasinda giiclii bir negatif korelasyon bulunmaktadir. Ancak, hastaligin ortaya ¢ikis
yas1 sadece CAG tekrar sayisina bagli olarak belirlenemez. Bireyin maruz kaldigi
cevresel faktorler ve diger genlerdeki mutasyon ya da polimorfizmlerin HH
baslangic yasini etkileyen faktorler arasinda olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Gen
polimorfizmlerinin HH baglangi¢ yasina etkisinin arastirilmasi az sayida ¢alismada
ve kisith popiilasyon gruplartyla sinirhi kalmistir; bazi caligmalarin sonuglart da
dogrulanamamistir. Bu nedenle, farkli gen polimorfizmlerinin HH baslangi¢ yasina
ve dolayisiyla hastaligin seyrine olan etkisi genis bir popiilasyon yelpazesinde
aragtirtlmali ve poplilasyonlar aras1 olast farklihlk ve benzerlikler ortaya
koyulmalidir. Hastalik belirtileri genellikle 30-50 yaslar1 arasinda ortaya c¢ikar, bu
yas araligl da bireylerin hayatlarinda aile kurma ve meslek edinme gibi acilardan
onemli bir donemi temsil eder. Bu yiizden hastalara klinik ve molekiiler tani
sonuglari ile birlikte, hastaligin baslangi¢ yasini ve beklenen seyrini daha belirgin

olarak aciklayabilmek 6nemlidir.

Bu tez calismasinda Tiirk Huntington hastalarinda NMDAR alt {initelerini
kodlayan genlerdeki rs6293, 151969060, rs1806201, rs1042339 ve 1rs890
polimorfizmlerinin ve TP53 genindeki R72P polimorfizminin baslangi¢ yasma olan

etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir.
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3. GERECLER

3.1. Orneklerin Tanimi

Bu arastirmadaki hasta grubunu Istanbul Tip Fakiiltesi DETAE Molekiiler
Genetik Anabilim Dali ve Istanbul Tip Fakiiltesi Noroloji Ana Bilim Dali’na 1998-
2009 yillar1 arasinda bagvuran ve Huntington Hastaligi tanist konulan 102 birey
olusturmaktadir. Hastalarin cinsiyet, yas, baslangi¢ yasi, klinik 6zellikleri ve aile
hikayesi gibi bilgileri de elde edilmistir. Kontrol grubu ise kendilerinde ve ailelerinde
ndrodejeneratif bir hastalik gézlemlenmeyen 102 goniillii denekten olusmaktadir.
Her birey ile yapilan anketlerle cinsiyet, yas, dogum yeri, meslek gibi demografik
bilgiler toplanmistir. Hasta ve kontrol grubuna ait kan 6rnekleri ve agiz i¢i epitel
hiicreleri, bireylerin ¢alisma hakkinda bilgilendirilmesi ve yazili onaylarinin
alinmasindan sonra toplanmistir. Bu calisma T.C. Hali¢ Universitesi Insan

Arastirmalar1 Etik Kurulu izni ile gergeklestirilmistir.

3.2. Kimyasallar

Bu ¢aligmada kullanilan tiim kati ve sivi kimyasallar molekiiler biyoloji
kalitesinde olup, aksi belirtilmedigi takdirde marka olarak Sigma (ABD) ya da
Merck (ALMANYA) tercih edilmistir.
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3.3. Tamponlar, Soliisyonlar ve Enzimler

3.3.1. Hizh Genomik DNA izolasyonu (RGDE) Metodu ile Kandan DNA

Izolasyonunda Kullanilan Tamponlar ve Soliisyonlar

Hiicre Lizis Tamponu (pH 8.0): 10 mm/L Tris-HCI,
% 11 (w/v) Siikroz,
5 mm/L MgCl,
% 1 (v/v) Triton X-100

Hiicre Cekirdegi Lizis Tamponu (pH 8.0): 10 mm/L Tris-HCI,
% 1 (w/v) SDS,
10 mm/L EDTA,
10 mm/L Sodyum Sitrat

Sodyum Kloriir (NaCl): dH,O’da 5SM

Kloroform (CHCI;) : Saf kloroform (%100)
Izopropanol (C3HgO): Saf izopropanol (%100)
TE Tamponu: 20 mM Tris-HCI (pH 8.0),

0.1 mM EDTA (pH 8.0)

3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Tamponlar: ve DNA Polimeraz

Enzimleri

10X MgCl,’siiz Tampon: 200 mM (NH4),SO4
750 mM Tris-HCI, (pH 8.8)
% 0.1 Tween 20,
(Fermentas, LITVANYA)



MgClzZ

Deoksiriboniikleotidler (ANTP):

Taq DNA Polimeraz:
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dH,0’da 25 mM
(Fermentas, LITVANYA)

100 mM dATP, dCTP, dGTP ve
dTTP (Fermentas, LITVANYA)

Rekombinant Taq DNA
Polimeraz (Fermentas,

LITVANYA)

3.3.3. Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon Tamponlari

Ddel:

Reaksiyon Tamponu:

PstI:

Reaksiyon Tamponu :

Psyl:

Reaksiyon Tamponu:

10 U/pl (Fermentas,
LITVANYA)

Buffer Tango

33 mM Tris-asetat (pH 7.9),
10 mM magnezyum asetat,
66mM potasyum asetat,

0.1 mg/ml BSA

10 U/ul (Roche, ALMANYA)
SuRE/Cut Buffer H

500 mM Tris-HCI,

100 mM MgCl,,

1 M NaCl,

10 mM Dithioeritritol, pH 7.5

10 U/ul (Fermentas,
LITVANYA)
Buffer B

10 mM Tris-HCI,
10 mM MgCl,,

0.1 mg/ml BSA



Psul:

Reaksiyon Tamponu :

Bsh1236I:

Reaksiyon Tamponu :

Mspl:

Reaksiyon Tamponu:
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5 U/ul (Fermentas,
LITVANYA)
Buffer B

10 mM Tris-HCI,
10 mM MgCl,,

0.1 mg/ml BSA

10 U/pl (Fermentas,
LITVANYA)

Buffer R

10 mM Tris-HCI (pH 8.5),

10 mM MgCl,,

100 mM KCI, 0.1 mg/ml BSA

10 U/ul (Roche, ALMANYA)
SuRE/Cut Buffer L

100 mM Tris-HCI,

100 mM MgCl,,

10 mM Dithioeritritol, pH 7.5

3.3.4. Elektroforez Tamponlar1 ve Jel Sistemleri

10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) :

10X Bromofenol Mavisi (BPB) :

Etidyum Bromid (EtBr) :

% 1 veya %2’lik Agaroz Jel :

890 mM Tris-Baz,

890 mM Borik Asit,

20 mM Na,EDTA.2H,0,
(pH 8.3)

2.5 mg/ml BPB

10 mg/ml

0.5 X TBE Tamponu i¢inde
%1 veya %2 (w/v) agaroz
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3.3.5. Oligoniikleotid Primerler

Tablo 3.1.Polimorfik bolgeleri cogaltmak i¢in kullanilan primer dizileri

Lokus Primer Dizisi (5°—3°)
NRIF: 5’-CGTTCTTGCCGTTGATGA-3’
ORINI NRI1R: 5’-GTAAGAGCCAGCAACGGAG-3’
GRIN2A 2A rs1969060F:5’-GGTTTTAAGATTTGTGCCAGG-3’

(rs19690600) 2A 1s1969060R:5’-CTTAGACCGAGTTGGCAACA-3’

GRIN2B
2B 1s890F:5’-GCTGTCAGCCATTCCTGTT-3’
5072T/G
2B 1s890R 5°-CATGAATTTAGCCAGAGCCTC-3’
(rs890)
GRIN2B
S01G/A 2B 1s1042339F:5’-GACCACAAGCGCTACTTCAG-3’
2B rs1042339R:5’-TGTCATACAGGTTGCCTGCT-3’
(rs1042339)

GRIN2B C2664T | 2B rs1806201F:5’-AGACTATTCGCTTCATGC-3’
(rs1806201) 2B rs1806201R:5’-GTGTGTTGTTCATGGCTG-3’

TP53 R72P TP53 F:5’-GAGGACCTGGTCCTCTGACT-3’
(rs1042522) TP53 R:5’-GTAGGTTTTCTGGGAAGGGA-3’

IT-15 CAG P3F:5’-TCTGCTTTTACCTGCGGCC-3’
tekrari HD3:5’-GGCGGTGGCGGCTGTTGCTGCTGCTGCTGC-3"

3.3.6. DNA Biiyiikliik Markorleri

GeneRuler 100 b¢ DNA markorti : 80, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900, 1000 baz ciftlik fragmentler

iceren DNA markdrii  (Fermentas,

LITVANYA)
3.3.7. Cihazlar
Thermo-Cycler : Techne TC-512 (INGILTERE)
Santrifiijler : Mikrosantrifiij, MiniSpin Plus

(Eppendorf, ALMANYA)



Derin Dondurucular :

Yatay Elektroforez Sistemleri :

Gii¢ Kaynaklart :

Is1 Blogu :

Dokiimantasyon Sistemi :

Manyetik Karistiricilar :

Buzdolaplart :

Spektrofotometreler :

Su Banyolart :

Su Aritma Sistemi :

Otoklav :

Vorteks :
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-20°C, 2021 D (Argelik, TURKIYE)
-20°C, GSD26410NE
(Bosch, ALMANYA)

Flowgen (INGILTERE)
Sub-Cell GT (BIO-RAD, ITALYA)

EPS 301 (Amersham Pharmacia
Biotech, ISVEC)

PowerPac Basic, PowerPac Universal
(BIO-RAD, ITALYA)

DB 2D (Techne, INGILTERE)

Bio-RAD Universal Hood 11
(BIO-RAD, ITALYA)

MR 3001 (Heidolph, ALMANYA)

Beko 8742, Argelik 3061 Plus
(TURKIYE)

Schimadzu UV 1601 JAPONYA)

Niive BM 402 (TURKIYE)

Millipore Milli Q Synthesis A10
(FRANSA)

Dik Tip Otoklav (BES, TURKIYE)

Heidolph REAX (ALMANYA)



Tartilar :
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Hassas Terazi, XB 220 A
(Presica, ISVICRE)
Terazi, KB 400-2
(KERN, ALMANYA)
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4. YONTEMLER

4.1. Periferal Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Bu tez ¢alismasinda hasta ve kontrol grubu kanlarindan DNA izolasyonu i¢in
Hizli Genomik DNA izolasyon (Rapid Genomic DNA Extraction-RGDE) metodu
kullanilmistir. Bu yontemde, EDTA’l1 tiiplerde toplanmis kan 6rneklerinden 500’er
ul alinarak 1,5 ml’lik tliplere aktarilir ve ilizerine 1 ml hiicre lizis tamponu eklenir.
Tiip hafifce calkalanarak 6rnek ve tamponun karigsmasi saglanir ve 6000 rpm’de 2
dakika santriflij yapilir. Siipernatant atildiktan sonra pellete tekrar 1 ml hiicre lizis
tamponu eklenir, ¢ozlilmesi saglanir ve 6000 rpm’de 2 dakika santrifiij islemi yapilir.
Bu asama acik renk pellet elde edilene kadar tekrarlanir. Daha sonra pellet {izerine
300 ul hiicre ¢ekirdegi lizis tamponu eklenir ve pelletin ¢oziilmesi saglanir. 100 ul 5
M NaCl ve 600 wl kloroform eklenerek tiip hafif¢e calkalanir ve 6000 rpm’de 2
dakika santrifiij yapilir. Bu asamanin ardindan tiipte iki faz goriiliir. Ustteki faz
mikropipet ile dikkatlice alinarak yeni bir tiipe aktarilir ve iizerine 600 ul soguk
izopropanol eklenerek tiip bir ka¢ defa c¢evrilir. Bu asamada DNA yogunlasarak
iplik¢ikler seklinde goriilmeye baslar. DNA nin ¢dkmesi i¢in 13000 rpm’de 1 dakika
santrifiij yapilir. Siipernatant atilarak tiip 10-15 dakika oda sicakliginda kurumaya
birakilir. DNA 50-100 ul TE tamponunda ¢oziilerek 4°C veya -20°Cde saklanir.

4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), belli bir DNA dizisinin in vitro ortamda
enzimatik olarak sentezlenmesini ve DNA molekiiliiniin ¢cok sayida kopyasinin elde
edilmesini saglayan bir yontemdir. Reaksiyon ¢ift iplikli bir DNA molekiiliinde
hedef dizilere iki sentetik oligoniikleotid primerin baglanmasi ve zincirin uzamasi
esasina dayanir. PCR’da dongiiler halinde tekrarlanan ii¢ basamak bulunmaktadir. Tlk

basamak olan denatiirasyon asamasinda kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik
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derecelerinde denatiire edilir. Genellikle 94-95°C denatiirasyon i¢in uygundur.
Primerlerin tek iplikli DNA molekiilleri ilizerinde kendilerine tamamlayici olan
bolgelere baglanmasi ikinci basamagi olusturur ve bu baglanma siklikla 55-60°C’de
gerceklesir. Uciincii basamakta ise Taq polimeraz enzimi, uygun tampon ve
dNTP’ler (deoksiriboniikleotid trifosfat) varliginda primerlerin 3’ ucundan uzamasini
saglar ve boOylece yeni bir DNA dizisi sentezlenmis olur. Zincir uzamasi Taq
polimeraz aktivitesinin en yiiksek oldugu 70-75°C arasinda gergeklestirilir. Her bir
dongli sonucunda DNA miktar1 iissel olarak artar. Dongli sayist da kalip DNA
miktaria gore belirlenir ve PCR’da genellikle 25-40 dongii uygulanir.

Bir PCR dongiisii icin gerekli olan temel bilesenler kalip DNA molekiili,
yiiksek 1s1ya dayanikli Taq polimeraz enzimi, dNTP karigimi, primerler, uygun pH
ve iyon kosullarini saglayan enzim tamponu ve MgCl, dir. Mg*" iyonu, primer ile
DNA arasindaki baglanmayr ve DNA polimerazin kalip-primer kompleksi ile
birleserek olusturdugu replikasyon kompleksini stabilize eder. Taq DNA polimeraz,
tamamlayict DNA dizisinin sentezi sirasinda serbest dNTP’ye ihtiyag duymaktadir
Deoksiriboniikleozid trifosfatlar dATP, dGTP, dTTP, dCTP karisimi olarak
hazirlanirlar ve Taq DNA Polimeraz enzimi, ortamdaki dNTP’leri kullanarak kalip
DNA iplik¢igine tamamlayict bir DNA ipligini meydana getirecek sentez
reaksiyonunu katalizler. Enzim, tamamlayici DNA sentezini baslatmak i¢in
primerlere ihtiya¢ duymaktadir. Primerler ¢ogaltilmak istenen bdlgenin iki ucuna
ozgii, bu bolgedeki baz dizilerine tamamlayici 6zellikte 18-25 baz uzunlugunda olan
oligoniikleotidlerdir. Sentezin yonii 5’ ucundan 3’ ucuna dogru olup, primerin serbest
3’ hidroksil ucuna ortamdaki dNTP’lerin fosfodiester baglari ile baglanmasi sonucu
yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir. Kullanilan enzim tamponu ise Taq
polimeraz enziminin en iyi sekilde ¢alisabilmesi i¢in uygun ortami saglar. Ayrica
GC-zengin bolgelerinin amplifikasyonunu saglamak i¢in 10X GC-rich soliisyonu,

%10 DMSO veya Q soliisyonu da kullanilir.
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4.3. Primer Dizaym

Calismada kullanilan primerler referans makalelerde tanimlanmis primer
dizileridir (Arning vd., 2005a). Bu primerlerin ilgili genler {izerinde baglandiklar1
bolgeler  internet  tabanli  elektronik PCR  ile  kontrol  edilmistir

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/e-pcr/reverse.cgi).

4.4. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR’1n ardindan elde edilen amplifikasyon tiriinlerinin degerlendirmesi agaroz
jel elektroforez yontemi ile yapilmaktadir. Agaroz jel elektroforezi DNA pargalarinin
molekiiler agirliklarina gore ayrilmasini saglar. Jeli hazirlamak icin agaroz 0,5X TBE
soliisyonunda yiiksek sicaklikta ¢ozdiiriiliir. Agaroz tamamen ¢dziindiikten sonra
55°C’ye sogumasi beklenir ve soliisyona Etidyum bromiir (EtBr) eklenir (0.5
mg/ml). Etidyum bromiir DNA bazlar1 arasina girerek UV 15181 altinda floresan 1s1ma
yapar. EtBr giicli bir mutajenik ajan oldugu i¢in jel dokme isleminin,
havalandirilmas1 uygun odalarda ya da c¢eker ocakli kabinler icerisinde yapilmasi
tavsiye edilir. EtBr eklendikten sonra ¢ozelti jel kasetine herhangi bir kabarcik
kalmamasina dikkat edilerek dokiiliir. Orneklerin yiiklenecegi kuyucuklar ise taraklar
yardimiyla olusturulur. Agaroz jel bu sekilde 15-30 dakika polimerize olduktan
sonra kullanilabilir. Ornekler yiikleme soliisyonu ile karistirilip polimerize olan jele
yiiklenir ve 150 V elektrik akiminda 15-20 dk yiiritiiliir. Yikleme soliisyonu
orneklerin jel kuyucuklarina oturmasini ve elektroforez sirasinda Ornegin takip
edilmesini saglar. Elektroforez sonrasi bantlarin boylari jel dokiimantasyon cihazinda

UV 15181 altinda belirlenir.

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan agaroz konsantrasyonu %0,5-3,0
arasinda degistirilerek jelin por capi ayarlanabilir. Bu sekilde hazirlanan ytiksek
konsantrasyonlu jeller ile kiiciik, diisiik konsantrasyonlu jeller ile de biiyiik DNA
fragmanlarinin en uygun sekilde jelde yiiriitilmesi saglanir. Agaroz jel

konsantrasyonu elektroforezi yapilacak iiriiniin biiyiikliigiine uygun olarak belirlenir.
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4.5. Restriksiyon endoniikleaz kesimi

Simif II restriksiyon endoniikleazlar1 DNA Grneklerini  4-8 niikleotid
uzunlugunda ozgilin palindromik dizilerden taniyan ve ayni bolgeden kesen
enzimlerdir. Boylece bir restriksiyon tanima ve kesim bolgesini degistiren, yani bir
kesim bolgesi olusturan ya da varolan kesim bolgesini ortadan kaldiran nokta
mutasyonlarini tespit etmek icin kullanilabilirler. Mutasyon noktasini ¢evreleyen
primerler ile gerceklestirilen PCR reaksiyonunun ardindan tek nokta mutasyon

bolgesinden kesen bir enzim segilerek analiz edilir.

DNA molekiillerinin restriksiyon endoniikleazlari ile kesilmesine restriksiyon
kesimi adi verilir. Restriksiyon kesimi sonrasinda enzimin tanima ve kesme
bolgesinin varligina gore DNA Ornekleri fragmentlere ayrilir. Olusan DNA
fragmentleri uzunluklarina gore agaroz jel elektroforezinde ayrilir ve UV altinda
goriintiilenir. Mutasyonlarin varli§i olusan DNA fragmentlerinin uzunluguna

bakilarak tespit edilir.

4.6. PCR Saflastirma

DNA dizi analizinden once, PCR ile amplifiye olmus DNA’nin diger
kontaminantlardan ~ ayrilmas1  amaciyla =~ PCR  saflagtirilmasi  igleminin
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Kaotropik tuz guanidin tiyosiyanat varliginda PCR
ile cogaltilan DNA filtreli tiipteki dzel cam fiberlere segici olarak baglanir. Ozel cam
fiber sadece minimum 100 bp uzunlugunda olan DNA fragmentlerini baglar, boylece
oligoniikleotidler ve dimerize olmus primerler PCR reaksiyonlarindan segici olarak
uzaklastirilir. Ik asamada PCR f{iriinii baglama tamponuyla karisitirilir. Boylece iiriin
filtreli tiipte cam fiberlere baglanir. Daha sonra baglanan DNA kontaminantlarin
uzaklastirllmast amaciyla yikama tamponuyla yikanir ve saflagtirrmis DNA
ayristirma tamponuyla geri kazanilir. Baglanmis DNA boylece hizli yikama ve
dondiirme asamalari ile kontamine eden primerlerden, niikleotidlerden ve tuzlardan
arindirilmis  olur. Bu metod organik solvent ekstraksiyonlarina ve DNA

presipitasyonuna ihtiyaci ortadan kaldirir ve 6rneklerin hizli piirifikasyonunu saglar.
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Saflastirilmis DNA 100 bg’den kiiciik DNA fragmentlerinden ve mineral yagi,
primerler, tuzlar, niikleotidler ve proteinler (termostabil enzimler) gibi diger

kontaminantlardan arindirilmistir.

4.7. Dizi analizi

DNA dizi analizi, DNA Orneklerindeki baz dizilerinin sirasini belirleme
yontemidir. DNA dizi analizinde giiniimiizde birbirinden farkli iki ydntem
kullanilmaktadir. Bu iki yontem; Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma ydntemi
(Maxam vd.,1977) ve Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemidir (Sanger
vd.,1977). Maxam ve Gilbert’in gelistirdikleri yontemin prensibi hidrazin, dimetil
stilfat ya da formik asit ’in, DNA’ da bulunan bazlar1 6zgiil olarak degistirmesine ve
daha sonra eklenen piperidinin degisiklige ugramis niikleotitlerin bulundugu
noktalardan zinciri kirmasina dayanir. Sanger YoOntemi ise zincir sonlandirilmasi
yontemidir. Bu yontem enzimatik DNA sentezine dayanir ve giliniimiizlin en yaygin
kullanilan DNA dizi analizi teknigidir. Bu yontemde dizisi saptanacak olan DNA
ipligi yeni sentezlenecek iplik i¢in kalip olarak kullanilir. DNA sentezini saglamak
icin Klenow, Taq DNA polimeraz, ters transkriptaz ya da sekuenaz enzimlerinden
birisi kullanilabilir. Yontemin temeli DNA polimerazin dNTP’lerin yanisira
deoksiribozun 3>  pozisyonunda OH  grubu  tasimayan  ddNTP’leri
(dideoksiriboniikleozit trifosfat) de substrat olarak kullanabilmesine dayanur.
Sentezlenen DNA’ya bir ddNTP nin katilmasi 3’ pozisyonunda OH grubu olmadig:
icin sentezi durdurur. Dizi analizi yapilirken dort ayr1 reaksiyon karigimi hazirlanir.
Her bir karisim kalip DNA zinciri, bir primer, dNTP’lerin dordii ve ddNTP’lerden
birini az miktarda igerir. Ozgiil zincir sonlanmast i¢in her bir reaksiyonda farkli bir
ddNTP bulunur. Reaksiyonlarin her birinde ¢ok az miktarda modifiye niikleotit
kullanildig1 i¢in yeni zincir sentezi rastgele sonlanarak bir dizi DNA fragmenti
meydana gelir (Klug vd., 2000). Reaksiyonlar sonucu elde edilen DNA parcalarina
elektroforez uygulanarak jel lizerinde yanyana yiiriitiiliir. Uygulanan elektriksel
alanin etkisi ile DNA parcaciklar1 en kisasi en 6nde olmak iizere jel iizerinde bir
merdiven goriintiisii olusturur. Isaretleme yontemine gore jel iizerinde, tespit edilen

parcaciklar reaksiyon karisimina konulan ddNTP’nin tipine gdére okunur (Klug vd.,
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2000). Bu yontem, jel elektroforezi yerine kapiler elektroforez sisteminin
uygulanmasi ile gelistirilmistir. Kapiler elektroforez biyomolekiilleri ayirmak ig¢in
hidrofilik ya da hidrofobik fazla kapli kiiclik silika kapilerler kullanir. Voltaj
uygulandiginda analitler yiik/biiyiiklik oranina da orantili olan -elektroforetik
hareketlilige gore birbirlerinden ayrilir. Elektroforez kapiler tiipiin i¢inde ger¢eklesir.
Bu yontemde yonteminde boya terminasyon isaretleme adi verilen bir metod
kullanilarak farkli bazlarda sonlanan DNA sentez {irlinlerine floresan igaretli boyalar
isaretli boyalar1 uyarmak i¢in bir lazer, boyalarin yaydigi 15181 toplamak icinse bir
CCD kamera kullanilir. Boylece, lazer uyariminin ardindan dort boya tarafindan
yayillan farkli dalga boylarindaki 151k tek kulvarda ayirdedilebilir. Floresan
miktarlarinin Slgiilmesi ve yorumlanmasinin ardindan DNA 6rnegindeki baz dizisi
saptanir. Bu tez calismasi gergevesinde yapilan dizi analizi reaksiyonlar1 fontek A. S.
tarafindan kapiler elektroforez islemine tabi tutulmustur. Dizileme sonuglari

Chromas-v1.45 programi ile goriintiilenmis ve analiz edilmistir.

4.8. Fragment Analizi

Fragment analizi, floresan isaretli primerlerle ¢ogaltilan PCR &rneklerinin
uzunlugunu ve miktarlarin1 belirlemek i¢in kullanilan bir kapiller elektroforez
yontemidir. Fragment analizi i¢in yapilan PCR’da floresan isaretli primerler
kullanilir ve boylece DNA fragmentlerinin elektroforez esnasinda lazer uyarimi ile
tespit edilmesi saglanir. Analiz sonuglarinin yorumlanmasina yardimer olmak iizere
gelistirilmis olan Peak Scanner v.1.0 yazilimi ile fragmentlerin uzunluklar bir grafik
tizerinde tepecikler olarak goriintiilenir. Her analizde internal biiyiiklilk markorii
(6rn. TAMRA) kullanilarak bir standart egri ¢izilir, rneklerin boyu bu egriye gore

hesaplanir.
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4.9. Tek Niikleotid Polimorfizmlerinin (SNP) Tespiti

Bu tez ¢alismasinda Tablo 4.1.’de verilen NMDAR alt iiniteleri ve TP53 teki
SNP’lerin belirlenmesi amaciyla, dnce s6z konusu polimorfizm bolgeleri Tablo
3.1.’de belirtilen primerler kullanilarak PCR yontemi ile ¢ogaltilmistir. Polimorfik
bolgeleri ¢ogaltmak icin kullanilan primerlerin genomik DNA dizisine baglanma
bolgeleri Tablo 4.2.°de gosterilmistir. PCR sartlart Tablo 4.3.te ve PCR
komponentleri Tablo 4.4.’te belirtilmistir. PCR reaksiyonu fiiriinlerini kontrol etmek
amaci ile 5 pl PCR iiriinii 3 pl yiikleme tamponuyla karistirilarak %2’lik agaroz jele
yiiklenmis ve drnekler 100V ta 15-20 dakika yiiriitilmiistiir. Elektroforez sonrasinda
jel, dokiimantasyon cihazinda UV 15181 altinda incelenmis ve Quantity-one programi

kullanilarak bantlar analiz edilmistir.

Basarili PCR iiriinleri SNP’lerin belirlenmesi i¢in ilgili restriksiyon enzimleri
ile kesilmistir. Bu calismada yapilan restriksiyon reaksiyonlar1 i¢in kullanilan
enzimler, enzimlerin tanima ve kesme bolgeleri ve inkiibasyon sartlar1 Tablo 4.5’te
verilmistir. Reaksiyon reaksiyonu PCR metoduyla ¢ogaltilmis DNA, restriksiyon
enzimi, Uretici tarafindan tavsiye edilen tampon ve deiyonize su igerir. DNA
ornekleri i¢in reaksiyon karisimi hacmi 25 pl olacak sekilde hazirlanmis ve her 6rnek
icin 1-2 U enzim kullanilmistir. Inkiibasyondan sonra 15 pl reaksiyon karigimi
agaroz jelde 15-20 dk yiritilmis, O©rnekler jel dokiimantasyon cihazinda

goriintiilenmis ve ilgili polimorfik bolge analiz edilmistir.

Restriksiyon kesimi ile elde edilen sonuglarin dogrulanmasi i¢in dizi analizi
yontemi uygulanmistir. Dizi analizi gerceklestirilecek orneklerin kontaminantlardan
uzaklastirllmast  amaciyla ise once PCR  driinlerinin  saflagtirilmasi
gerceklestirilmistir. Bu tez ¢alismasinda PCR f{iriinlerinin saflastirilmasit Roche High
Pure PCR Purification Kit kullanilarak 45 wl PCR iiriinii ile yapilmistir. PCR
tirtinlerinin iizerine 250 ul baglanma tamponu eklenmis, filtreli tiipe aktarildiktan
sonra maksimum hizda bir dakika santrifiij yapilmis ve boylece DNA’nin filtreye
baglanmas1 saglanmistir. Santrifiijden sonra iist siv1 atilarak 250 ul yikama tamponu

eklenmis ve santrifiij islemi yapilmistir. Yikama basamagi bir kez daha tekrarlanarak
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DNA’nin diger kontaminantlardan ayrilmasi saglanmistir. Filtreye 60 ul ayristirma
tamponu eklenerek santrifiij islemi tekrarlanmis ve bu sekilde DNA’nin filtreden geri
kazanilmasi saglanmigtir. Saflastirma isleminin kontrolii i¢gin PCR f{irlinii %2’lik
agaroz jelde yiriitilmis ve jel dokiimantasyon cihazinda degerlendirilmistir.
Saflastirilan PCR firiinleri dizi analizine tabi tutularak restriksiyon kesimi ile elde

edilen sonuglar dogrulanmustir.

4.10. IT-15 Genindeki CAG Tekrarinin Molekiiler Analizi

Klinik olarak Huntington Hastalig1 tanis1 koyulmus, ancak gendeki CAG tekrar
sayilar1 bilinmeyen Orneklerin IT-15 genindeki CAG tekrar bolgesi HD3 ve P3F
primerleri (Tablo 3.1.) ile c¢ogaltilmistir (Tablo 4.3.). CAG tekrar sayilarinin
fragment analizi yontemi ile hesaplanabilmesi icin floresan isaret tasiyan primer
kullanilmigtir (HD3-FAM). Floresan isaretli PCR f{iriinlerinin boyu Peak Scanner™

Software v1.0 programi ile incelenerek tekrar sayilart hesaplanmigtir.

Tablo 4.1. NR1, NR2A, NR2B ve TP53 lokuslarindaki SNP’ler

Lokus Polimorfik bolgeler (5° 2 3°)

GRINI

Ry | CCTGCGCTACGCCCCIA/GIGACGGTGAGTGCTGG
GRIN2A | 110 A TAGAGCCCTGCC/TITCAGTTGGATGAGTT
rs1969060
GRINZB | 1 G TTCATGGTTGC[A/GIGTGGGGGAGTTCATT
rs1806201
GRINZB | .11 A A GCGCGACTCCIA/GI TCAGCGGAGGAGGGC
rs1042339
Gﬁgﬁ‘* TAGCTTTTCCCAAAC[G/T|GATCTTTTCATTTAG

g;f, CAGAGGCTGCTCCCC[C/GICGTGGCCCCTGCACC
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Tablo 4.2. Primerlerin genomik DNA dizilerine baglanma bolgeleri ve SNP’lerin

cogaltilan bolge icinde gdsterilmesi

NR1 rs6293

GCCTGGGAGGCTCCTGGGTTCTGGGCCGCAGCGCCTCTGC
GAGGTCTGCAGGCTTCGCTCTAGGAGGGGATGGGGGCTGGGCAGGTCCCTGCTCCAGAG
GAGGAGGACCTGGGCCTGCGGAGCGCCGCGGTGGGAGTGCTGGAGTCCTGGCCCGTCAT
CCCCGTCTGCCCCACAGCGAGGACGATGCTGCCACTGTATACCGCGCAGCCGCGATGCTG
AACATGACGGGCTCCGGGTACGTGTGGCTGGTCGGCGAGCGCGAGATCTCGGGGAACGC
CCTGCGCTACGCCCCAGACGGTGAGTGCTGGGCCTTGGCGGGGTCCCCGAACGGGGAGG
ACCCCACGGGCTCTGAGTCGCATGCTCGCCTAGGCATCCTCGGGCTGCAGCTCATCAACE

NR2A rs1969060

ACAAAAAGAGGGCCACAGCTGCCCCCAATGTTCAGCTG
CATTCCCAAGCTAGAGAACGAGACACTTCCAAATCTGAAATAACTCATCCAACTGA.GC
AGGGCTCTATAAACAACAGACAAGTAAAATACATTGAATAAATATTACATAATCTATTTT
CTTTAGTGGTTGTGTCTGTATATATGTGGGTACATTCAGGTGTGGTTTTTACAATGACCCT
TCGAAGTGGGTATTATAATTACAACTTTATATGTGAGAAAACTAAGGTTTAAGATTTGAT

TAGTAACCTGGCACAAATCTTAAAACC

NR2B rs1806201

| GIGTGTTGTTCATGGTTGCGGTGGGGGAGTTCATTACAGACTGGCGCTCCTCGATCGCCA

CCCCATGGATGCAGCTGTAGATACCCTGAAGCAAGAATGGAGGGACAGGTTAGATCTCC
AGAGAGGCTAGAAATGACCACAAAAAACACTCTCCCACCAATAATTGCTCCAACTGGAT
AAGAAAAAGGGAA

GRIN2B rs1042339

TTCTTGCAAGCCTCACACCGGATGCACGCCTGCCTGCCCG
AGTTCTGACCCGTCACCGTCGTGGAGTAGTTGTGCAGCTTGGAGGGACAGCTGCGGCAG
AAGTTGCCCCCGGACCGGTCCTCCCACTCCACGTTGGTCAGGTTCTTCTCCCAAGGTGCA
GGTACCCCGCTGACCACGCCGTGTTTGTCGCCCGTCCCGTGCTTGATGTGAGACCTGTTG
GTACAGGGCCCTCCTCCGCTGACGGABTCGCGCTTAAAGTCATCACTCCGCTCCTTGTAG
ATGTCGGTCAGGTCTACGTGCTCCCAGTGGGGTGAGTTCTCCTTTGTTCGGAACTGGTCC
AGGTAGAAGTCCCGTAGCCCTTCCTTGTCC

GRIN2B rs890

TTTCCTTTCACAAGCAGTGTGCTAAATGGTCTCACATAG
ATGCTTTTGCTTCCTCACCTAAATGAAAAGlTCAGTTTGGGAAAAGCTACCTTTGTGCTC
ACATAGCCTCTTTTTGGTTCTCCCAGCTTCACTCAAAGAGGATATCAAGGAGCTCTTCCAC
ACCAGGAGGAAGCCCGCATGCAGCCCTTCCTTTCTCCGCTCTACCCTCCCCTGCTGAGAG
GGCCCATGGCATCATCTCATGGG

TP53 R72P

| GAGGACCTGGTCCTCTGACTGCTCTTTTCACCCATCTACAGTCCCCCTTGCCGTCCCAAGC

AATGGATGATTTGATGCTGTCCCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACTGAAGACCCAGG
TCCAGATGAAGCTCCCAGAATGCCAGAGGCTGCTCCCCECGTGGCCCCTGCACCAGCAGC
TCCTACACCGGCGGCCCCTGCACCAGCCCCCTCCTGGCCCCTGTCATCTTCTG

IT-15 CAG tekrar

| EETGCTITTACCTGCGGCECAGAGCCCCATTCATTGCCCCGGTGCTGAGCGGCGCCGCGA

GTCGGCCCGAGGCCTCCGGGGACTGCCGTGCCGGGCGGGAGACCGCCATGGCGACCCTG
GAAAAGCTGATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA
GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA




Tablo 4.3. PCR dongiisii sartlar

Lokus

Dongii sartlar:

Dongii sayisi

IT-15 CAG tekran

95 °C, 5dk
Hot start 80°C
94 °C, 30sn
63°C, 45 sn
72 °C, 1 dk

40

GRIN1

94°C, 5dk
94 °C, 1dk

60.3°C, 1 dk
72°C, 1 dk
72 °C, 10 dk

35

GRIN2A

rs1969060

94°C, 5dk
94 °C, 1dk

60.3°C, 1 dk
72°C, 1 dk
72 °C, 10 dk

35

GRIN2B

rs1806201

94°C, 5dk
94 °C, 1dk

48.3°C, 1 dk
72°C, 1 dk
72 °C, 10 dk

35

GRIN2B

rs1042339

94°C, 5dk
94 °C, 1dk
53.7°C, 1 dk
72°C, 1 dk
72 °C, 10 dk

35

GRIN2B
rs890

94 °C, 5dk
94 °C, 1dk
57.1°C, 1dk
72°C, 1 dk
72 °C, 10 dk

35

TP53 R72P

94°C, 5dk
94 °C, 1dk

60.3 °C, 1 dk
72°C, 1 dk
72 °C, 10 dk

35
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Tablo 4.4. PCR komponentleri

IT-15
L, GRIN1A GRIN2A GRIN2B GRIN2B | GRIN2B TPS3
Icerik CAG rs196906
156293 rs1806201 | rs1042339 rs890 R72P
tekrari 0
1X 1X 1X 1X 1X 1X
PCR 1X
Buffer | (NHa), (NHg), | (NHg)2 | (NHig)2 | (NHa)
Tamponu KCI
a SO, SO, SO, SO, SO,
0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
dNTP
mM mM mM mM mM mM mM
12.5 10 10 10 10 10 10
Primer
pmol pmol pmol pmol pmol pmol pmol
%10
DMSO - - - - - -
DMSO
3.5 1.5 2.5 1 2 1 1.5
MgClz
mM mM mM mM mM mM mM
Taq
Polimeraz 1U 1 1U 1y 1y 1U 1U
(Fermentas)
50-100 | 50-100 | 50-100 | 50-100 | 50-100 | 50-100 | 50-100
DNA
ng ng ng ng ng ng ng
Toplam
25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul

hacim




Tablo 4.5. Restriksiyon analizi sartlart

Inkiibasyon | Inkiibasyon
Lokus Enzim Kesim bolgesi
sicakhig: siiresi
5'-C*"C G G-3'
GRIN1 Mspl 37°C 2h
3'-G G C*C-5'
GRIN2A 5’-C"'TN A G-3’
Ddel 37°C 2h
rs1969060 3’-G AN TAC-5’
GRIN2B 5’-CTGC A"G-3’
Pstl 37°C 2h
rs1806201 3’>-GPACGTC-5
GRIN2B 5>-GACNANNGTC-3’
Psyl 37°C 2h
rs1042339 3>-CTGNN”NCA G-5°
GRIN2B 5S>-R"GATCY-3
Psul 37°C 2h
rs890 3’-YCT A G"R-5’
5’-C GMC G-3°
TP53 R72P | Bsh1236I 37°C 2h

3’-GC"G C-5°

48
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5. SONUCLAR

5.1. Orneklerin Tanimi

Bu tez caligmasina 46 erkek ve 56 kadin olmak iizere toplam 102 Huntington
hastas1 ve norolojik olarak saglikli 56 erkek ve 46 kadin olmak iizere toplam 102
saglikli birey dahil edilmistir. Saglikli bireylerin yas ortalamas1 49,46°dir.
Huntington Hastalar1 ise 21-95 yaslar1 arasinda olup, ortalama yas 52,27 olarak
belirlenmistir. Hastalarin baslangi¢c yaslar1 16-80 yas arasinda degismektedir ve
baslangi¢ yas1 ortalamasi 40,75 yas olarak hesaplanmistir.

5.2. DNA izolasyonu

Bireylerden alinan kan Ornekleri EDTA’l tliplerde toplanmis ve RGDE
metoduyla DNA izolasyonu yapilmstir. Izolasyon sonrasinda DNA 6rnekleri %1°lik
agaroz jelde incelenmis ve DNA’nin parcalanmadan elde edildigi gosterilmigtir
(Sekil 5.1.). DNA o6rneklerinin saflik ve konsantrasyon analizleri spektrofotometrik

yontemlerle belirlenmistir.

Genomik DNA ornekleri

Sekil 5.1. DNA izolasyonu sonrasinda 6rneklerin %1°lik agaroz jelde

goriintiilenmesi
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5.3. Huntington Hastalarimin CAG Tekrar Sayillarinin Belirlenmesi

Huntington hastalarinda IT-15 genindeki CAG tekrar sayilarini belirlemek i¢in
ekson 1°deki CAG tekrar bolgesi HD3FAM ve P3F primerleri kullanilarak
cogaltilmistir. PCR tirlinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek normal ve artmis sayida
CAG tekrar tasiyan aleller belirlenmistir (Sekil 5.2.). Bunu takiben 6rnekler kapiler
elektroforez ile fragment analizine tabi tutulmus ve alel uzunluklar1 Peak Scanner

v1.0 programiyla degerlendirilmistir (Sekil 5.3.).

300he

} mutant allel
} normal allel

200 be

100 h¢ DNA markorii

Sekil 5.2. IT-15 PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi
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Sekil 5.3. CAG tekrar uzunluklarinin fragment analizi ile belirlenmesi

Sonuglar dogrultusunda Huntington hastalarinda 39 ile 75 CAG tekran
arasinda degisen 22 farkli mutant alel belirlenmistir. En sik gozlenen aleller 42 ile 47

CAG tekrar sayis1 araligindadir. Heterozigotluk orant % 100’diir. En sik goriilen alel
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47 CAG (%]12.7) tekrarlidir, bunu 43 (%11.8) ve 44 (%11,8) tekrarhi aleller takip
etmektedir (Sekil 5.4.).

14

12

Goriilme sikhig (%)
N

I ||‘|||||||.

3940414243444546 4748 495051525354555658596775
CAG tekrar sayisi

Sekil 5.4. Huntington hastalarinda belirlenen artmis CAG tekrar sayilari

Huntington hastalarinin normal alellerindeki CAG tekrar sayisinin ise 12-29
tekrar arasinda degistigi ve en sik gdzlenen alel araliginin 17-20 CAG tekrar araligi
oldugu belirlenmistir. Incelenen bireylerde 16 farkli normal alel saptanmustir. 17
CAG tekrari en sik (9%27.5) goriilen aleldir, bunu 18 (%25.5) ve 19 (%12.7) tekrarh

aleller takip etmektedir.

5.4. SNP’lerin PCR-RFLP Metoduyla Belirlenmesi

102 saglikli ve 102 hasta bireye ait DNA Orneklerinde NR1 rs6293, NR2A
rs1969060, NR2B rs1806201, rs1042339 ve rs890 ve TP53 R72P polimorfik
bolgeleri Bolim 4.9.°da belirtilen PCR sartlartyla ¢ogaltilmigtir. Cogaltilan PCR
tiriinleri agaroz jel elektroforezine tabi tutulduktan sonra UV 1s181 altinda
goriintiilenmistir. Basarili bir sekilde ¢ogaltildig: tespit edilen PCR 6rnekleri, 6zgiin

olarak SNP bolgesini tantyan ve kesen restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve kesim
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iriinleri agaroz jel -elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. Kesimden sonra farkli
uzunluklarda bulunan fragmentler jelin dokiimantasyon cihazinda Quantity-one
programu ile analizinin yapilmasiyla tespit edilmistir. Boylece SNP pozisyonlarindaki

bazlarin ve ilgili alellerin belirlenmesi miimkiin olmustur.

5.4.1. NR1 rs6293 SNP’sinin Belirlenmesi

NMDA reseptoriiniin NR1 alt iinitesini kodlayan GRINI geni kromozom
9q34.3’te yer alir. Toplam 102 saglikli ve 102 hasta bireyde NRI alt {initesini
kodlayan GRIN1 genindeki rs6293 SNP bolgesinin ¢ogaltilmast NRI1F ve NRIR
primerleri ile Boliim 4.9°da verilen sartlar kullanilarak gergeklestirilmistir. 424 baz

ciftlik PCR firiinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir (Sekil 5.5.).

—_— -

L ——

424 bg

100 he DNA

Sekil 5.5. GRINI rs 6293 PCR firiinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi

Polimorfik bolgede G bazi bulundugunda Mspl enzimi i¢in bir tanima ve
kesme noktasi olusur. Bu alel, yine bir Mspl kesim bolgesi iceren rs28687864 G aleli
ile baglantilidir. Dolayistyla, rs6293 ve rs28687864 polimorfik bolgeleri ayn1t PCR
reaksiyonunda c¢ogalmistir ve G alelleri varliginda iki Mspl kesim bolgesi
olusmaktadir. Genotiplere gore beklenen fragment uzunluklar1 Tablo 5.1.°de
verilmigtir. GRIN1 rs6293 SNP’sinin Mspl enzimi ile kesimiyle olusan fragmentlerin

jel goriintiisii ise Sekil 5.6.’da verilmistir.

Tablo 5.1. NR1 rs6293 genotiplerine gore olusan fragment uzunluklari

Genotip Fragment uzunluklart
AA 251 bp +173 bp
AG 251 bp +173 bp + 138 bp + 59 bp+ 114 bp + 113 bp
GG 138 bp+59bp + 114 bp + 113 bp




53

100 he DNA

113heg, 114 b
markdrii 59he o 3

Sekil 5.6. NR1 156293 PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde Mspl analizi

Sonuglar dogrultusunda HH’na sahip bireylerde GRIN1 genindeki rs6293
polimorfizminde en sik goriilen genotipin AG oldugu belirlenmistir. AG genotipini
sirastyla AA ve GG genotipleri takip etmektedir. Saglikli kontrol grubunda ise en sik
goriilen AA genotipi olmustur. Sirasiyla AG ve GG genotipleri AA genotipini takip

etmislerdir. S6z konusu genotiplere ait frekanslar Sekil 5.7.’de verilmistir.

GRIN1 rs6293 genotipi
(Hastalar ve Kontrol grubu)
60 w
43.14
50 A
40 -
30 -
20 -
10 -
-~ Kontrol
O p

Hasta

GG

Sekil 5.7. GRIN1 rs6293 genotip frekanslari (%)
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5.4.2. NR2A rs1969060 SNP’sinin Belirlenmesi

NR2A alt iinitesini kodlayan GRIN2A geni kromozom 16p13.2°de yer alir.
Toplam 102 sagliklt ve 102 hasta bireyin bu gendeki rs1969060 SNP boélgesinin
cogaltilmast 2A rs1969060R ve 2A rs1969060F primerleri kullanilarak PCR ile
gerceklestirilmistir. 325 baz ¢iftlik PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde ytiriitiilerek
kontrol edilmistir (Sekil 5.8.).

326 be

— e G S Gy Sy S

100 hg¢ DNA
markor

Sekil 5.8. GRIN2A rs1969060 PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi

Ddel enzimi orneklerin ¢ogaltilan bolgesinde, arastirilan polimorfizm disinda
da bir kesim bolgesine sahiptir. Polimorfizm bolgesinde C bazi bulundugunda enzim
icin yeni bir tanima ve kesme noktasi olusur. Genotiplere gore olusan fragment

uzunluklar1 Tablo 5.2.’de, fragmentlerin jel goriintiisii ise Sekil 5.9.’da verilmistir.

Tablo 5.2. GRIN2A rs1969060 genotiplerine gore olusan fragment uzunluklar

Genotip Fragment uzunluklar1
TT 280bp + 45 bp
CT 280 bp + 166 bp + 114 bp + 45 bp
CcC 166 bp + 114 bp + 45 bp
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100 h¢ DNA

Sekil 5.9. GRIN2A rs1969060 PCR iiriinlerinin %?2’lik agaroz jelde Ddel analizi

Sonuglar dogrultusunda Huntington hastalifina sahip bireylerde ve saglikli
kontrol grubunda GRIN2A genindeki rs1969060 polimorfizminde en sik goriilen
genotipin TT oldugu belirlenmistir. TT genotipini sirasiyla CT ve CC genotipi takip
etmektedir (Sekil 5.10.).

GRIN2A rs1969060 genotipi
astalar ve Kontrol grubu)

Kontrol

Hasta

TC

cc

Sekil 5.10. GRIN2A rs1969060 genotip frekanslari (%)

5.4.3. NR2B rs1806201 SNP’sinin Belirlenmesi

NR2B alt tinitesini kodlayan GRIN2B geni 12p12 kromozom bdlgesinde yer
alir. Toplam 102 saglikli bireyin ve 102 hasta bireyin rs1806201 SNP bdolgesinin
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cogaltilmast 2B rs1806201R ve 2B rs1806201F primerleri kullanilarak PCR ile
yapilmistir. 210 baz ¢iftlik PCR {irlinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol
edilmigtir (Sekil 5.11.).

200he

100 he

100 he DNA

Sekil 5.11. GRIN2B rs1806201 PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi
Orneklerin polimorfizm bdlgesinde T bazi bulundugunda Pstl enzimi i¢in yeni
bir tanima ve kesme noktasi olusur. Genotiplere gore olusan fragment uzunluklari

Tablo 5.3.’te, restriksiyon analizi sonuglar1 ise Sekil 5.12.’de verilmistir.

Tablo: 5.3. GRIN2B rs1806201 genotiplerine gore olusan fragment uzunluklar

Genotip Fragment uzunluklar
CcC 210 bp
CT 210 bp + 194 bp + 16 bp
TT 194 bp + 16 bp

200 he—
100 he—

100 h¢ DNA

Sekil 5.12. GRIN2B rs1806201 PCR fiiriinlerinin %2’lik agaroz jelde Pstl analizi

Sonuglar dogrultusunda Huntington hastaligina sahip bireylerde ve saglikli
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kontrol grubunda GRIN2B genindeki rs1806201 polimorfizminde en sik goriilen

genotipin CT oldugu belirlenmigtir. CT genotipini sirastyla CC ve TT genotipleri
takip etmektedir (Sekil 5.13.)

GRIN2B rs1806201 genotipi
astalar ve Kontrol grubu)

cC

Sekil 5.13. GRIN2B rs1806201 genotip frekanslari

5.4.4. NR2B rs1042339 SNP’sinin belirlenmesi

Toplam 102 saglikli bireyin ve 102 hasta bireyin GRIN2B genindeki
rs1042339 SNP bolgesinin ¢ogaltilmast 2B rs1042339R ve 2B rs1042339F

primerleri kullanilarak PCR ile gergeklestirilmistir. 409 baz ciftlik PCR iiriinleri %
2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir (Sekil 5.14.).
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400 he

200 he

100 h¢ DNA markorii

Sekil 5.14. GRIN2B rs1042339 PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi
Psyl enzimi 6rneklerin polimorfizm bolgesinde G bazi bulundugunda yeni bir
tanima ve kesme noktasi olusturur. Genotiplere gore olusan fragment uzunluklari

Tablo 5.4.’te, fragmentlerin jel goriintiisii ise Sekil 5.15.”de verilmistir.

Tablo 5.4. GRIN2B rs1042339 genotiplerine gore olusan fragment uzunluklari

Genotip Fragment uzunluklar1
GG 263 bp + 146 bp
GA 409 bp + 263 bp + 146 bp
AA 409 bp

100 b¢ DNA markorii

Sekil 5.15. GRIN2B rs1042339 {irtinlerinin %2’lik agaroz jelde Psyl analizi

Sonuglar dogrultusunda Huntington hastalarinda ve saglikli kontrol grubunda

sadece GG genotipi gozlemlenmistir ( Sekil 5.16.).
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GRIN2B rs1042339 genotipi
‘talar ve Kontrol grubu)

= | BV

= @ ==
e S
40

20

Sekil 5.16. GRIN2B rs1042339 genotip frekanslart (%)

5.4.5 NR2B rs890 SNP’sinin Belirlenmesi

Toplam 102 sagliklt bireyin ve 102 hasta bireyin GRIN2B genindeki rs§90
SNP bolgesinin ¢ogaltilmasi 2B rs890R ve 2B rs890F primerleri kullanilarak PCR ile
yapilmistir. 283 baz ¢iftlik PCR {irlinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol
edilmigtir (Sekil 5.17.).

100 hc DNA markorii

Sekil 5.17 GRIN2B rs890 PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi

Psul enzimi 6rneklerin polimorfik bolgesinde T bazi bulundugunda yeni bir
tanima ve kesme noktast olusturur. Genotiplere gore olusan fragment uzunluklar

Tablo 5.5.’te, fragmentlerin jel goriintiisii ise Sekil 5.18.’de verilmistir.
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Tablo 5.5. GRIN2B rs890 genotiplerine gore olusan fragment uzunluklar

Genotip Fragment uzunluklar
GG 283 bp
GT 283 bp + 194 bp + 89 bp
TT 194 bp + 89 bp

100 h¢ DNA markorii

Sekil 5.18. GRIN2B rs890 iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde Psul analizi

Sonuglar dogrultusunda Huntington Hastaligina sahip bireylerde ve saglikli
kontrol grubunda GRIN2B genindeki rs890 polimorfizminde en sik goriilen
genotipin GT oldugu belirlenmistir. Huntington hastalarinda GT genotipini sirasiyla
TT ve GG genotipi takip etmektedir. Saglikli kontrol grubunda ise GT genotipini
sirastyla GG ve TT genotipleri takip etmektedir (Sekil 5.19.).

GRIN2B rs890 genotipi
astalar ve Kontrol grubu)

Kontrol
0

Hasta

TT

Sekil 5.19. GRIN2B rs890 genotip frekanslart (%)
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5.4.6. TP53 R72P SNP’sinin Belirlenmesi

Toplam 102 saglikli ve 102 hasta bireyde p53’ii kodlayan TP53 genindeki
R72P SNP bélgesinin ¢ogaltilmast TP53 R72P-F ve TP53 R72P-R primerleri
kullanilarak PCR ile yapilmistir. 254 baz ¢iftlik PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde
yiriitiilerek kontrol edilmistir (Sekil 5.20.).

e e e

254 be

100 b¢ DNA markorii
Sekil 5.20. TP53 R72P PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi
Bsh1236I enzimi orneklerin polimorfik bolgesinde G bazi bulundugunda yeni
bir tanima ve kesme noktas1 olusturur. Genotiplere gore olusan fragment uzunluklari

Tablo 5.6.’da, fragmentlerin jel goriintiisii ise Sekil 5.21.’de verilmistir.

Tablo 5.6. TP53 R72P genotiplerine gore olusan fragment uzunluklari

Genotip Fragment uzunluklari
CcC 254 bp
GC 254 bp + 160 bp + 94 bp
GG 160 bp + 94 bp

100 h¢ DNA markorii

Sekil 5.21 TP53 R72P PCR firiinlerinin %2’lik agaroz jelde Bsh12361 analizi

Huntington hastalarinda saglikli kontol grubunda TP53 genindeki R72P
polimorfizminde en sik goriilen genotipin GC oldugu belirlenmistir. GC genotipini

strastyla CC ve GG genotipi takip etmektedir (Sekil 5.22.).



TP53 R72P genotipi
(Hastalar ve Kontrol grubu)

Kontrol
0

Hasta

GG

Sekil 5.22. TP53 R72P genotip frekanslart (%)

5.5. NMDAR ve TP53 Genlerindeki SNP’lerin Dizi

Analizi ile
Dogrulanmasi

NMDAR ve TP53 genlerindeki SNP’lerin restriksiyon analizi sonuglari, dizi
analizi ile dogrulanmistir (Sekil 5.23.a-f).

280 290 300
¢ cTrceccccie)e ac e 2

e

Sekil 5.23.a. Heterozigot (G/A) NR1 rs6293 polimorfizmi

~
G C
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Sekil 5.23.d. Homozigot (GG) NR2B rs1042339 polimorfizmi
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Sekil 5.23.f. Heterozigot (G/C) TP53 R72P polimorfizmi

5.6. SNP Analizi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Huntington hastalarinda ve saglikli kontrol grubunda incelenen her polimorfik

lokusa ait genotiplerin goriilme sikliklar1 Tablo 5.7. ve 5.8.’de 6zetlenmistir.
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Tablo 5.7. Huntington hastalarinin genotipleri

rs6293 | rs1969060 | rs1806201 rs890 rs1042339 TP53
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
42.16 (43) | 1.96(2) | 44.12(45) | 26.47 (27) 0.0 (0) 42.16 (43)
AA CcC CcC GG AG CC
48.04 (49) | 30.39 (31) | 48.04 (49) | 46.08 (47) | 100 (102) | 45.10 (46)
AG CT CT GT GG GC
9.80 (10) | 67.65(69) | 7.84(8) | 27.45(28) 0(0) 12.74 (13)
GG TT TT TT AA GG
Toplam: Toplam: Toplam: Toplam: Toplam: Toplam:
102 102 102 102 102 102
Tablo 5.8. Kontrol grubunun genotipleri
rs6293 | rs1969060 | rs1806201 rs890 rs1042339 TPS3
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
5294 (54) | 6.86(7) | 41.18(42) | 24.51 (25) 0.0 (0) 37.25 (38)
AA CcC CcC GG AG CC
43.14 (44) | 27.45(28) | 49.02 (50) | 54.90 (56) | 100 (102) 50 (51)
AG CT CT GT GG GC
3.92(4) | 65.69(67) | 9.80(10) | 20.59 (21) 0(0) 12.75 (13)
GG TT TT TT AA GG
Toplam: Toplam: Toplam: Toplam: Toplam: Toplam:
102 102 102 102 102 102

5.7. Huntington Hastalarinda Baslangi¢ Yas1

65

Calismaya dahil edilen 102 Huntington hastasinin yas ortalamasi 52,27 yas

olarak belirlenmistir. Baglangi¢ yasi ortalamasi ise 40,75 yas olarak hesaplanmustir.

Hastalarin baglangic yaslart dagilimi Sekil 5.24.’te, CAG tekrar sayist ve baslangic

yast iligkisi ise Sekil 5.25.°te gosterilmistir.
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Goriilme sikhgi (%)
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Sekil 5.24. Huntington hastalarinin baslangic yas1 dagilimlari
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Sekil 5.25. Huntington hastalarinda CAG tekrar sayis1 -baglangi¢ yast iligkisi

5.8. Verilerin Istatistiksel Analizi

IT-15 genindeki CAG tekrar sayisinin ve bu CAG tekrar sayisi ile birlikte
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GRIN1, GRIN2A, GRIN2B ve TP53 genlerindeki polimorfizmlerin HH’nin
baslangi¢ yasina etkisi istatistiksel olarak degerlendirilmistir. CAG tekrar sayilari
ayrica aralarinda gruplandirilmis ve istatistiksel analizler tekrar edilmistir.
Hesaplamalar yapilirken cinsiyet de goéz Oniinde bulundurulmustur. CAG tekrar
sayilarinin baslangi¢ yasina etkisi hesaplanirken dogrusal regresyon, genotiplerin
baslangic yasma etkisi degerlendirilirken ise coklu dogrusal regresyon analizi
kullanilmistir. Ayrica genotipler ve bu genotiplerin olusturdugu alel frekanslar1 hasta
ve kontrol grubunda karsilastirilmistir. Her polimorfizme ait genotip frekanslarinin
Hardy-Weinberg Dengesi’ne uygunlugu da istatistiksel olarak test edilmistir.
Istatistiksel analizler SPSS 17.0 ve PLINK v1.06 programlart ile yapilmustir.

5.8.1. Hardy-Weinberg Analizi ve Alel Frekanslar

Her polimorfizme ait gézlemlenen genotip frekanslarindan yararlanilarak alel
frekanslar1 (Tablo 5.9. — 5.14.) ve beklenen genotip frekanslar1 Hardy-Weinberg
prensibine gore hesaplanmis ve ki-kare uygunluk testi ile degerlendirilmistir. Ancak
ki-kare testi i¢in olusturulan tablolarda bazi degerler besten kiiciik oldugundan dolay1
sonuclar Fisher’s Exact Test ile diizeltilmistir. Bu amagla Hardy-Weinberg Testi i¢in

PLINK programi kullanilmigtir (Tablo 5.15.).

Tablo 5.9. NR1 rs6293 alel frekanslari
156293 A G
Hasta 0.652 0.348

Kontrol | 0.745 0.255

Toplam | 0.703 0.297

Tablo 5.10. NR2A rs1969060 alel frekanslar1
rs19690606 T C
Hasta 0.828 | 0.172
Kontrol 0.794 | 0.206
Toplam 0.811 | 0.189




Tablo 5.11. NR2B rs1806201 alel frekanslar1
rs1806201 C T
Hasta 0.686 | 0.314
Kontrol 0.667 0.333
Toplam 0.669 0.331

Tablo 5.12. NR2B rs1042339 alel frekanslari

rs1042339 G A
Hasta 1.0 0.0
Kontrol 1.0 0.0
Toplam 1.0 0.0

Tablo 5.13. NR2B rs890 alel frekanslari
rs890 G T
Hasta 0.495 0.505

Kontrol | 0.520 0.480

Toplam | 0.493 0.507

Tablo 5.14. TP53 R72P alel frekanslari
R72P C G
Hasta 0.647 0.353

Kontrol | 0.623 0.377

Toplam | 0.635 0.365




Tablo 5.15. Orneklerin Hardy-Weinberg Uygunluk Testi

CHR SNP TEST Al A2 GENO O(HET) E(HET) P
9 1s6293 Toplam G A 15/93/96  0.4559  0.4212 0.3178
9 1s6293 Hasta G A 11/49/42 0.4804  0.4538 0.6646
9 156293 Kontrol G A  4/44/54 0.4314  0.3799 0.2938
12 1s1806201 Toplam T C  18/98/88  0.4804  0.4411 0.266
12 rs1806201  Hasta T C 8/48/46 0.4706  0.4306 0.4896
12 rs1806201 Kontrol T C  10/50/42  0.4902  0.4508 0.5096
12 1rs1042339 Toplam G 0/0/204 0 0. 1
12 rs1042339  Hasta G 0/0/102 0 0 1
12 rs1042339 Kontrol G 0/0/102 0 0 1
12 rs890 Toplam T G 49/103/52 0.5049  0.4999 1
12 rs890 Hasta T G 28/4727  0.4608 0.5 0.4324
12 rs890 Kontrol T G  21/56/25 0.549 0.4992 0.4269
16 151969060 Toplam C T  9/59/136  0.2892  0.3062 0.4903
16  1s1969060 Hasta cC T 2/31/69 0.3039  0.2843 0.7298
16 151969060 Kontrol C T 7/28/67 0.2745 0.327 0.1255
17 R72P Toplam G C  26/97/81  0.4755  0.4637 0.7645
17 R72P Hasta G C  13/46/43 0.451 0.4567 1
17 R72P Kontrol G C  13/51/38 0.5 0.47 0.6732

GENO genotip sayilarini, O(HET) ve E(HET) sirastyla heterozigotlar i¢in gozlenen

ve beklenen frekanslarini temsil etmektedir. Bu analiz sonucunda p degeri 0.05’ten

Tablo 5.15.’de goriilen TEST test edilen grubu, A1 mindr, A2 major alelleri,

biiyiik olan gruplarin Hardy-Weinberg Dengesi’ne uygun oldugu kabul edilmistir.

gosterilmistir. Tablolar kontrol ve hasta gruplarinda ve toplamda genotiplere ait birey

5.8.2. Capraz Tablolar

sayilarini ve yiizdelerini gostermektedir.

Hasta ve kontrol gruplar ile olusturulan ¢apraz tablolar Tablo 5.16.-5.21 ile




Tablo.5.16. Grup-NR1 rs6293 ¢apraz tablosu

Capraz Tablo
156293
AA AG GG Toplam
Grup Hasta Say1 43 49 10 102
% Grup iginde 42,2% 48,0% 9,8% 100,0%
% 16293 iginde 44,3% 52,7% 71,4% 50,0%
% Toplamda 21,1% 24,0% 4,9% 50,0%
Kontrol Say1 54 44 4 102
% Grup i¢inde 52,9% 43,1% 3,9% 100,0%
% 16293 iginde 55,7% 47,3% 28,6% 50,0%
% Toplamda 26,5% 21,6% 2,0% 50,0%
Toplam Say1 97 93 14 204
% Grup i¢inde 47,5% 45,6% 6,9% 100,0%
% 1s6293 i¢inde 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
% Toplamda 47,5% 45,6% 6,9% 100,0%
Tablo.5.17. Grup-NR2A rs1969060 ¢apraz tablosu
Capraz Tablo
1s1969060
TT CT CC Toplam
Grup Hasta Say1 69 31 2 102
% Grup iginde 67,6% 30,4% 2,0% 100,0%
% 1s1969060 icinde 50,7% 52,5% 22,2% 50,0%
% Toplamda 33,8% 15,2% 1,0% 50,0%
Kontrol Say1 67 28 7 102
% Grup iginde 65,7% 27,5% 6,9% 100,0%
% 1s1969060 icinde 49,3% 47,5% 77,8% 50,0%
% Toplamda 32,8% 13,7% 3,4% 50,0%
Toplam Say1 136 59 9 204
% Grup iginde 66,7% 28,9% 4,4% 100,0%
% 1s1969060 icinde 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
% Toplamda 66,7% 28,9% 4,4% 100,0%




Tablo.5.18. Grup-NR2B rs1806201 capraz tablosu

Capraz Tablo
rs1806201

CC CT TT Toplam

Hasta Say1 45 49 8 102
% Grup iginde 44,1% 48,0% 7,8% 100,0%
% rs1806201 iginde 51,7% 49,5% 44,4% 50,0%
% Toplamda 22,1% 24,0% 3,9% 50,0%

Kontrol Say1 42 50 10 102
% Grup iginde 41,2% 49,0% 9,8% 100,0%
% rs1806201 iginde 48,3% 50,5% 55,6% 50,0%
% Toplamda 20,6% 24.5% 4,9% 50,0%

Toplam Say1 87 99 18 204
% Grup iginde 42,6% 48,5% 8,8% 100,0%
% rs1806201 iginde 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
% Toplamda 42,6% 48,5% 8,8% 100,0%

Tablo.5.19. Grup-NR2B rs1042339 capraz tablosu

Capraz Tablo
rs1042339
Toplam
GG

Grup Hasta Say1 102 102
% Grup i¢inde 100,0% 100,0%
% 1s1042339 iginde 50,0% 50,0%
% Toplamda 50,0% 50,0%

Kontrol Say1 102 102
% Grup i¢inde 100,0% 100,0%
% 1s1042339 iginde 50,0% 50,0%
% Toplamda 50,0% 50,0%

Toplam Say1 204 204
% Grup i¢inde 100,0% 100,0%
% 1s1042339 iginde 100,0% 100,0%
% Toplamda 100,0% 100,0%




Tablo.5.20. Grup-NR2B rs890 capraz tablosu

Capraz Tablo
rs890

TT GT GG Toplam

Grup Hasta Say1 28 47 27 102
% Grup i¢inde 27,5% 46,1% 26,5% 100,0%
% rs890 icinde 57,1% 45,6% 51,9% 50,0%
% Toplamda 13,7% 23,0% 13,2% 50,0%

Kontrol Say1 21 56 25 102
% Grup iginde 20,6% 54,9% 24,5% 100,0%
% rs890 i¢inde 42,9% 54,4% 48,1% 50,0%
% Toplamda 10,3% 27,5% 12,3% 50,0%

Toplam Say1 49 103 52 204
% Grup i¢inde 24,0% 50,5% 25,5% 100,0%
% rs890 icinde 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
% Toplamda 24,0% 50,5% 25,5% 100,0%

Tablo.5.21. Grup-TP53 R72P capraz tablosu
Capraz Tablo
tp53

cC CG GG Toplam

Grup Hasta Say1 43 46 13 102
% Grup iginde 42,2% 45,1% 12,7% 100,0%
% tp53 iginde 53,1% 47,4% 50,0% 50,0%
% Toplamda 21,1% 22,5% 6,4% 50,0%

Kontrol Say1 38 51 13 102
% Grup i¢inde 37,3% 50,0% 12,7% 100,0%
% tp53 iginde 46,9% 52,6% 50,0% 50,0%
% Toplamda 18,6% 25,0% 6,4% 50,0%

Toplam Say1 81 97 26 204
% Grup i¢inde 39,7% 47,5% 12,7% 100,0%
% tp53 iginde 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
% Toplamda 39,7% 47,5% 12,7% 100,0%

72
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Hasta ve kontrol gruplarinda gozlenen farkliliklarin istatistiksel olarak nemli
olup olmadigr PLINK programi ile asosiyasyon testi yapilarak degerlendirilmistir
(Tablo 5.22.). Al minor aleli, A2 major alelini gosterir. F A minor allelin
hastalardaki, F_U ise kontrollerdeki frekansidir. CHISQ ki kare testini ifade ederken,
P de bu test i¢in p degerini verir. OR (Odds ratio) goreli orant1 degerini gosterir. L95
ve U95 goreli orantt i¢in %95 giliven araligindaki alt ve {ist sinirlart belirtir. Ayni
sekilde 0,05’ten kiigiik p degerleri test edilen SNP’lerde hasta ve kontrol grubundaki
farkliliklarin istatistiksel olarak onemli oldugunu ifade etmektedir NR1 rs6293
polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli farklilik

goriilmistiir (p=0.01478).

Tablo 5.22. Asosiyasyon testi

CHR SNP Al F A F U A2 CHIQ P OR L95 u9s

9 rs6293

Q

0.348 0.2321 5.942 0.01478 1.766 1.115 | 2.796

12 | rs1806201 0.3137 0.3333 0.171 0.6792 0.9143 0.5979 | 1.398

12 rs890 0.5049 0.4804 0.2452 0.6205 1.103 0.7481 | 1.626

16 | rs1969060 0.1716 0.2059 0.7844 0.3758 0.7988 | 0.4856 | 1.314

al a| 4| =
al 4| | o] »

17 R72P 0.3529 0.3775 0.2643 0.6072 0.8996 | 0.6011 | 1.346

5.8.3. Dogrusal Regresyon ile Baslangi¢ Yasi - CAG Tekrar Sayisi1 ve Diger

Polimorfizmler iligkisinin Degerlendirilmesi

CAG tekrar sayisinin baglangi¢ yasina etkisi SPSS 17.0 programi kullanilarak
dogrusal regresyon analizi ile hesaplanmistir. Dogrusal regresyon i¢in baslangi¢ yast
bagimli degisken, CAG tekrar sayisi ve genotipler bagimsiz degisken olarak
secilmistir. Genotipler 0, 1 ve 2 seklinde kodlanarak nominal degisken olarak

kullanilmistir.

Y bagimh degisken ve X bagimsiz degisken olmak iizere iki degisken
arasindaki sebep-sonug iligkisini dogrusal bir model olarak ortaya koyan yonteme
basit dogrusal regresyon adi verilir. iki degisken arasindaki neden-sonug iliskisi,

Y=a+pX biciminde ifade edilen bir denklem ile ortaya koyulur. Bu model Y’ nin
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degisiminin X tarafindan ne kadar belirlendigini gosterir ve Y nin tahmin edilmesini
saglar. a degeri dogrunun Y eksenini kestigi noktanin ordinat degeri X=0 i¢in Y nin
degeridir. § ise dogrunun egimi, regresyon katsayisi, X degiskenindeki bir birim

degismeye karsilik Y’deki degisme miktar1 olarak tanimlanir.

Bir degiskeni etkileyen birden fazla degisken varsa ¢oklu dogrusal regresyon
analizinin  yapilmasi1  gereklidir.  Coklu  dogrusal = regresyonda  model
Y=BotP:1Xi+P2Xzt...fnXn seklinde ifade edilir. Tablo 5.23.’te IT-15 CAG tekrarinin
ve IT-15 CAG tekrart ile birlikte diger polimorfizmlerin HH baglangi¢ yasina etkisini

ifade eden regresyon modelleri olusturulmustur.

Tablo 5.23. Regresyon modelleri

IT 15 CAG BY=110,375-1,500 CAG

NRI rs6293 BY=110,37-1,502 CAG + 0,162 rs6293
NR2A rs1969060 BY=110,072-1,515 CAG + 2,897 rs1969060
NR2B rs1806201 BY=110,375-1.488 CAG - 1,327 rs1806201

NR2B rs890 BY=110,811-1,498 CAG - 0,530 rs890

TP53 R72P BY=112,639-1,499 CAG - 3,251 R72P

Bagimsiz degisken X’in regresyon modeli ile bagimli degisken Y’i ne kadar
aciklayabildigini gormek i¢in bir Olgiit olan karar katsayisi, R? (coefficient of
determination) kullanilir. R? degerinin 1’e yaklastik¢a regresyonun belirleyiciligi
artar. Arastirilan polimorfizmlerdeki genotiplerin de baslangic yasina olan katkisini
belirlemek igin R? farki (AR?) hesaplanir. P degeri 0.05°ten kiigiik olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Tablo 5.24.’te dogrusal regresyon analizi

sonuclar1 verilmistir.
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Tablo 5.24. Calisilan polimorfizmler ile ¢goklu dogrusal regresyon analizleri

Gen R? AR’ % ek varyans p
D CAG 418 i 000
HD c&%zggRINl 418 000 0 917
HD i?g;gg;)l)m‘“ 431 013 2.22 132
HD fr‘:g(;goRII)NZB 422 004 0.007 406
HD CA(?S;(C)})RINZB 419 001 0.002 695
HDCAG 1 TP33 447 029 4.98 024

Baslangi¢c yast ve CAG tekrar1 arasindaki iliski i¢in olusturulan modelde p
<0.05 oldugundan bu model agiklayicidir ve CAG tekrarlarinin Tiirk Huntington
hastalarinda baslangi¢ yasina etkisi % 41.8 olarak belirlenmistir. Polimorfizmlerin
baslangi¢ yasina etkisi incelendiginde ise, TP53 R72P polimorfizmi i¢in elde edilen
modelde p<0.05 oldugundan regresyon anlamli bulunmustur. R72P polimorfizminin
Tiirk Huntington hastalarinda hastalik baslangic yasimi belirlemedeki katkisi
%2.9’dur. Diger taraftan bu polimorfizm, baslangi¢ yasinda gozlemlenen ve CAG
tekrar sayisi disinda agiklanamayan varyansin % 4.98’ini agiklayabilmektedir. Diger
polimorfizmler i¢in p degeri <0.05 olmadigindan olusturulan regresyon modelleri

aciklayict bulunmamislardir.

Daha anlamli regresyon modelleri elde edebilmek amaciyla CAG tekrar
sayilar1 ayrica gruplara boliinmiis ve her grup i¢in kadinlar ve erkekler ayri olarak
hesaplanmistir. CAG tekrar sayilar1 40-45, >45, 40-50 ve >50 olmak iizere 4 grupta
incelenmistir. Her grubun regresyon modelleri genel olarak olusturulmus, daha sonra
cinsiyete gore ayirim yapilmistir. TP53 R72P tiim CAG sayilarinin degerlendirildigi
grupta oldugu gibi >45 CAG (p=0.048) ve 40-50 CAG tekrar sayis1 grubunda da
baslangic yasmna etki ediyor goriinmektedir (p=0.024). Diger gruplarda bu etki
tekrarlanamamugtir. Ayrica 50°den biiylik CAG tekrar sayilarmin degerlendirildigi
grupta 1s6293 polimorfizmin regresyon modeli de anlamli bulunmustur (p=0.016).
Cinsiyetlerin ayr1 ayr1 degerlendirilmesinde kadin hastalardaki 40-50 arasindaki

CAG tekrar sayilarini igeren grupta rs1969060 (p=0.049) ve R72P polimorfizminin
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(p=0.031) baslangi¢ yasini etkiledigi bulunmustur (Tablo 5.25.). Diger gruplar ile

anlamli regresyon modelleri elde edilememistir.

Tablo 5.25. Gruplara gore anlamli polimorfizmler

Polimorfizm Grup Regresyon modeli p
/cinsiyet
NRI1 rs6293 ~30 CAGI 0.016
genel 58.430-,505 CAG-5,565 rs6293
NR2A 40-50 CAG/
1969060 Kadinlar 84.497-.989 CAG+5.254 151969060 | 0-049
>45 CAG/
genel 93.611-1,147 CAG-2,944 R72p | 0-048
ps3r7ap | OO0 CAG 0.024
genel 134,033-1,991 CAG-3,846 R72P
40-50 CAG/
radinlar 90,501-0.997 CAG-4.534 R72p | 0:031

5.8.4. Polimorfizmlerin Huntington Hastah@’’nin Baslangic Yas1 ile

Iliskilendirilmesi

GRIN2A 151969060 polimorfizminin hastalik baslangic yasi ile iliskisi
istatistiksel olarak 6nemli bulunmasa da, ¢oklu dogrusal regresyonda p degeri trend
gosterdiginden (p=0.132) ve Tablo 5.24.’teki regresyon modelinde goriildiigii iizere
CC genotipi baglangi¢ yasini geciktirici bir etkiye sahip oldugundan, bu genotipin
hastalik i¢in koruyucu olup olmadigini gérmek amaciyla retrospektif hasta-kontrol
calismasi yapilmistir. Bu amagla oncelikle 2x2 tablosu hazirlanmig (Tablo 5.26.) ve
CC genotipi grubu diger iki genotipin birlestirilmesi ile olusturulan grupla
karsilagtirilmistir. CC genotipinin goreli orant1 degeri 0.271 bulunmustur. Rolatif risk
ise 0.433 olarak hesaplanmistir (Tablo 5.27.). Bu durum CC genotipinin Huntington

hastalarinda koruyucu olabilecegini belirtmektedir.
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Tablo 5.26.. CC-(CT+TT) genotipleri ¢capraz tablosu
rs1969060 * Grup Capraz Tablosu

Grup
Hasta Kontrol Toplam
rs1969060 CC 2 7 9
CTTT 100 95 195
Toplam 102 102 204

Tablo 5.27. CC-(CT+TT) genotipleri arasinda risk degerlendirmesi

Risk Degerlendirmesi

%95 Giiven Araligi
Deger Alt Ust
rs1969060 (CC / CT TT) igin
271 ,055 1,340
Goreli Oranti
Grup kohort = Hasta ,433 127 1,482
Grup kohort = Kontrol 1,596 1,094 2,329
N 204

Ayrica hastalarin baslangi¢c yasi ortalamalarina bakildiginda CC genotipine
sahip bireylerin baglangi¢ yasi ortalamasinin diger genotiplerden yaklagik 9-10 yil
daha gec oldugu goriilmektedir. (Sekil 5.26.). Bu farkin istatistiksel olarak onemli
olup olmadig: t testi ile hesaplanmistir. Bagimsiz ornekler t testi (Independent-
Samples T test) icin TT ve CT genotipleri birlikte alinip 2X2 tablosu hazirlanmistir
ve CC genotipi ile karsilagtirilmistir (Tablo 5.28.). Levene varyanslarin esitligi testi
de iki grubun varyans esitligini hesaplamak i¢in yapilmistir (Tablo 5.29.). 0, 272
(p>0.05) degeri gruplarin varyans esitligine uyduklar1 anlamina gelmektedir. Esit
varyanslar elde edildiginden 6nemlilik 0,311 (p>0.05) olarak hesaplanmistir (Tablo
5.30.) ve bu da CC genotipinin baslangi¢ yasimin diger genotiplerden 9-10 yil ge¢

olmasinin istatistiksel bir 6nemi olmadigin1 gostermektedir.
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Sekil 5.26. GRIN2A rs1969060-Genotiplere ait baglangic yas1 ortalamasi grafigi

Tablo 5.28. Baslangic yasi-genotip istatistikleri
Grup istatistikleri

Genotip N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Ort.
BY CT,TT 100 40,57 13,029 1,303
CcC 2 50,00 4,243 3,000

Tablo 5.29. Varyanslarin esitligi icin Levene testi

Bagimsiz Ornekler Testi

Varyanslarin Esitligi icin Ortalama Esitligdi icin
Levene Testi t-testi
F Anl. t sd
BY Esit varyanslar 1,220 272 -1,018 100
Esit olmayan varyanslar -2,883 1,412




Tablo 5.30. Bagimsiz Ornekler T testi

Bagimsiz Ornekler Testi

Ortalama Esitligi icin t-test

Anl. (2-yonli) Ort. Farki Std. Hata Farki
BY Esit varyanslar , 311 -9,430 9,263
Esit olmayan varyanslar ,150 -9,430 3,271
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Bagimsiz Ornekler Testi

Ortalama Esitligi icin t-testi

Farkin %95 Guven Arahgi

Alt Ust

BY Esit varyanslar -27,808 8,948

Esit olmayan varyanslar -30,914 12,054

GRIN2B rs 1806201 polimorfizminin Huntington hastaliginin baglangi¢ yasina
etkisi istatistiksel olarak ispatlanamamis olsa da TT genotipine sahip bireylerin
baslangic yasi ortalamasiin diger genotiplere gore yaklasik 5 yil erken oldugu
goriilmistiir (Sekil 5.27.). Bu farkin istatistiksel olarak 6nemli olup olmadig1 ise t
testi ile hesaplanmistir. Bagimsiz ornekler t testi icin CC ve CT genotipleri birlikte
alimip 2X2 tablosu hazirlanmistir ve TT genotipi ile karsilastirilmistir (Tablo 5.31.).
Levene varyanslarin esitligi testi de iki grubun varyans esitligini hesaplamak igin
yapitlmistir (Tablo 5.32.). 0,927 (p>0.05) degeri gruplarin varyans esitligine
uyduklar1 anlamina gelmektedir. Esit varyanslar elde edildiginden 6nemlilik 0,226
(p>0.05) olarak hesaplanmistir (Tablo 5.33.) ve bu da TT genotipinin baslangi¢
yasinin diger genotiplerden 5 yil erken olmasinin istatistiksel bir nemi olmadigin

gostermektedir.
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Sekil 5.27. GRIN2B rs1806201-Genotiplere ait baslangic yast ortalamasi grafigi

Tablo 5.31. Baslangi¢ yasi-genotip istatistikleri

Grup Istatistikleri
Genotip N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Ort.
BY CC,CT 95 41,18 12,968 1,330
TT 7 35,00 12,530 4,736

Tablo 5.32. Varyanslarin esitligi icin Levene testi

Bagimsiz Ornekler Testi

Varyans Esitligi igin Levene Testi

Ortalama Esitligi icin t-testi

Anl.

sd

BY

Esit varyanslar

Esit olmayan varyanslar

,009

927

1,219

1,256

100

6,982



Tablo 5.33. Bagimsiz Ornekler T testi

Bagimsiz Ornekler Testi

Ortalama Esitligi icin t-testi

Anl. (2-yonli) Ort. Farki Std. Hata Farki
BY Esit varyanslar ,226 6,179 5,069
Esit olmayan varyanslar ,249 6,179 4,919

Bagimsiz Ornekler Testi

Ortalama Esitligi icin t-testi

Farkin %95 Guven Arahgi

Alt

Ust

BY Esit varyanslar

Esit olmayan varyanslar

-3,877

-5,459

16,235

17,817

R72P polimorfizminin Huntington hastaliginin baslangic yas1 ile iligkili

bulunmasindan dolay1 (p=0.024) bu polimorfizmdeki mutant genotip olan GG’nin

81

hastalik i¢in risk faktorii olusturup olusturmadigini anlamak igin retrospektif hasta-

kontrol ¢alismast yapilmistir. Tablo 5.15.°te verildigi lizere hasta ve kontrol grubu

Hardy—Weinberg dengesine uygundur. ki grup arasindaki genotip frekanslarmi

karsilastirmak icin goreli orant1 degerleri hesaplanmistir. Bu amagla oncelikle 2x2

tablosu hazirlanmis (Tablo 5.34.) ve GG genotip grubu diger iki genotipin

birlestirilmesi ile olusturulan grupla karsilastirillmistir. Tablo 5.35.te goriildiigii

lizere goreli oranti degeri 1 ciktigindan, TP53 R72P polimorfizmindeki GG

genotipinin hasta ve kontrol grubunda farkli olmadigi, bdylece hicbir genotipin

hastalik i¢in risk faktorii olusturmadigi goriilmiistiir.



Tablo 5.34. GG-(GC+CC) genotipleri ¢capraz tablosu

R72P GG * Grup Gapraz Tablosu

Grup
Hasta Kontrol Toplam
R72P GG 13 13 26
GC CC 89 89 178
Toplam 102 102 204
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Tablo 5.35. GG-(GC+CC) genotipleri arasinda risk degerlendirmesi

Risk Degerlendirmesi

%95 Giiven Araligi
Deger Alt Ust
R72P (GG / GC CC) icin Goreli
1,000(,439 2,277
Oranti
Grup kohort = Hasta 1,000(,663 1,509
Grup kohort = Kontrol 1,000(,663 1,509
N 204

Bununla birlikte hastalarin baglangic yasi ortalamalarina bakildiginda GG
genotipine sahip bireylerin baslangi¢ yasi ortalamasinin diger genotiplerden yaklasik
5-7 yil erken oldugu goriilmektedir. (Sekil 5.28.). Bu farkin istatistiksel olarak
onemli olup olmadig: t testi ile hesaplanmistir. Bagimsiz drnekler t testi icin GC ve
CC genotipleri birlikte alinip 2X2 tablosu hazirlanmigtir ve GG genotipi ile
karsilagtirilmistir (Tablo 5.36.). Levene varyanslarin esitligi testi de 2 grubun varyans
esitligini hesaplamak icin yapilmistir (Tablo 5.37.). 0,191 (p>0.05) degeri gruplarin
varyans esitligine uyduklar1 anlamima gelmektedir. Esit varyanslar elde edildiginden
p=0,087 (p>0.05) olarak hesaplanmistir (Tablo 5.38.) ve bu da GG genotipinin
baslangic yasinin diger genotiplerden 5-7 yil erken olmasinin istatistiksel bir dnemi

olmadigini gostermektedir.
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Tablo 5.36. Baslangic yasi-genotip istatistikleri

Grup Istatistigi

Genotip N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Ort.
BY GG 13 35,00 8,746 2,426
CG+CC 89 41,60 13,309 1,411
Tablo 5.37. Varyanslarin esitligi icin Levene testi
Bagimsiz Ornekler Testi
Varyanslarin Esitligi Ortalama esitligi
icin Levene Testi icin T-testi
F Anl. t sd
BY  Equal variances 1,730 ,191 -1,729 100
assumed
Equal variances -2,350 | 21,160
not assumed

&3



Tablo 5.38. Bagimsiz Ornekler T testi

Bagimsiz Ornekler Testi

Ortalama Esitligi icin t-testi

Anl. (2-kuyruklu)

Ortalama Farki

Std. Hata Farki

BY

Esit varyanslar

Esit olmayan varyanslar

,087

,029

-6,596

-6,596

3,815

2,806

Bagimsiz Ornekler Testi

Ortalama Esitligi icin t-testi

Farkin 95% Guven Arahgi

Alt Ust
BY Esit varyanslar -14,164 ,973
Esit olmayan varyanslar -12,429 -, 762
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Yapilan assosiyasyon testinde NR1 rs6293 polimorfizminde p degeri 0.01478

bulundugundan mutant GG genotipinin risk faktorii analizi yapilmistir. Tablo

5.15.’te verildigi iizere hasta ve kontrol grubu Hardy—Weinberg dengesine uygundur.

Iki grup arasindaki genotip frekanslarmi karsilastirmak icin goreli oranti degerleri

hesaplanmistir. Bu amacla oncelikle GG genotipi i¢in 2x2 tablosu hazirlanmistir

(Tablo 5.39.). GG genotip grubu diger iki genotipin birlestirilmesi ile olusturulan

grupla karsilagtirtlmistir. Tablo 5.40.’ta goriildiigii iizere GG genotipi igin goreli

orant1 degeri 2,663 ve rolatif risk 1,475 bulunmustur Goreli orant1 degerinin 1’den

fazla olmasi, GG genotipinin risk faktorii olabilecegini belirtmektedir.



Tablo 5.39. GG-(AA+AG) genotipleri ¢capraz tablosu

rs6293 GG * Grup Capraz Tablosu

Grup
Hasta Kontrol Toplam
rs6293 GG 10 4 14
AG AA 92 98 190
Toplam 102 102 204

Tablo 5.40. GG-(AA+AGQG) genotipleri arasinda risk degerlendirmesi

Risk Degerlendirmesi

Deger

95% Guven Araligi

Alt Ust
rs6293 igin Goreli Oranti
2,663 ,807 8,788
(GG /AG AA)
Grup kohort= Hasta 1,475 1,027 2,119
Grup kohort= Kontrol ,554 ,239 1,283
N 204
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6. TARTISMA

6.1. Huntington Hastalig1 ve Baslangi¢c Yasi

Huntington Hastalii otozomal dominant olarak kalitilan, progresif,
ndrodejeneratif bir hastaliktir ve huntingtin proteinini kodlayan IT-15 geninin 1.
eksonundaki CAG tekrar blogunun normalden daha uzun olmasindan kaynaklanir.
Hastaligin baglangi¢ yasi, hastalik siireci, fiziksel ve mental semptomlarin ortaya
cikma siras1 bireylerde cesitlilik gosterir. Ayrica HH genellikle ge¢ baslangigl bir
hastaliktir ve baslangic yasi ¢ok genis bir yas aralifina yayilmistir. Gendeki CAG
tekrarlarinin  uzunlugu, HH’nmin baslangic yasmnin belirlenmesinde en Onemli
faktordiir. CAG tekrar sayis1 ne kadar fazla ise, hastalik o kadar erken yasta ortaya
cikar ve en fazla tekrar sayilari juvenil formda gozlenir. Tekrar sayisi-baslangic yasi
korelasyonu giiclii olmasina ragmen, tekrar sayisinin baglangic yasini tahmin etme
kesinligi zayiftir (Myers 2004). Bu negatif korelasyon, daha yiiksek tekrar sayilari
(ve daha diisiik baslangi¢ yasi) i¢cin daha gii¢lii ve daha az tekrar sayilar1 (daha geg
baslangi¢ yas1) i¢in daha zayiftir. Bu da, CAG tekrar uzunlugunun 6zellikle juvenil
baslangichi hastalarda ana belirleyici olmasina ragmen, CAG tekrar uzunlugundan
bagka faktorlerin de ileri yaslarda HH baslangicina dnemli katkida bulunabilecegini

one siirmektedir (Nance, 1996).

Tekrar sayist uzunlugu ile baslangic yasi arasindaki korelasyonu arastiran
caligsmalar sonucunda CAG tekrar sayisinin baslangi¢ yasindaki degisime %30-73
arasindaki oranlarda katkida bulundugu gosterilmistir (Andrew vd., 1993; Brinkman
vd., 1997; Stine vd., 1993). Bununla birlikte, baslangi¢c yasinin CAG tekrar sayisina
gore tahmininin kesinliginin az olmasi1 nedeniyle klinikte kullanimi kisithdir
(Langbehn vd., 2004). Ornegin 52’den az tekrara sahip bireylerde CAG tekrar
sayisinin baslangi¢ yasina katkis1 %20 civarindadir (Duyao vd., 1993). Kisa ekspanse
olmus tekrar sayilarinda baslangi¢ yasimi tahmin etmek daha zordur (Stine vd.,

1993). 80-90 yasina kadar teshis edilmemis, 36-39 tekrar sayisina sahip bireylerde
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ise tahmin ¢ok daha zayiftir (Rubinsztein vd., 1996; Rubinsztein vd., 1997). Bu
yiizden c¢evresel faktorler, mutant geni kalitan ebeveynin cinsiyeti veya diger
etkilesen genlerin de hastalik gidisatini degistirebilecegi ileri siiriilmektedir (The
U.S.—Venezuela Collaborative Research Project ve Wexler, 2004). Ornegin, ayni
ailenin bireylerinde ve ayni tekrar sayisina sahip farkli bireylerin hastalik baslangic
yasinda onemli farkliliklar gozlemlenmistir; bu da hastaligit modifiye eden diger
faktorlerin varligina isaret eder. Modifiye edici bu faktorlerin biiyiik oranda ailesel
olabilecegi, benzer hastalik siirecinin kardeslerde gézlenmesiyle ortaya koyulmustur
(Rosenblatt, vd., 2001). Yine de bu metodolojiler s6z konusu etkinin genlerden ya da
paylasilan ¢evreden kaynaklandigini kesin olarak belirleyemez. Baslangic yasindaki
CAG tekrart kaynakli olmayan etkinin, primer olarak genetik veya cevresel
faktorlerden ya da ikisinin kombinasyonundan etkilendigi agik degildir. Bu gibi
bagimsiz faktorlerin belirlenmesinin HH’nin patolojisi ile ilgili ipuglar1 verecegi

diistiiniilmektedir.

Bir ¢ok calismada HH’ nin baslangi¢ yasini etkileyebilecek olasi genlerde ¢ok
saylida polimorfizm tanimlanmistir. Aday genler arasinda siklikla normal veya
mutant huntingtin ile etkilesen proteinleri ve hastalik patogenezinde rol aldiklar
diistintilen faktorleri kodlayan genler bulunmaktadir. Bu genlerdeki polimorfizmlerin
saglikli bireylerde bir etkisi olmazken Hutington hastalarinda hastalik seyrini

etkileyebilecekleri diisiiniilmektedir (Metzger vd., 2006).

Cevre faktorlerinin de HH baslangi¢ yasina katkisi oldugu kabul edilmektedir.
Venezuella soyunda baslangi¢ yasinin CAG tekrarindan kalan varyansinin %40°1 HH
geni disindaki genlere ve c¢evre faktorlerine atfedilmistir (The U.S.—Venezuela
Collaborative Research Project ve Wexler, 2004). Cevre zenginlestirmesinin HH
lizerine olumlu etkileri oldugunu gosteren calismalar bu hipoteze destek olmustur.
Transgenik fare modelleriyle elde edilen kanitlar da cevresel etkinin varligini
desteklemektedir. Ornegin, patojenik sayida poliQ kodlayan transgenik R6/1 ve R6/2
farelerinin  yasam  ¢evrelerinin  zenginlestirilmesi, motor semptomlarinin
baglangicinin ve serebral hacim kaybinin gecikmesini saglamistir (Hockley vd.,

2002; van Dellen vd. 2000).
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6.2. Huntington Hastalarimin Klinik Degerlendirmesi

Bu tez calismasi kapsaminda Tiirkiye’nin ¢esitli cografi bolgelerinde ikamet
eden 102 Tiirk Huntington hastasi incelenmistir. Hastalarin klinik semptomlari
irdelendiginde ilk sirada el ve ayaklarda istemsiz koreik hareketler ve denge
problemleri yer almaktadir. Konusmada bozukluklar, uyku sorunlari, unutkanlik,
koreoatetoz, demans, manik ¢ikislar, entellektiiel ve bilissel gerileme, psikoz, dikkat
eksikligi sikayetleri de bildirilmistir. Hastalarin nérolojik muayenelerinde kore,
diskinezi, motor impersistans, sakkadik goz hareketlerinde bozukluklar, ataksik
yiiriime, defektif verbal ve gorsel dikkat fonksiyonlari, defektif hafiza fonksiyonlari,
distoni ve depresyon tespit edilmistir. Bu bulgulara gore hastalara klinik olarak HH
teshisi koyulmus ve daha sonra klinik tan1 molekiiler tani ile kesinlestirilmistir.
Sadece bir hastada klinik olarak HH ve Wilson Hastalifi arasinda ayirim
yapilamamig, molekiiler test sonucunda bireyin Huntington hastasi oldugu tespit

edilmisgtir.

Hastalarin patolojik bulgularina bakildiginda, kortikal ve subkortikal atrofi,
bilateral kaudat niikleus atrofisi, lentiform niikleuslar1 atrofisi, bilateral ventrikiiler
boynuzlarda genisleme, ventrikiiler sistemde atrofi, beyaz maddede sinyal artisi,
genel serebral atrofi, lateral ventrikiillerde kelebek sekli ve frontal atrofi

gozlenmektedir.

Hastalarin ¢ogunda aile hikayesinin pozitif oldugu gozlenmistir, sadece iki
hasta ailesinde HH Oykiisii saptanmamustir. Aile arasindaki iletisim eksikligi
nedeniyle bireyler ailelerinde bu hastaligin varligindan haberdar olmayabilirler, ya da
indeks vakalarda HH yeni mutasyonla, aileden kalitilan tekrar sayilarinin artis
gostermesiyle ortaya ¢ikmis olabilir. Bu durum ancak asemptomatik aile bireylerinin

mutasyon analizi yaptirmalariyla agikliga kavusabilir.
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6.3. Huntington Hastalarinda CAG Tekrar Mutasyonu Analizi

Incelenen hastalarda 39-75 CAG tekrari arasinda 22 farkli mutant alel tespit
edilmistir. Heterozigotluk orani %100’diir. Mutant alellerde en sik gozlenen tekrar
aralig1 42-47 CAG tekrari arasidir. Incelenen hasta grubunda en sik 47 CAG tekrar
(%12.7) gozlenirken, bunu 43-44 tekrar (%11.8) ve 42 tekrar (%10.8) takip
etmektedir. Hasta bireylerin normal alellerinde ise CAG tekrar sayisinin 12 ile 30
CAG tekrar arasinda degistigi ve en sik gozlenen alel araliginin 17-20 CAG tekrari
aralig1 oldugu belirlenmistir. IT-15 geninde 17 CAG (%32,4) tekrar1 en sik goriilen
aleldir, bunu 18 (%29.,4) ve 19 (%22,5) tekrarl aleller takip etmektedir. Genel olarak
popiilasyonlarda en sik rastlanan normal huntingtin alelleri 15-20 CAG tekrarina
sahiptir (Rubinsztein vd., 1996). Bati Avrupa popiilasyonlarindaki tekrar dagilimi
normal smirlar icerisinde olmakla birlikte, daha uzun alellere dogru kayma
gostermistir. Afrika ve Asya popiilasyonlarinda daha uzun aleller daha nadir goriiliir
(Watkins vd., 1995). Bu calismada belirlenen normal ve artmis CAG tekrar sayilar

literatiirle uyumludur.

6.4. Huntington Hastalarinda Baslangi¢ Yas1

Calismaya dahil edilen 102 Huntington hastasi bireyin mutant alellerinde
tasidiklar tekrar sayilari, her bir tekrar grubunda goriilen baslangic yas1 araligi, her
gruptaki birey sayist ve baslangi¢ yasi ortalamasi Tablo 6.1.’de gosterilmistir. Bu
tablodaki degerler, her bir tekrar sayisi grubundaki bireylerin baslangi¢ yaslari
arasindaki farkliliklar1 ortaya koymaktadir. Ornegin, 47 tekrar sayisma sahip
bireylerin baslangi¢ yas ortalamasi 40.23 yas olarak hesaplanmistir. Fakat bu grupta
goriilen en diisiik baglangi¢ yas1 30, en yiiksek baslangic yasi ise 62’°dir. Diger bir
ornek ise, hastaligin 80 yasinda basladig1 bir bireyde ve 40 yasinda basladigi diger
bir bireyde ayni1 sayida CAG tekrar1 bulunmasidir. Bu farkliliklar baslangi¢ yasina
sadece CAG tekrarinin degil, diger genetik ve c¢evresel faktorlerin de etki
edebilecegini agikca ortaya koymaktadir.



Tablo 6.1. CAG tekrar sayilarina gore hastalik baslangi¢ yaslarinin
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gruplandirilmasi
CAG tekrar Baslanglg yasl Birey sayisi Baslangic yasi

sayis1 arahg ortalamasi
39 69 1 69
40 42-73 4 55.25
41 20-75 7 43.71
42 35-60 11 50.27
43 40-80 12 52.25
44 28-48 12 41.58
45 24-57 8 38.88
46 37-52 5 42
47 30-62 13 40.23
48 26-36 5 32.8
49 28-45 3 37.6
50 27 1 27
51 25-39 3 30
52 25-36 6 31.17
53 25-32 2 28.5
54 23-35 2 29
55 23 1 23
56 19-23 2 21
58 22 1 22
59 16 1 16
67 22 1 22
75 16 1 16

Genel 16-75 102 40.75

Tablo 6.2. ise baslangic yaslarina gore bireylerin sahip olduklar farkli CAG
tekrar sayilarin1 vurgulamaktadir. Tablo incelendiginde, her bir baglangi¢ yast grubu
icin benzer sayida CAG sayist oldugu goriilmektedir. Bu durum CAG tekrar
sayisinin baslangic yasi ilizerindeki etkisini gozler Oniine sermektedir. Bununla
cok farkli
gozlemlenebilmektedir. Ornegin, baslangig yas1 22 olan bireylerde 58 ve 67 CAG

birlikte, aym1 grup icinde birbirinden tekrar sayilar1 da

tekrar sayilar1 bulunmustur. Tekrar sayis1 farki 9 olmasina ragmen, bu bireylerin
baslangi¢ yaslar1 aynidir. Ayrica, 59 ve 75 CAG tekrar sayilarina sahip iki bireyin de
baslangic yaslar1 16’dir. Bu iki bireyin tekrar sayilar1 arasindaki fark 16 olmasina
ragmen, her ikisi de ayni baslangic yasina sahiptirler. Bu durum da, CAG tekrar
sayist haricinde diger modifiye edici faktorlerin de

baslangic  yasini

etkileyebilecegine isaret etmektedir.



Tablo 6.2. Hastalik baslangi¢ yas1 ve CAG tekrar sayilari

Baslangic yasi CAG tekrar sayilan
80 43
75 41
73 40
70 43
69 39,43
62 47
60 42
58 40
57 42,43,45
53 43
52 42,46
50 41,47
49 42
48 40 ,44
47 43, 44
46 42, 44
45 41, 43, 44 ,49
44 45,47
43 45, 47
42 40,42, 43 /45,47
41 41, 43, 44, 46
40 41, 43, 44, 45, 46, 49
39 51
38 44 47
37 46
36 44,47 ,48 ,52
35 41
35 42,44, 48, 52, 54
33 52
32 47,48, 53
31 45
30 45,47, 52
28 44,49, 52
27 50
26 48, 51
25 51,52,53
24 45
23 54, 55, 56
22 58,67
20 41
19 56
16 59,75
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6.5. CAG Tekrar Mutasyonunun Baslangi¢ Yasina Etkisi

CAG tekrarlarinin HH nin baglangic yasina etkisi dogrusal regresyon analizi
ile hesaplanmistir. Regresyon modellerinin anlamliligini arttirabilmek amaciyla,
CAG tekrar sayilar1 40-45, >45, 40-50 ve >50 olmak {izere 4 grupta incelenmistir.
Ayrica, her tekrar grubu cinsiyet alt gruplarina ayrilarak analiz tekrar edilmis ve her

alt grubun regresyon modelleri elde edilmistir.

Gruplara ayrilmaksizin tim CAG tekrar sayilarimin hesaplamalara katildigi
durumda, CAG tekrarlarinin baslangi¢c yasina etkisi %41.8 olarak hesaplanmustir.
Diger ¢aligmalara bakildiginda CAG tekrar sayisi etkisinin % 30.8 ile % 73 arasinda
belirlendigi goriilmistiir (Tablo 6.3.). Bu arastirmadan elde edilen sonuglar,

literatlirdeki diger ¢alismalarla uyum gostermektedir.

Tablo 6.3. Cesitli popiilasyonlarda CAG tekrarlarinin baglangic yasina etkisi

CAG tekrar
Popiilasyon
sayisinin
Popiilasyon biiyiikligii Referans
baslangi¢ yasina
(Kisi)
etkisi (%)
Alman 250 58 Arning vd., 2007
Chattopadhya
Hintli 77 68.3 padiyey
vd., 2005
Alman 167 30.8 Arning vd., 2005a
Beyaz Irk 980 52.74 Metzger vd., 2006
. Rubinsztein vd.,
Ingiliz 239 69.3
1997
_ Cannella vd.,
Italyan 600 68
2004
Taherzadeh-Fard
Alman >400 73
vd., 2009
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Tablo 6.4.te CAG tekrar sayis1 gruplariyla baslangi¢ yaslarma etkilerinin
yiizde degerleri verilmistir. CAG tekrar sayisi azaldikga, baslangic yasina etkisinin
de azaldig1 goriilmektedir. CAG tekrar sayisinin baslangi¢ yasina en fazla etki ettigi
grup, 45’ten yiiksek CAG sayilarina sahip olan grup olmustur. En diisiik etki ise 40-
45 tekrar sayist grubunda goriilmiistiir. CAG tekrar sayilarinin etkisinin diisiik
olmasi, diger genetik ve ¢evresel modifiye edici faktorlerin baslangi¢ yasina etkisinin
daha yiiksek olabilecegine isaret edebilir. Tekrar sayisi arttikca baslangic yasina
etkisi de artiyor goriinmektedir. >50 CAG tekrar1 grubunda (21 kisi) gozlenen
etkinin, >45 CAG tekrar grubundaki (55 kisi) etkiden daha diisiik ¢ikmasinin nedeni

ise bu gruptaki birey sayisinin az olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Tablo 6.4. CAG tekrar gruplar1 ve tekrarlarin baslangic yasina katkisi

CAG tekrar sayisi Baslangic yasina katkisi (%)
40-45 CAG 9
40-50 CAG 19.9
>45 CAG 45.6
>50 CAG 38.7
Genel 41.8

CAG ve baslangi¢ yas1 arasindaki 6nemli iliski, diger modifiye edici faktorlerin
yiiksek tekrar sayisina (CAG sayis1 >45) sahip bireylerde daha az etkili oldugunu
gostermektedir. Bunun nedeninin, poliQ zinciri uzunlugunun etkisinin, daha kisa
zincire oranla daha fazla oldugu diisiiniilebilir (Langbehn vd., 2004). PoliQ zinciri
uzadikca huntingtin ile etkilesen bir ¢ok proteinin etkilesimindeki degisiklikler, veya
poliQ zinciri uzadik¢a proteinin agregasyona egiliminin artmasi hastaligin daha
erken zamanda ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Bu durumda, diger modifiye edici
faktorler glutaminin etkisi tarafindan baskilanabilir. Bununla birlikte, daha az
sayidaki tekrarlarda modifiye edici faktorlerin baglangic yasi iizerinde daha
belirleyici oldugu ileri siirtilmektedir. Buna kanit olarak, 41-45 CAG tekrarina sahip
Huntington hastalartyla yapilan bir arastirmada CAG tekrar sayisinin baslangi¢
yasina etkisi daha diisiik (%30.8) bulunmustur (Arning vd., 2005a), boylece bu tekrar

grubunda diger modifiye edici faktorlerin baslangi¢c yasina etki etmesi olasiliginin
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yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Ayni grup tarafindan 2007 yilinda yapilan diger
bir caligmada ise CAG tekrarlarinin baslangi¢ yasina etkisi hem tiim CAG tekrarlar1
icin, hem de 39-45 CAG tekrar grubunda hesaplanmistir. Bu iki grupta CAG tekrar
sayilarinin baglangic yasina etkisi sirastyla %58 ve %39 olarak bulunmustur (Arning
vd., 2007). Bu sonuglar da daha diisiik tekrar sayilarinda CAG etkisinin daha az
oldugu hipoteziyle uyumludur. CAG tekrar sayisinin az oldugu durumlarda baslangic
yasina etkisi de daha az olacaktir ve bdyle durumlarda diger faktorlerin daha

belirleyici olmasina imkan dogabilir.

Bu tez c¢alismasindaki CAG tekrar gruplar cinsiyetlere gore alt gruplara
ayrildiginda, genel CAG tekrar grubunda kadinlarda (56 birey) baslangic yasina etki
%36.4 olarak goriiliirken, erkeklerde (46 birey) bu etki %50.1 olarak hesaplanmigtir
ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). >45 CAG tekrar sayisi
grubunda ise kadinlarda (21 birey) CAG tekrar sayisinin baslangi¢ yasina etkisi %
49.5 olarak hesaplanirken, erkeklerde (22 birey) bu etki %43.8 olmustur ve bu
karsilastirmada da aradaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Diger tekrar
sayist gruplarinda ise p degerleri 0.05’ten biiyilk oldugundan sonuglar dikkate
alinmamistir. Cinsiyet ayrimi yapilmaksizin hesaplanan etkilere bakildiginda da
genel CAG tekrar sayisinin etkisi % 41.8, >45 grubunun etkisi ise %45.6 olarak
bulunmustur (p<0.05), bu durum da cinsiyet ayrimi ile yapilan hesaplamalarla
uygundur. Diger gruplarda p degerlerinin yiiksek ¢ikmasi ile bulunan sonuglarin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi sonucu g¢ikarilmaktadir. Bunun nedeni ise
cinsiyet ayrimi yapildiginda grubun pargalanarak 6rnek sayilarinin azalmasi olabilir.
Yiiksek sayida 6rnege sahip gruplarla tekrar edilecek ¢alismalar daha kesin sonuglar

bulmaya yardimci olacaktir.

6.6. Kontrol ve Hasta Gruplarinda SNP Genotiplemeleri

Bu c¢aligmada arastirilan polimorfizmlerin genotiplerine bakildiginda NR2B
rs1042339 polimorfizmi hari¢ diger polimorfizmlerindeki tiim s6zkonusu genotipler
goriilmiistiir. NR2B rs1042339 polimorfizmine bakildiginda AA ve AG genotiplerine

hasta ve kontrol grubunda rastlanmamistir. Bu sonug, Alman paopiilasyonu ile



95

gerceklestirilen calisma sonuglartyla uyumludur (Arning vd., 2005) Calismaya dahil

edilen tiim saglikli kontrol ve hasta bireylerin altt SNP lokusu i¢in belirlenen

beklenen genotip frekanslar1 SPSS 17.0 ile hesaplanmistir (Tablo 6.5.).

Tablo 6.5. Hasta ve kontrol grubunda gozlenen ve beklenen degerler

Polimorfizm | rs1969060 | rs1806201 | rs1042339 | rs890 rs6293 TpS3
Hasta
69 TT 45 CC 28 TT 43 AA 43 CC
Gozlenen 102 GG
31CT 49 CT 47 GT 49 AG 46 GC
Degerler
2CC 8TT 27 GG 10 GG 13 GG
40,5 CC
68 TT 43,5 CC 245 TT | 48,5 AA
Beklenen 102 GG 48,5
29,5CT 49,5 CT 51,5 GT | 46,5 AG
Degerler CG
4,5 CC 9TT 26 GG 7 GG
13 GG
Kontrol
67TT 42 CC 21 TT 54 AA 38 CC
Gozlenen 102 GG
28 CT 50CT 56 GT 44 AG 51 GC
Degerler
7CC 10 TT 25 GG 4 GG 13 GG
40,5 CC
68 TT 43,5 CC 245 TT | 48,5 AA
Beklenen 102 GG 48,5
29,5CT 49,5 CT 51,5 GT | 46,5 AG
Degerler CG
4,5 CC 9TT 26 GG 7 GG
13 GG

GRIN1 1s6293 polimorfizmi haricinde hasta ve kontrol grubu arasinda

istatistiksel bir fark gozlenmemistir. Bu polimorfizmde hasta ve kontrol grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundugundan genotiplerin risk faktorii olup
olmadiklar1 degerlendirilmistir ve GG genotipinin goreli oranti degeri 2,663
bulunmugtur. 102 kisilik hasta grubunda 10 kiside GG genotipi goriiliirken 102
kisilik kontrol grubunda sadece 4 kiside bu genotip gozlenmistir. Boylece bu
calismanin sonucuna gore GG genotipi HH’nda bir risk faktdrii olarak
degerlendirilebilir. GRIN1

bozuklukla iligkili oldugu ileri siiriilmiistiir (Mundo vd., 2003; Qin vd., 2005). Bu

genindeki polimorfizmlerin sizofreni ve bipolar
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ylizden bu genin ndrodejeneratif bir hastalik olan HH’nda da bir rol oynamasi
muhtemel olabilir. GRIN1 genindeki rs6293 polimorfizmi bu ¢aligmada baslangic
yasint etkiliyor gorlinmese de, hasta ve kontrol grubundaki genotiplerin farkl

oranlarinin anlamu ileride yapilacak arastirmalarla agiklanabilir.

Tablo 6.6.da NMDAR alt iinitelerini ve p53’i kodlayan genlerin gdzlenen
genotipik ve alelik frekanslari, SNP veritabanindan elde edilen diger popiilasyon
verileri ile karsilastirilmistir. NR1 rs6293, NR2A rs1969060, NR2B rs1806201, rs
1042339 ve rs890 beyaz ik frekanslariyla uyum gostermektedir. TP53 R72P
polimorfizminde ise frekanslar beyaz irk popiilasyonundan ¢ok Asya ve Afrika

popiilasyonunda goriilen frekanslarla uyum gostermektedir.



Tablo 6.6. Genotipik ve Alelik Frekanslarin SNPdb Verileri ile Karsilastirilmasi

Polimorfizm | Popiilasyon Genotipik Alelik
AA AG GG A G
NR11rs6293 | Kontrol grubu | 0.529 | 0.431 | 0.040 | 0.745 | 0.255
Beyaz Irk 0.467 | 0.383 | 0.150 | 0.658 | 0.342
TT CT CcC T C
NR2A
Kontrol grubu | 0.657 | 0.275 | 0.068 | 0.794 | 0.206
1s1969060
Beyaz Irk 0.717 | 0.233 | 0.050 | 0.833 | 0.167
CC CT TT C T
NR2B
Kontrol grubu | 0.412 | 0.490 | 0.098 | 0.667 | 0.333
rs1806201
Beyaz Irk 0.583 | 0.400 | 0.017 | 0.783 | 0.217
GG AG AA G A
NR2B Kontrol grubu | 0.480 0 0 1.000 0
rs1042339 Beyaz Irk 1.000 0 0 1.000 0
Asyali 1.000 0 0 1.000 0
GG GT TT G T
NR2B rs890 | Kontrol grubu | 0.245 | 0.549 | 0.206 | 0.520 | 0.480
Beyaz Irk 0.333 | 0.467 | 0.200 | 0.567 | 0.433
CC CG GG C G
Kontrol grubu | 0.373 | 0.500 | 0.127 | 0.647 | 0.353
Beyaz Irk 0.083 | 0.300 | 0.617 | 0.233 | 0.767
Asyali 0.227 | 0.568 | 0.205 | 0.511 | 0.489
TP53 R72P
Afrika-
0.323 | 0.435 | 0.242 | 0.540 | 0.460
Amerikan
Sub-Sahara
0.441 | 0.440 | 0.119 | 0.661 | 0.339
Afrikali
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6.7. SNP’lerin Baslangi¢c Yasina Etkisi

Polimorfizmler bir populasyonda ayirt edilebilir siklikla gerceklesen genetik
sekans degisimleridir. Mutasyon ise DNA ya da kromozom yapisinda bir degisiklik
olusturur. Polimorfizmler, mutasyonlardan populasyonda daha sik varyant aleller
olarak bulunmalariyla ayrilirlar. Mutasyonlar hastalik nedeni olabilirken
polimorfizmler ise hastaliga yatkinlik nedeni olabilirler. Farkli tipteki SNP’ler, bir
proteinin fonksiyonunu, regiilasyonunu ve ekspresyonunu degistirebilir. Bununla
birlikte genomdaki cogu SNP gen fonksiyonlarini etkilememektedir. SNP’ler, kisiler
arasinda sekanslarinda degisiklik olan genlerden kodlanan proteinlerin birbirlerinden
farkli olmalartyla biyolojik ¢esitlilik de olustururlar. DNA sekansindaki degisimler
bireylerin hastalik gelistirmelerini, patojenlere, kimyasallara, ilaglara, asilara ve diger

ajanlara cevap vermelerini etkiler.

Kanser tiirleri, kardiyovaskiiler hastaliklar, Alzheimer gibi bir ¢ok konuda
epidemiyolojik ve biyomedikal arastirmalarda farkli populasyonlardan hasta ve
saglikli kontrol gruplarinda SNP tayini ve karsilastirilmasi yapilmaktadir. Cesitli
hastaliklara 6zgii SNP profilleri ¢ikarilmistir. Bu profiller kullanilarak hastaliklara
yatkinlik taramasi yapmak miimkiindiir ve SNP taramalarinda, hangi varyant
alellerin hastalikla yakin iliskili oldugu belirlenebilmektedir. SNP’ler hakkinda elde
edilen bilgiler hastalik mekanizmalarinin aydmlatilmasinda da o6nemli rol
oynamaktadirlar. Huntington Hastalifi’'nda ise 6zellikle baslangic yasimi etkileyen
SNP’ler hakkinda bir¢ok calisma yapilmistir. Calismalardan siklikla farkli sonuglar
elde edilse de, SNP’lerin hastalik patogenezi hakkinda bilgi verebilecegi ve ilerde
tedavi amacl kullanilabilecekleri diisiiniilmektedir. Bu c¢alismada incelenen

polimorfizmlerin 6zellikleri Tablo 6.7.’de verilmistir.



Tablo 6.7. Arastirilan SNP’lere ait bilgiler

Degisen Atasal Amino asit
SNP Lokasyonu
niikleotid Alel degisimi
GRIN1
9q34.3 789 A/G G Pro[P]=>Pro[P]
156293
GRIN2A
16p13.2 1430216 C/T C -
11969060
GRIN2B
12p12 2664 C/T C Thr[T]>Thr[T]
rs1806201
GRIN2B
12p12 3499A/G G Val[V]->1le[]]
rs1042339
GRIN2B
12p12 409 G/T T -
rs890
TP53 R72P 17p13.1 412 C/G C Pro[P]2>Arg[R]
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Belirtilen SNP genotiplerinin Tiirk Huntington hastalarinda goriilme

frekanslar1 ve bu genotiplerin baslangi¢ yast ile iliskilendirilmesi irdelenmis ve diger
poplilasyon verileri ile karsilastirilmistir. Daha sonra, ¢alisma kapsaminda incelenen
SNP’lerin baglangic yasina katkist coklu dogrusal regresyonla hesaplanmistir.
Calisilan her bir polimorfizme ait R* degerleri HH kromozomlarmdaki CAG
tekrarlarinin etkisi ile birlikte hesaplanmigtir. Baslangi¢ yasini degistirmeye aday bu
lokuslarin R* degerlerindeki degisimin (AR?) hesaplanmas igin genotiplerin etkisi ve
CAG tekrarmin tek basina etkisi karsilagtirnllmistir (Tablo 5.24.). Genel CAG tekrar
grubunda, artan her CAG tekrari baglangi¢ yasini yaklasik 1.5 yi1l diistirmiistiir.
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6.7.1. NMDAR Polimorfizmlerinin Baslangi¢ Yasina Etkisi

Eksitotoksitenin HH patogenezinde etkili oldugu kabul edilmektedir. Cesitli
aragtirmalar ~ glutamat  reseptorlerinin  NMDAR  alt  kiimesinin HH
norodejenerasyonunda rol aldigini ileri siirmiistiir. Bu reseptorler hiicre i¢i kalsiyum
akisina izin vererek gereginden fazla aktive olduklarinda protezlari, lipazlari ve
DNazlar1 aktive ederek noronal oliime yol agabilirler. Bu nedenle NMDAR
varyasyonlarinin HH’nin baslangi¢ yasini etkileyebilecek faktorler arasinda olduklari
diistiniilmektedir.  Giiniimiizde dikensi striyatal noronlarin hiicre Oliimiine
hassasiyetinin mutant htt ile artmasi ve NMDAR hasssasiyetinin bu prosese
katkisinin olup olmadigr ise acgik degildir. Yapilacak calismalar HH patogenezi
hakkinda yeni bilgiler ortaya ¢ikardikga HH’nin tedavisi ya da baglangi¢ yasinin

geciktirilmesi miimkiin olabilecektir.

NMDAR polimorfizmleri ve HH iligkisi literatiirde sadece Arning vd.
tarafindan 2005 ve 2007 yillarinda Alman Huntington hastalarinda incelenmistir.
Yapilan ilk c¢alismada NR2A ve NR2B glutamat reseptor alt {initelerindeki
degisikliklerin HH’nda baslangi¢c yasini belirleyici olabilecegi gosterilmis (Arning
vd., 2005), daha sonra GRIN2A’da rs1969060 ve GRIN2B’de rs1806201 (C2664T)
SNP’lerini igeren bolgelerde daha detayl arastirilma yapilmigtir. GRIN2A lokusunda
yapilan tarama intron 2 bolgesini en giicli baglanti bolgesi olarak belirlemis;
GRIN2B’de ise C2664T degisiminin etkisinin kanitin1 pekistirmistir. Hastalarin
cinsiyete gore siniflandirilmast  ise  C2664T ve  rs8057394/rs2650427
varyasyonlarinda farklilik gostermistir. C2664T icin cinsiyete 6zgii etki, bayanlarda
azalmis CC genotipi frekansi gdstermistir. Genel olarak CC genotipine sahip bayan
hastalarda diger genotiplere oranla hastaligin daha gec¢ basladigi goriilmiistiir. Bu
calismada GRIN2A ve GRIN2B genotip varyasyonlari, HH baslangi¢ yasindaki ek
varyansinin %7.2’sini agiklamistir (Arning vd., 2007).

Bu bulgular 1518inda, NMDAR’de bugiine kadar belirlenmis NRI1 rs6293,
NR2A 151969060 ve NR2B rs1806201, rs1042339, rs890 SNP’lerinin HH ile iliskili
olabilecegi diisiiniilerek, bu g¢alismada Tirk Huntington hastalarinda ilgili SNP

genotipleri ve hastalik baglangi¢ yast ile iligkisi incelenmistir.



101

NR1 rs6293 polimorfizminde genotiplere ait baglangi¢ yasi ortalamasi, standart
sapma ve medyan degerleri Tablo 6.8.’de verilmistir. Sekil 6.1.’de ise baslangi¢ yasi
ile rs6293 genotipleri iligkisini gosteren kutu-biyik grafigi gosterilmistir. Kutu biyik
grafikleri veri setinin yayilimi, konumu, ¢arpiklig1 hakkinda bilgi vermeleri agisindan
onemlidir. Her genotip i¢in medyan baslangi¢ yasi siyah ¢izgi olarak gosterilmis,
dordiinler kutu olarak belirtilmis ve kenarlar ise sinir baglangic yaslarin

gostermektedir.

Tablo 6.8. NR1 rs6293 genotipleri ve iliskili baglangic yas1

Baslangi¢ yasi (BY) *rs6293

BY
rs6293 N Minimum | Maksimum | Ortalama | Medyan Std. Sapma
AA 43 19 70 41,88 40,00 10,894
AG 49 16 80 40,04 38,00 14,714
GG 10 16 58 39,40 42,00 13,015
Total 102 16 80 40,75 40,00 12,973

BY

409

I

T T T
AA AG GG

rs6293

Sekil 6.1. NR1 rs6293 genotipleri ve baslangi¢ yaslara ait kutu-biyik grafigi

NR2A 151969060 genotiplerini gdsteren Tablo 6.9. ve Sekil 6.2.°ye
bakildiginda CC genotipine sahip bireylerin baslangi¢ yasi ortalamasinin ve medyan

degerinin diger genotiplere oranla daha yiiksek oldugu (9-10 yil), yani bu bireylerin
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daha ge¢ baslangic yasina sahip olduklar1 goriilmektedir. Fakat bu durumun
istatistiksel oneme ulagsmamasi (p>0.05), CC genotipine sahip bireylerin ¢ok az

olmasi nedeniyle normal kabul edilebilir.

Tablo 6.9. NR2A rs1969060 genotipleri ve iliskili baslangic yast

BY *rs1969060

BY

rs1969060 Minimum | Maksimum | Ortalama Medyan Std. Sapma
TT 69 16 75 40,25 40,00 12,178
CT 31 16 80 41,29 41,00 14,943
cC 2 47 53 50,00 50,00 4,243
Total 102 16 80 40,75 40,00 12,973

BY

404

T

I 1 1
T CcT CC

rs1969060

Sekil 6.2. NR2A rs1969060 genotipleri ve baslangic yaslarina ait kutu-biyik grafigi

NR2B rs 151806201 polimorfizmi i¢in TT genotipine sahip olan hastalarin
baslangi¢ yaslarmin diger genotiplerden yaklasik 5 yil erken oldugu belirlenmis
(Tablo 6.10. ve Sekil 6.3.), ancak bu veri istatistiksel olarak dneme ulasamamistir

(p>0.05).



Tablo 6.10. NR2B rs1806201 genotipleri ve iliskili baslangic yas1

BY *rs1806201

BY

rs1806201 Minimum | Maksimum | Ortalama Medyan Std. Sapma
cC 45 16 80 41,89 40,00 12,678
CT 49 16 75 40,61 40,00 13,447
TT 8 22 57 35,25 35,00 11,622
Total 102 16 80 40,75 40,00 12,973

1]
JE— JR—
r+ 1806201
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Sekil 6.3. NR2B rs1806201 genotiplerinin baslangi¢ yasina ait kutu-biyik grafigi

NR2B rs890 polimorfizmindeki genotipler (Tablo 6.11., Sekil 6.4.) icin de HH

baslangi¢ yas1 icin onemli farkliliklar bulunmamastir.
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Tablo 6.11. NR2B rs890 genotipleri ve iliskili baslangic yast

BY *rs890

BY
rs890 N Minimum | Maksimum | Ortalama Medyan Std. Sapma
TT 28 19 75 42,61 40,00 13,401
GT 47 16 80 39,53 40,00 12,941
GG 27 16 69 40,96 41,00 12,829
Total |102 16 80 40,75 40,00 12,973

80

601

5 | | T

404

T 1 U
T GT GG

rs890

Sekil 6.4. NR2B rs890 genotipleri ve baslangi¢ yaslarina ait kutu-biyik grafigi

167 ve 250 Alman hasta (Arning vd., 2005a; Arning vd., 2007) ve 308
Venezuelali hasta (Andresen vd., 2006) ile yapilmis calismalarda NR2A rs1969060
polimorfizminin baslangi¢c yasini etkiledigi bulunmustur. Bununla birlikte NR2B
rs1806201 polimorfizmi ¢aligilmis oldugu iki arastirmada (Arning vd., 2005, Arning
vd., 2007 ) baslangi¢c yasim etkiliyor goriiniirken diger bir calismada ise bu etki
gbézlenmemistir (Andresen vd., 2006). NR2B rs890 polimorfizminin de baslangi¢
yasini etkiledigi belirlenmistir (Arning vd., 2005a). Calismamizdan elde edilen
sonuglar desteklemese de, NMDAR komplekslerindeki varyasyonlara sebep olan

genetik polimorfizmlerin HH’daki klinik degisimlere katkida bulunmasi olasidir.
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Tirk Huntington hastalarinda tiim CAG tekrar sayilar1 gdz Oniinde
bulunduruldugunda NMDAR komplekslerini kodlayan GRIN1, GRIN2A ve
GRIN2B genlerindeki NRI1 156293, NR2A 151969060 ve NR2B rs1806201,
rs1042339, rs 890 polimorfizmlerinin Huntington hastaliginin baglangi¢ yasina
onemli bir katkist bulunamamistir (p>0.05). Bununla birlikte, p degeri 0.05’ten
biiyiik olmasina ragmen (p=0.132) rs1969060 polimorfizminin dogrusal regresyon
modeline bakildiginda (AO= 110,072-1,515 CAG + 2,897 rs1969060) bu
polimorfizminin baslangic yasin1 geciktirmeye egilimli oldugu goriilmiistiir.
Istatistiksel olarak &nemli olmasa da, rs1969060 polimorfizminde CC genotipine
sahip bireylerin baslangic yasinin diger genotiplere oranla daha ge¢ oldugu
bulunmustur (Tablo 5.28.). rs1806201 genotipinde ise TT genotipine sahip bireylerin
baslangic yasi ortalamasinin, istatistiksel 6neme ulasamasa da, diger genotiplerin

ortalamasindan yaklasik 5 yil erken oldugu goriilmiistiir.

40-50 CAG tekrarma sahip kadinlardan olusan grupta 151969060
polimorfizminin (p=0.049) ve >50 CAG genel grubunda ise rs6293 polimorfizminin
(p=0.016) HH hastaliginin baslangi¢ yasma etkisi oldugu goriilmiistiir. Bununla
birlikte, farkli gruplarda da istatistiksel dneme ulagsmasa da p degeri 0.05’e yakin
olan regresyon modelleri de elde edilmistir. Ornegin 1s890 polimorfizminde >45
CAG genel grubunun regresyon modelinde p degeri 0.056 bulunmustur. Bu veriler,
tim CAG tekrarlarinin hesaplandigt durumda NMDAR varyasyonlarimin HH
baslangi¢ yasina 6nemli bir katkisinin olmadigini ileri siirse de, daha yiiksek say1
iceren kohortlarda ve farkli popiilasyonlarda benzer ¢aligmalarin tekrar edilmesi

gerekmektedir.

6.7.2. TP53 Polimorfizmlerinin Baslangi¢c Yasina Etkisi

Memelilerde en 6nemli timor siipresor geni olan ve gesitli hiicre ici stres
sinyalleri ile aktive olan p53, tamir aktivitelerinin stimiilasyonuyla hiicre
dongiisiiniin gegici olarak durmasina neden olur ya da apoptozu baslatir. Mutant
huntingtinin poliQ tekrarlar1 igeren N-terminal kisminin néronlarda TP53 yolagi i¢in

onemli sonuglar1 olabilecek fonksiyonel ozellikler kazandigi ileri siiriilmiistiir.
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Mutant huntingtinin patojenik domaininin niikleer transkripsiyon faktorleriyle
etkilesime girdigi ve muhtemelen TP53 ile indiiklenen transkipsiyonal olaylari
modiile ettigi ileri siiriilmistiir. Bu durumda p53’iin HH baslangi¢c yasin1 modiile
etmesi olasidir. TP53 geninde 72. kodonda 2 varyasyonun (Arg/Pro) (R72P) hiicresel
transformasyonu ve apoptozu indiiklemede farkli yetenekleri oldugu belirlenmistir
(Bonafe” vd., 2004; Thomas vd., 1999;). Bir hiicre modelinde tlimor supresor
proteini p53’iin 72. kodonundaki arjinin kalintisinin ayni yerdeki prolin kalintisina
oranla artmig apoptoza neden oldugu gosterilmistir (Dumont vd., 2003). Boylece
TP53 genindeki Arg72Pro polimorfizminin apoptozu ve bdylece HH baslangi¢ yasini
degistirebilecegi dislinlilmiistiir. Bir ¢alismada bu degisimin baslangic yasini
etkiledigi goriilmiistiir (Chattopadhyay vd., 2004). Bununla birlikte diger
caligmalardan aksi yonde sonuglar da gelmektedir. Arning ve ark.tarafindan yapilan
bir ¢alismada bu sonug tekrar edilememistir (Arning vd., 2004). Chattopadhyay vd.
tarafindan yapilan ¢alisma Hint kokenli hastalar arasinda yapilirken, Arning
tarafindan yapilan calismada Avrupa kokenli hastalar yer almistir. Bu tez
caligmasinda da Tiirk Huntington hastalarinda TP53 genindeki R72P degisiminin HH
baslangi¢ yasini1 etkiledigi sonucuna varilmistir. Celigkili sonuglar R72P
genotiplerinin gesitli popiilasyonlarda farkli frekans degerleri gostermesi nedeniyle
olabilir. Sonuglar arasinda birlik olmamasina ragmen, TP53’teki bu degisim HH’nda
baslangi¢ yasmi etkileyecek en O6nemli adaylar arasindadir ve bu etkiyi apoptozu

tetikleyen mekanizmalari modiile ederek yaptig1 diistiniilmektedir.

Bu calismada R72P ve HH baslangi¢ yas1 arasindaki iliski anlamli bulunmustur
(p=0.024) ve bu varyasyonun baslangic yasint %4.98 oraninda etkiledigi
gosterilmistir. Chattopadhyay tarafindan yapilan ¢alismada da bu etki %6 olarak
bulunmustur (Chattopadhyay vd., 2004). Yapilan diger c¢alismada ise bu etki
ispatlanamamistir (Arning vd., 2004). Bu durum, R72P genotip ve alel frekanslarinin

populasyonlar arasinda farkli olmasindan kaynaklantyor goriinmektedir (Tablo 6.6.).

Ayrica yapilan bu tez ¢aligmasinda GG genotipine sahip olan bireylerin
hastalik baglangi¢ yaslarinin diger genotiplere sahip olan bireylerden yaklasik 5-7 yil
erken oldugu gozlenmis (Sekil 6.5.) ancak bu gruplar arasi fark istatistiksel dneme

ulasamamustir (t-test, p=0.087). Chattopadhyay vd. tarafindan yapilan ¢alismada da
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R72P polimorfizminin HH baslangi¢ yasina etki ettiginin ve GG genotipinin de bir
risk faktorii oldugunun bulunmasina ragmen GG genotipine sahip bireylerin
baslangi¢ yaslariin ortalamasi (38.7+11.8 yas) ve diger genotiplere sahip bireylerin
baslangi¢ yaslari ortalamasi (39.9+13.0 yas) arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli bulunmamistir (Chattopadhyay vd., 2004). Bu calismadaki baslangi¢c yasi
ortalamasi farki (Tablo 6.12.) daha belirgin olmasina ragmen, istatistiksel olarak
onemli olamamasinin nedeni GG genotipine sahip birey frekansinin az olmasi
olabilir. Bununla birlikte, bu calismada GG genotipi Chattopadhyay vd.’nin
calismasinin aksine, hasta ve kontrollerde ayn1 frekansta goriildiiglinden risk faktori

olusturmamaktadir (Tablo 5.35.).

Tablo 6.12. TP53 R72P genotipleri ve iligkili baslangic yas1

BY *tp53
BY
tp53 N Minimum | Maksimum | Ortalama Medyan Std. Sapma
cC 43 16 75 42,60 41,00 13,616
CG 46 19 80 40,65 40,00 13,095
GG 13 23 53 35,00 35,00 8,746
Total 102 16 80 40,75 40,00 12,973

Sonu¢ olarak bu g¢alismada TP53 R72P polimorfizminin Tiirk Huntington
hastalarinda baslangi¢ yasina etki ettigi goriilmektedir. Baslangic yasinda GG
genotipi ve diger genotipler arasindaki fark istatistiksel Oneme ulagmamasina
ragmen, bu fark 5-7 yil olarak bulunmustur. Bununla birlikte, bu SNP’deki hi¢bir
genotip hastalik icin bir risk faktdrii olusturmamaktadir. Ornek sayisi arttirilarak
diger popiilasyonlarda da bu gibi ¢aligmalarin tekrar edilmesi daha kesin bilgilerin

elde edilmesi i¢in yararli olacaktir.
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804

404

BY

I T &

204

1 T 1
cC CcG GG

tp53

Sekil 6.5. TP53 R72P genotiplerinin baglangi¢ yasina ait kutu-biyik grafigi

6.8. Genel Degerlendirme

Huntington Hastalig1 artmig CAG tekrar1 sebebiyle meydana gelen ndrolojik
hastaliklar i¢in bir prototip olmustur (Harper, 1999). HHna neden olan genin
bulunmasindan bu yana gegen 15 yilda hastalifin biyolojisini anlamada ve hayvan
modellerinde calisan ¢esitli terapatik stratejiler gelistirilmesinde ¢ok biiyiik
ilerlemeler saglanmistir. Giliniimiize kadar HH’nin molekiiler mekanizmalari,
baslangi¢ yasi, gen penetransi ve sorumlu olan huntingtin proteini hakkinda bir ¢ok
calisma gercgeklestirilmistir. Hastaligin anlagilmasinda onemli gelismeler olmasina
ragmen, hastalik mekanizmas1 dahil hala ac¢iklanmamis bir ¢ok yonii bulunmaktadir
ve heniiz etkin bir tedavi yontemi gelistirilememistir. Bu zorluk dniimiizdeki yillarda
labaratuvarda elde edilen bilginin insanlara uygun klinik ve presemptomatik

tedavilere doniistiiriilmesine ¢abalanarak yenilebilir (Imarisio vd., 2008).

Huntington Hastaligi’'nda hastalik baslangic yasimi etkileyen faktorlerin
incelenmesi ¢ok az sayida ve birbiriyle ¢eliskili sonuglar veren ¢alismalarla sinirl

kalmistir. Bu ¢alismada NMDA reseptorleri lokuslarindaki incelenen degisimlerin
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HH baslangi¢ yasina énemli bir katkida bulunmadigi, fakat TP53 genindeki R72P
degisiminin  baslangi¢ yasin1  etkiledigi bulunmustur. Istatistiksel Oneme
ulasamamasina ragmen (p=0.087) GG genotipine sahip bireylerde baslangi¢ yasinin
ortalama 5-7 yil erken oldugu hesaplanmistir. Ayrica CAG tekrar sayilar1 aralarinda
gruplandirildiginda ve cinsiyete gore de ayrim yapildiginda R72P polimorfizmi 40-
50 CAG tekrarina sahip kadinlarda (p=0.045) ve CAG >45 genel grubunda
(p=0.048) da hastaligin baslangi¢ yasini etkiliyor gériinmektedir.

NR1, NR2A, NR2B ve TP53 ve ayrica bu genlerle iliskili genlerdeki
degisimlerin sonuglarini tanimlayabilmek HH’n1 ve hastalik siirecinde rol oynayan
mekanizmalar1 agiklayabilmek i¢in yardimci olabilir. Bu yiizden, bu gibi ¢aligmalarin
daha biiylik ve farkli genetik altyapiya sahip popiilasyonlarda tekrar edilmesi ve
diger aday genlerin ortaya ¢ikarilmast Onem tasimaktadir. Tirk Huntington

hastalartyla ilk kez yapilan bu ¢aligma ile literatiire katkida bulunulacaktir.
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