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HUNTINGTON HASTALIGI’NDA MODIFIiYE EDiCi GENLERIN
ARASTIRILMASI

OZET

Huntington Hastaligi (HH) otozomal dominant olarak kalitilan, kendisini
motor, psikiyatrik ve kognitif disfonksiyon ile gosteren, progresif nérodejeneratif bir
hastaliktir. Huntington Hastali§i'nin karakteristik semptomlari, hastaligin stireci
boyunca kronik ve progresif olan istem dis1 koreiform hareketler, kognitif bozukluk,
duygudurum bozukluklar1 ve davranigsal degisikliklerdir. Baslangigtan 6liime kadar
sagkalim ortalamasi 17-20 senedir.

Huntington Hastaligi'nin baslangi¢ yasi, IT-15 genindeki CAG tekrarlarinin
anormal uzamas1 ile iliskilidir; ancak, CAG tekrarlarinin uzunlugu baslangi¢
yasindaki varyasyonun %40-70'ini agiklayabilir. Cesitli ¢aligmalar, diger genetik
faktorlerin de HH baglangic yasi varyasyonunda yer alabilecegini gostermistir.

Yakin zamanda, metiltetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) genindeki tek
niikleotid polimorfizmi ile HH baslangi¢ yas1 arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir.

Bu tez c¢alismasinda MTHFR genindeki C677T ve A1298C
polimorfizmlerinin Tiirk Huntington Hastalarinda hastalik baslangi¢ yasint modifiye

edici rolleri incelenmistir.
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IT-15 genindeki uzamis CAG tekrarlarinin baslangic yasini belirlemedeki katkisi
%40.8 olarak (R* = 0,408 p < 0,0001) bulunmustur. MTHFR polimorfizmlerinin
baslangig¢ yasi ile korelasyonu gosterilememistir ( p > 0,05) .

Daha once sunulan kanitlarin aksine, MTHFR genindeki A1298C
polimorfizmlerinin Tirk Huntington hastalarinda baglangic yasmi etkiledigi

goriilmemektedir.

Gelecekte bu caligma hasta populasyonu biiyiikliigii artirilarak ve hastalarin

folat seviyeleri dikkate alinarak genisletilebilir.

Anahtar Kelimeler : Huntington Hatalig1, Triniikleotid Tekrar1, Modifiye
Edici Genetik Faktor, MTHFR, Polimorfizm.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF MODIFIER GENES IN HUNTINGTON’S DISEASE

Huntington's Disease (HD) is an autosomal dominantly transmitted,
progressive neuro-degenerative disease which presents itself with motor, psychiactric
and cognitive dysfunction. The characteristic symptoms of HD are involuntary
choreiform movements, cognitive impairment, mood disorders, and behavioral
changes which are chronic and progressive over the course of the illness. Survival
from onset to death averages 17-20 years.

Age at onset of HD is correlated with the size of the abnormal CAG repeat
expansion in the HD gene; however, the length of CAG repeats can explain about 40-
70% of the variation in age at onset. Several studies have indicated that other genetic
factors also contribute to the variability in HD age at onset.

Recently, an association has been reported between a single nucleotide
polymorphism (A1298C) in the methyltetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene
and AO of HD.



In this thesis, the modifier effects of C677T and A1298C polymorphisms of
the MTHFR gene on age of onset of Turkish HD patients have been investigated.

The contribution of expanded CAG repeats in the IT-15 gene in identifying
age of onset was determined to be 40.8% (R? = 0,408 p < 0,0001). None of the
MTHFR polymorphisms were shown to be correlated to the age of onset ( p > 0,05).
Contrary to the previously described evidence, A1298C polymorphism in the
MTHFR gene does not appear to modulate AO of Turkish HD patients.

In the future, this study can be expanded by increasing the patient population

size and also by taking the folate levels of the patients into account.

Key Words: Huntington’s Disease, Trinucleotide Repeat, Genetic Modifiers,
MTHFR, Polymorphism

Xl



1. GIRIS

Huntington Hastaligt (HH) otozomal dominant gegis gosteren, seg¢ici ndron
Oliimleriyle baglantili olarak merkezi sinir sistemini etkileyen, koreiform hareketlere
demans ve psikiyatrik belirtilerin de eslik ettigi ilerleyici ve 6liimcil bir hastaliktir
(Bates ve dig, 2002). Hastaligin belirgin ozellikleri ¢esitli doktorlar tarafindan
19.yy'da belirtilmistir, fakat ilk kez 1872 yilinda Dr. George Huntington'in gii¢lii
tanimi1 hastaliin Huntington Hastali1 olarak adlandirilmasina yol agmistir (White ve
dig.,1992). Hastaliga sebep olan genin kesfedilisi arastirmalari tetiklemis, ¢alismalar
hastaligin molekiiler mekanizmasina odaklanmustir.

Huntington Hastaligi’nin Bati Avrupa’da goriilme sikligi 3-7/100.000 iken
diinya genelinde goriilme sikligi 5-10/100.000’dir (Bradley ve dig., 2004; Benell ve
dig, 2004; Landles ve dig., 2004). 1983 yilinda HH ile iliskili gen (IT-15) 4.
kromozomun kisa koluna lokalize edilmistir (Gusella ve dig., 1983). Hastaliga sebep
olan mutasyon ise IT-15 genindeki artmis sayida CAG (glutamin) triniikleotid
tekrarlar olarak belirlenmistir (Huntington’s Disease Collaborative Research Group,
1993). Huntington Hastalig1 ge¢ baslangich bir hastaliktir ve belirtileri genellikle 30
— 50 yaglart arasinda baslar, fakat cocukluktan 70 yasa kadar olan yas araliginda
goriilebilir (Haigh ve dig., 2004). Yasam siiresi, hastaligin ortaya ¢ikigindan itibaren
ortalama 15 — 20 yildir (Bates ve dig., 2002).

Huntington Hastalifi'nin kesin patofizyolojik mekanizmalar1 ¢ok az
anlagilmis olmakla birlikte, transgenik hayvan modellerinde yapilan arastirmalar

nedensel faktorler ve potansiyel tedavilere 151k tutmaktadir.
1.1Klinik Ozellikler
Huntington Hastalig1 ilk kez 1872 yilinda Dr. George Huntington tarafindan

dominant gegisli, gec baslangigli, ilerleyici ve 6liimciil bir hastalik olarak tanimlandi.

Tanimlandigi ilk yillarda “Huntington Koresi” olarak adlandirilan HH, otozomal



dominant gegis gdsteren ve santral sinir sistemini etkileyen kronik bir nérodejeneratif
hastaliktir (Bates ve dig., 2002).

Motor bozukluklar iginde en ¢ok One ¢ikan 6zellik hastaliga adini veren
kore’dir.

Motor oOzellikler; istem dis1 harc..ctler ve koordinasyon kaybi sebebi ile
yirime bozuklugu, aniden sigrama, Spastik, kontrolsiiz, ani hareketlerdir.
Muayenelerde tiim viicutta dans edermis gibi goriinen kore dikkati ¢eker. Stabil
durusta bulgular hafifken hasta yiirlitiildiigii zaman ortaya c¢ikan kore, taniyi
kolaylagtirir. Hastalar normal ylirliyemezler. Dans eder gibi ataksik yliriime,
sallanma ve kollar1 gerektigi gibi sallayamama seklinde bulgular gbriiliir. Ilerleyen
zamanlarda tendon reflekslerde artis gozlenir (Berrios ve dig., 2001). Genglerde (20
yas Oncesi) ve bazi yetiskinlerde kore belirtileri olmaksizin rijidite goriilebilir. Bu tip
bireylere yanliglikla Parkinson hastaligi, katatoni veya sizofren teshisi konulabilir.
Yavaslamis diizensiz g6z hareketleri genellikle bu hastalarda belirgindir (The
Huntington’s Disecase Collaborative Research Group, 1993).

Psikiyatrik belirtiler de kisinin davranislarindaki degisim, kisilik degisimi,
depresyon, sinirlilik hali, karamsarlik ve anti-sosyal davraniglar ile kendini gosterir.
Depresyon tipiktir ve intihar, genel populasyona oranla % 5-10 daha fazla tahmin
edilir. Manik ve psikotik semptomlar gelisebilir (Craufurd ve dig., 2002).

Huntington Hastaligi'nda kognitif disfonksiyon siklikla uzun siireli hafizaya
etki eder ancak organizasyon, planlama, kontrol veya alternatifleri adapte etme gibi
fonksiyonlar1 bozar ve yeni motor yeteneklerinin edinilmesini geciktirir. Bu
ozellikler zamanla daha da kotiilesir ve demans halini alir (Taylor., 1997).

Huntington Hastaligi'nin teshisi, tipik semptomlu ve ailede ge¢misi olan
bireylerde kolaydir. Ancak, DentatoRubroPallidoluysian Atrofi, Huntington Hastaligi
benzeri-2 (siyah Amerikali ve Giiney Afrikalilarda sik) ve birkag diger ailesel
hastaliklarin fenotipik olarak bu hastaliktan ayirt edilmesi zordur. Buna ilaveten,
hastalarin %8'inde ailede bu hastaliga sahip bilinen bir birey yoktur. Noroakantositoz
da HH’nu taklit edebilir, ancak arefleksi, artmis kreatin kinaz ve akantosit* varligi
belirgindir. HH ile karsilastirildiginda bu hastaliklar farkli zamanlama, ailesel
olmama, motor bozuklugu olmamasi ve kognitif azalma gibi 6zelliklere sahiptir

(Kambouris ve dig., 2000).

! Akantosit: insanda vldl (very low density lipoprotein) ve 6zellikle apolipoprotein b yetmezligi
sonucu gelisen membran defektine bagl diken seklinde uzantilar gosteren alyuvarlara verilen isim
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1.2 Néropatolojik Ozellikler

Huntington Hastaligi’ndan o6len hastalarin beyinlerinde yapilan incelemeler
sonucunda bazal gangliyada yogun néron kaybi gézlenmistir (Sekil 1.1.). Ozellikle
de striyatum bolgesinin etkilendigi gorilir (Vonsattel ve DiFiglia.,, 1998).
Striyatumdaki noronlarin %90 - 95’1 GABA-erjik (gama aminobiitirik asit) ortaboy
dikensi projeksiyon néronlaridir (Wichman ve DeLong, 2006). ilerlemis vakalarin
GABA-erjik orta boy dikensi projeksiyon noronlarinda %80 oraninda, diger
ndronlarla birlikte ise toplam olarak noronlarin %90 oraninda kayip saptanmustir.
Dolayisiyla GABA-erjik noronlar, HH’dan spesifik olarak etkilenen néron grubudur.
Ileri dénemlerde hasta, beyin hacminin yaklasik %25’ini kaybeder (Macdonald ve
Halliday, 2002). Hastalarda biiyiik oranda etkilenen diger beyin bolgeleri arasinda
siyah cisim, 3., 5. ve 6. kortikal tabakalar, hipokampiisiin CA1 bolgesi sayilabilir
(Jeste ve dig., 1984).

HH Beyni

Normal insan Beyni

Sekil 1.1. Normal ve HH beyinlerinde bazal gangliya bolgeleri
( www.standford.edu/group/pandegroup/folding/pics/HD_effected.qgif ).

Hataligin patolojik karakteristiklerinden biri de mutant huntingtin (htt) ve
poliglutamin (poliQ) tasiyan niikleer ve sitoplazmik inkliizyonlarin goriilmesidir. Her
ne kadar patolojik poliQ islenmesinin belirteci ve etkilenen bireylerde semptomlarin
baslangicindan ¢ok daha uzun zaman once belirgin olsa da, giderek artan kanitlar bu

inkliizyonlarin  hiicresel disfonksiyon veya hastalik aktivitesinin belirtecleri
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olmadiklarin1 gostermektedir (Davies ve dig., 1997). Cesitli hiicre ve hayvan
modelleri ile insan histopatolojik orneklerinde inkliizyonlarin goriilmesi ile
disfonksiyon veya norolojik semptomlarin baglangiglart bakimindan c¢ok az

korelasyon goriilmiistiir (Menalled ve dig., 2003).

1.3.Genetik Ozellikler

Huntington Hastalig1 geni 4. kromozomun kisa kolunda 4p 16.3 bolgesinde
lokalizedir. 67 ekson ve 180 kb’dan olusan biiyiik bir gendir. Hastaliga sebep olan
mutasyon, genin 1. eksonunda tekrar eden CAG triniikleotidlerinin sayisindaki
artistir. Normal bireylerde bu bolgedeki tekrar sayilart polimorfiktir. Ancak bu tekrar
sayist esik degeri astiginda hastaliga sebep olur. CAG triniikleotidleri glutamin (Q,
GIn) amino asitini kodladigindan dolayi1 HH ayni tip mutasyonla seyreden
“Poliglutamin Hastaliklar1” ailesine mensuptur (Huntington’s Disease Collaborative
Research Group, 1993).

CAQG triniikleotidlerinin sayist hastalik i¢in belirleyici olmaktadir. 26 ve daha
az CAG tekrar1 tagiyan bireyler normal fenotip gosterirken, 27-35 tekrar tasiyan
bireyler genellikle HH fenotipi gostermezler, fakat mayotik instabilite nedeniyle bir
sonraki nesilde bu hastaligin goriilmesi olasidir. Mayotik instabilite tekrar artisina
(%73) ya da azalmasina (%23) sebep olabilir (Kremer ve dig., 1995). Instabilite ve
tekrar artis1 olasiligi oogeneze gore spermatogenezde daha fazladir. Juvenil olgularda
paternal kalitim ve birbirini izleyen jenerasyonlarda rastlanan erken baslangic yasi bu
durumu agiklamaktadir (Trottier ve dig., 1994). Negatif aile ge¢misinin oldugu yeni
baslangicli HH tipik olarak, sinirda veya normal aralikta (28-35 CAG tekrar1) bir
alelin CAG tekrar sayisinin Ozellikle paternal tarafta artmasi nedeniyle meydana
geldigi tespit edilmistir. 35 veya daha az CAG tekrar1 hastalik ile iligkilendirilmese
de Groen ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada 27 — 35 arasinda
tekrara sahip ve HH fenotipi gosteren iki hasta bildirmislerdir (Groen ve dig., 2009).
36-39 tekrar tastyan bireylerin sadece bir kismu1 HH fenotipi gosterirken, 40 ve iizeri
CAG tekrar1 tagiyan bireylerin tamami hastaliktan etkilenmislerdir.

Huntington Hastalig1 genindeki CAG tekrar sayisi ile hastaligin baglama yas1
ters iliskilidir; CAG tekrar sayisi arttik¢ca hastaligin belirtilerinin ortaya ¢iktigi yas
kiigtiliir. Hastaligin homozigot vakalar1 baslangic yasinda 6nemli bir farklilik

gostermez ancak progresyon hizinda artis goriilebilir (Gusella, 1995).
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1.3.1. Huntington Hastahigr’nin Molekiiler Patolojisi

1.3.1.1. Htt Proteini ve Islevi

Huntingtin proteini, 348 kDa'luk bir proteindir ve amino (N) ucunda CAG
triniikleotidlerinin kodladigi poliQ bolgesi bulunur. Mutant htt’deki uzun poliQ
domaini, proteinde konformasyonal degisiklikleri indiikleyerek intraseliiler agregat
olusumuna sebep olur. Htt'nin hiicredeki normal islevlerini agiga ¢ikarmak zordur,
¢linkii bilinen diger proteinlere homoloji gostermez. Bunun yan sira tiim dokularda
ifade edilir ve bir¢ok hiicre alti1 kompartmanlarda lokalizedir (Harjes ve Wanker,
2003; Li ve Li, 2004). Htt nukleus, hiicre govdesi, dendrit ve noronlarin sinir
uclarinda mevcuttur ve Golgi cisimcigi, endoplazmik retikulum ve mitokondriyi de
iceren bircok organelle de iligkilidir. Htt'nin fonksiyonunu ve patolojik etkilerini
belirlemek i¢in gesitli yaklasimlar kullanilmistir (Harjes ve Wanker, 2003; Li ve Li,
2004). Htt, mikrotiibiillerle birlikte lokalize olarak ve B- tiibiilin ile direkt olarak
etkileserek dinaktin kompleksinin bir kismini olusturur. Bu olusum, vesikiil taginmasi
ve/veya sitoskeletal baglanmada bir role sahiptir. Htt'nin, ayn1 zamanda, klatrin
aracilt endositoz, ndronal transport ve post-sinaptik sinyallesmede de gorev aldigi
gosterilmistir. Bunlara ilave olarak néronal hiicreleri apoptotik stresten koruyabilir ve
dolayisiyla 6n sagkalim roliiniin de olabilecegi diistiniilmektedir (Rigamonti ve dig.,
2000). Gorevi tam olarak bilinmese de sebep oldugu norodejenerasyonla ilgili

yapilan ¢alismalar 15181nda baz1 olas1 mekanizmalar gelistirilmistir.

1.3.2 Toksik Islev Kazanim ve Kaybi

Birgok ¢aligma, mutant htt proteininin toksik fonksiyon kazancina sebep
oldugunu gostermektedir. Bu konu ile ilgili ikna edici kanitlar, uzamis ve ifade edilen
tekrarlarin sebep oldugu diger sekiz norodejeneratif hastalik SpinoSerebellar Ataksi
tipleri (SCA) 1, 2, 3, 6, 7 ve 17; Dentato Rubro Pallidoluysian Atrofi (DRPLA) ve
Spino Bulbar Muskiiler Atrofi (SBMA) igin de gegerlidir (Piccioni ve dig,.2001). Bu
hastaliklarin higbirinde haplo yetersizlik yoniinde bir kanit yoktur. Bu hastaliklarin

en belirgin ozelliklerinden biri baslangic yast ile poliQ tekrarlar1 arasindaki terS
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korelasyondur. Sonuglar, poliQ tekrarlarinin uzunluklarinin, etkilenen genden
bagimsiz olarak hastaligin siddetini belirledigini gostermektedir (Margolis ve dig.,
2001).

Huntington Hastaligi'nda fonksiyon kazanimi i¢in en ikna edici kanit, poliQ
zincirlerinin yapisal biyolojisidir. In vitro kanitlar poliglutaminin baslangigta dimer,
trimer ve oligomerler olusturarak agrege olmaya baslayacagini éngérmektedir (Chen
ve dig., 2001). Bu siireg, 6zgiin konsantrasyonda protein ve minimum 37 ardisik
glutamin gerektirir. Bu siireg, yiiksek sayida poliQ tekrariyla daha hizli isler. Bu
bulgular hem hastaligin ge¢ baslangicini hem de poliQ uzunlugu ile yakin
korelasyonu agiklayabilir. Agregasyon orani, glutamin tekrar sayisi ile artar ve bu,
tekrar uzunlugunun erken baslangi¢ yasi ile iligkili oldugu bilgisi ile uyumludur
( Foroud, 1999).

Yiiksek oranda mutant htt ifadesi sonucunda hiicrenin basa ¢ikamayacagi
miktarda agregatlar olusur. Bu agregatlarin yapisina yabanil tip htt’nin de katildig
belirlenmistir. Hiicrelerin, mutant htt tiretimi ve agregat olusumunun {istesinden
proteozom veya otofajik vakuolizasyon ile gelebilecekleri 6ne siiriilmektedir. Bu ve
muhtemel diger mekanizmalar yoluyla, mutant htt transkripsiyon, apoptoz,
mitokondrial fonksiyon, tiimér baskilanmasi, vesikiiler ve norotransmitter
salgilanmas1 ve aksonal tasinmayi diizenleyen c¢esitli niikleer ve sitoplazmik
proteinleri de etkiler. Bu sekilde mutant htt toksik islev kazanimi ile beraber normal

proteinlerin islev kaybina da yol agabilir (Jones, 2002).

1.3.3. In vivo Huntingtin Protein Agregasyonu

Fibriler morfolojili htt protein agregatlari ilk kez, patolojik aralikta (115-156
Q) glutamin tekrarli, htt ekzon 1 fragmani eksprese eden bir transgenik HH fare
modelinde kesfedilmistir (Davies ve dig., 1997). Bu farelerde ¢6ziinemeyen noronal
intraniikleer inkliizyon (NII) olusumu, HH’ye benzer semptomlar gosteren progresif
bir norolojik fenotip gelisimi Oncesinde gozlenmistir (Davies ve dig., 1997). Bu
sonuglar, In vivo agregat olusum siirecinin, HH’de noéronal disfonksiyon ve
norodejenerasyon gelisimi i¢in gerekli oldugunu one siirmiistiir. Ultrayapisal ve
immunositokimyasal ~ ¢aligmalar, = NII’larin  anti-iibikiitin ~ antikorlar1  ile

boyanabilecegini ve inkliizyon cisimciklerindeki htt proteininin ibikiitinlendigini ve



tibikiitin-proteozom sistemi tarafindan degrade edildigini gostermistir. Huntingtin
protein fragmanlart ayni zamanda transgenik farelerin akson ve akson
terminallerinde bulunmustur (Li ve dig., 2000; Li ve dig., 1999). Bu yapilar noropil
agregatlar1 olarak adlandirilmiglardir ve aksonal tasinma ve ndrotransmitter salinimi
gibi 6zgiin noronal fonksiyonlar etkiledikleri diistiniilmektedir. Farkli transgenik fare
modelleri ile de bu bulgular dogrulanmistir (Hodgson ve dig., 1999; Reddy ve dig.,
1998; Schilling ve dig., 1999; Wheeler ve dig., 2000).

Coziinemeyen htt protein agregatlarinin transgenik hayvanlarda karakterize
edilmesini takiben, hasta beyinlerinde agregatlar bulunmustur (DiFiglia ve dig.,
1997). Transgenik farelerde oldugu gibi, iibikiitinlenen amorf veya fibriler
morfolojiye sahip niikleer ve sitoplazmik huntingtin agregatlar1 gézlenmistir. Buna
ek olarak, agrege olmus htt proteini igeren distrofik néritler de saptanmistir (DiFiglia
ve dig., 1997). Distrofik noritlerin ndronal retrograd tasinmadaki bozukluktan
kaynaklandiklar1 bilinmektedir. Hasta beyinlerinde NII’lar htt’inin  N-ucuna
yonlendirilen antikorlarla saptanabilmektedir. Bunlarin, proteinin C-ucu igin olan
antikorlar tarafindan taninmamasi, tam uzunluktaki proteinden ¢ok, N-uglu htt
fragmanlarinin ndronal hiicrelerde toplandiklarini gostermektedir (DiFiglia ve dig.,
1997).

Yakin zamanda yapilan caligsmalar, HH'da ndronal dejenerasyonun, yabanil
tip htt'de fonksiyon kaybi ile mutasyona ugramis htt'de fonksiyon kazaniminin
kombine etkilerinden meydana geldigini 6nermistir. HH allelinde delesyonu olan
kisilerden elde edilen bilgiler, yabanil tip htt'deki eksikliklerin nérodejenerasyonu
tetikledigi fikrine kars1 ¢ikmaktadir, ¢linkii bu hastalarda HH gelismemistir. Bununla
birlikte, htt'nin farelerdeki ablasyonu, anormal beyin gelisimi ile 7,5. embriyonik
giinde oOlim ile sonuglanmistir ve htt'nin delesyonu noérodejenerasyona yol
acmaktadir. Bu, htt'nin hiicre sagkalimi i¢in gerekli oldugunu ve fonksiyon kaybinin
da norodejenerasyona yol agtigini kanitlamaktadir (Bates ve Murphy, 2002). Mutant
htt ve diger poliQ hastalik proteinleri, her ne kadar agregasyonun poliQ hastaliklar
patogenezindeki rolii tartismali olsa da, ndronlarda ¢oziilemeyen agregatlar
Olustururlar (Bates, 2003). Baz1 arastirmacilar poliQ agregatlarinin toksik oldugunu
diistinlirken, digerleri patojenik silirecin dogal bir yan iriini oldugunu
disiinmektedirler. Bir baska grup ise agregatlarin noroprotektif oldugunu
savunmaktadir.

Bazi arastirmacilar, ¢ok uzun poliQ'larin hastaligi indiikledigi, hiicresel
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proteinlerin normal fonksiyonlarmi engelledigi gorlisiinii savunmaktadirlar. Bu
teoriyi destekleyen caligsmalar, mutant htt'nin, intraniikleer agregat formasyonu veya
onemli transkripsiyon faktorlerinin ayrilmas: seklinde gen transkripsiyonunu
bozdugunu belirtmislerdir (Cha, 2000; Sugars ve Rubinsztein, 2003). Cesitli
calismalarda, p53, CREB-baglanma proteini (CBP), spesifite proteini 1 (SP1) ve
TATA-baglanma proteini (TBP) gibi transkripsiyon faktorlerinin intraniikleer
agregatlara toplanabildigi gosterilmistir, dolayisiyla da HH'de transkripsiyonal
disregiilasyon hipotezi giiclenmektedir. Ayrica, agregatlarda saperonlar, proteozomlar
ve ubikiitinin toplanmasi, yetersiz protein katlanmasi ve degredasyonun poliQ
hastalik patogenezinde yer aldigini gosterir (Ciechanover ve Brundin, 2003; Sakahira
ve dig., 2002). llging olarak, iibikiitin ile isaretlenmis proteinlerin merkezi sinir
sisteminde anormal toplanmasi Parkinson ve Alzheimer gibi diger norodejeneratif
hastaliklarda da vardir (Taylor ve dig., 2002). Bu nedenle, poliQ hastaliklarinin
yanlig katlanma veya proteolizden, proteinlerin katlanma veya degrade olmak icin
zor hale gelmeleri veya iibikiitin-proteozom sisteminin (UPS) bozulmasi seklinde

meydana geliyor olmalar1 diistiniilmiistiir.

1.3.4. Saperonlar ve Proteozom

1.3.4.1. Agregasyonda Saperonlarin ve Proteozomlarin Rolii

Hiicrelerin igerisinde yeni sentezlenen proteinlerin dogru konformasyonda
katlanmalari, cesitli molekiiler saperonlarin sirali hareketlerini gerektirir, ancak
bazen bu silire¢ basarili olamayabilir (Fink, 1999). Dogru konformasyonda
katlanmayan proteinlerin UPS tarafindan degrade edilmeleri gereklidir (Moges ve
dig., 1999). Is1 sok protein (Hsp) 70 ve Hsp40, katlanma siirecini kolaylastiran ve
polipeptidlerin ¢oziilebilir konformasyonunu saglayan iki ana smif molekiiler
saperonlardir (Hartl ve Hayer-Hartl, 2002). Ancak agregasyon, anormal sekilde
katlanan proteinlerin bir karakteristigidir; bu nedenle eger yanlis katlanan
proteinlerin tiretimi hiicrenin yikim kapasitesini asarsa, bu polipeptidler ¢6ziilemeyen
intraseliiler agregatlar olusturabilirler.

Diger poliQ proteinleri gibi htt'nin de Hsp70 ve Hsp40 saperon ailesi ile
etkilestigi ve hem hiicresel hem de hayvan poliQ hastalik modellerinde ve hasta doku

orneklerinde agregatlarla birlikte lokalize oldugu gosterilmistir. Bu, protein katlanma
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bozuklugunun HH patolojisini tetikledigi diislincesini ortaya atar (Sakahira ve dig.,
2000). Saperonlarin agregatlara dagilmasi, hiicrede var olan ¢oziinebilir saperon
miktarini diistiriir ve bu da anormal protein katlanmasini artirir (Hay ve dig., 2004).
Saperonlar anormal proteinleri dogru sekilde katlayamazlarsa, onlari
degredasyon igin proteozoma yodnlendiren ibikiitinasyon baslatilir. HH'nin diger
norodejeneratif hastaliklarla bir diger ortak 6zelligi, inkliizyonlarin ibikiitinlenmis
olmasi ve g¢esitli proteozom alt {nitelerine de rastlanmis olmasidir. Buna gore,
hiicrenin yikim makinesindeki bir basarisizliktan s6z edilebilir (Ciechanover ve
Brundin, 2003). Cesitli kanitlar, UPS'nin bozulmasinin poliQ hastaliginin

patogenezinin merkezi oldugunu gostermistir (Bence ve dig., 2001).

1.3.5. Transkripsiyonal Regiilasyon

Hem yabanil tip hem de mutant htt gesitli transkripsiyon faktorleriyle
etkilesmektedir ve HH’da bazi transkripsiyonel yolaklarin etkilendigi gdsterilmistir.
HH'da etkilenen transkripsiyon yolaklarindan cAMP-yanitlayic1 element (CRE) ve
SP1 aracili yolaklar en ¢ok arastirilan yolaklardir; ¢iinkii néronal sagkalimda gerekli
olan genlerin ekspresyonunda yer alirlar.

Farelerde CRE-bagli protein (CREB) ablasyonu, hipokampiis ve striyatumda
ilerleyici nérodejenerasyonun oldugu HH benzeri fenotip ile sonuglanmaktadir
(Mantamadiotis ve dig., 2002). Ayrica, CRE tarafindan diizenlenen genlerin down-
regiilasyonu da HH’da saptanmistir (Glass ve dig., 2000). CRE yoluna olan ilgi
CREB-bagli protein (CBP) iizerinde odaklanmistir. CBP agregatlara lokalize olur ve
bu da, CBP'nin CRE-aracili transkripsiyon i¢in uygunlugunun bozuldugu fikrini
destekler (Li ve dig., 2004). Htt'nin, glutamince zengin ve asetil transferaz
domainlerinin CBP ile etkilestigi gosterilmisti. Bu veriler hastaligin poliQ
modellerinde goriilen CRE-aracili transkripsiyon ve asetil transferaz aktiviteleri
kaybinda diisiisii aciklayabilir. Onemli olarak, asetil transferaz aktivitesindeki bu
azalma, histon deasetilaz enzim inhibitorlerinin uygulanmasiyla tersine gevrilmistir
(Rubinsztein ve dig., 2003).

Dunah ve arkadaslari, asemptomatik Huntington hastalarindan elde edilen
beyin ekstrelerinde mutant htt'nin SP1 ile artmis iliskide oldugunu ve SP1'in TFAII
130 ile iliskisinin HH beyinlerinde saglikli beyinlere kiyasla azaldigim
gostermislerdir (Dunah ve dig., 2002). Buna ilaveten, mutant htt'nin SP1 ile artmis
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iligkisi SP1'in promotor bolgesine baglanmasini bloke etmistir. Dolayisiyla HH
hastalarinda araci oldugu bilinen genlerin (dopamin-D2-reseptoér geni gibi) SP1
aracili transkripsiyonunu bozmustur.

CBP ve SPl'e ek olarak, cesitli diger onemli transkripsiyon faktorlerinin
niikleusta htt ile etkilesime girdigi goriilmektedir. Bunlar arasinda, Gln-Ala tekrari
transkripsiyonel koaktivatorii CA150'nin hem normal hem de mutant htt ile iligkili
oldugu bulunmustur (Holbert ve dig., 2001). HH beyin o6rneklerinde, hastalik
derecesi arttikca CA150 protein seviyelerinin de artmis oldugu tespit edilmistir. Bu
da CA150'nin htt agregasyonuna yanit olarak toplandigini ve gen transkripsiyonunu
engelledigini diisiindiiriir. Ayrica TBP, HH patolojisinde yer alabilir ¢linkii genel
transkripsiyon faktorii niikleer inkliizyonlarda lokalizedir. Htt'nin ayn1 zamanda
transkripsiyonel baskilayici olarak c¢alisabilmesi de ilgingtir. Maya iki-hibrid
analizinde, htt'nin, poliQ bagimli bir sekilde niikleer korepresor protein ve Sin3A
iceren represor komplekslerle direkt olarak etkilesime girdigi gosterilmistir (Boutell
ve dig., 1999). Niikleer korepresor protein ve Sin3A diger transkripsiyonel DNA
baglayic1 proteinlerle bir arada calisarak tiroid ve retinoik asit reseptorleri gibi
niikkleer reseptorlerin transkripsiyonal aktivasyonunu baskilar. Bu nedenle, mutant htt
sadece niikleer korepresor protein ve Sin3A fonksiyonu ile degil, aynt zamanda
niikleer reseptorleri iceren sinyallesme yollarina da karisir.

Yakin zamanda, yabanil-tip htt'nin ayrica noron-restriktif susturucu
elementler (NRSEs) iceren genlerin aktivitesini, diizenleyebildigi gosterilmistir

(Zuccato ve dig., 2003).

1.3.6. Huntington Hastaligr’nda Hiicre Oliim Mekanizmalar1

Huntington Hastalig1 ve diger PoliQ Hastaliklarinda hiicre 6liimiiniin agirlikli
olarak apoptoz ile ger¢eklestigi bilinse de, son yillarda yapilan arastirmalar otofajik
mekanizmalarin aktivasyonuna da dikkat ¢ekmistir.

Apoptotik yolaklarda gorev alan enzimler kaspazlar ve kalpainlerdir.
Kalpainler, kalsiyum ile aktive olan sistein proteazlardir ve proenzim heterodimeri
olarak bulunurlar. Kalpain aktivasyonu, kalpain inhibitorii olan kalpastatinin
kaspazlar tarafindan kesilmesi ile meydana gelir. Huntingtin tizerinde kalpain kesim
bolgeleri 535-537 ve 468-470 amino asitleri arasidir. Mutant htt kalpainler tarafindan

daha kolay kesilir. Yapilan ¢alismalarda mutant htt’in kalpainler tarafindan kesilmesi
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engellendiginde htt agregatlarinda azalma g6zlenmistir (Saudou ve dig., 1998).

Kaspazlar aspartat-6zgii sistein proteazlardir ve hiicrelerde inaktif proenzim
olarak bulunurlar. Diger kaspazlar tarafindan kesilerek veya otoaktivasyon ile aktive
olurlar. Apoptozun farkli asamalarinda farkli kaspazlar aktive olur. Kaspaz 8, 9 ve 10
baslangi¢ asamasinda gorev alir ve kaspaz 3,6,7’yi aktive ederek apoptozun
yonlendirilmesini saglar (Quin ve dig., 2004). Kaspazlarin HH patogenezinde 6nemli
rol oynadig1 gosterilmistir. Huntingtin i¢in kaspaz 2, 3, 6 ve 7’nin kesim yaptigi
bolgeler belirlenmistir. Mutant htt’in kaspaz 3 ve 9 aktivasyonunu arttirdigi
bilinmektedir. Ozellikle poliQ igeren protein fragmanlar1 kaspazlar1 daha ¢ok aktive
eder ve hiicreler apoptoza girer (Wellington ve dig., 1998).

Otofajik yol, intraseliiler organellerin ve uzun siireli proteinlerin geri
donilisiimiinden sorumlu 6nemli bir sitoplazmik siire¢ olmakla beraber hiicre
Oliimiinde de 6nemli bir role sahiptir. Toksik htt fragmanlarinin dolayli olarak
otofajin indiiksiyonuna yol actigi belirlenmistir. Ravikumar ve arkadaglari, mTOR
molekiiliiniin (“Mamalian Target Of Rapamycin”) htt fragmanlar1 ile agregat
olusturduklarmi  ve dolayisiyla, hiicredeki kinaz aktivitesini azalttiklarini
bildirmislerdir. PoliQ hastaliklarinda agregatlarin, otofajik yolun negatif
diizenleyicisi olan mTOR aktivitesini baskilayarak otofajiyi indiiklemede anahtar

role sahip olduklar1 goriilmektedir (Ravikumar ve dig., 2004 ).

1.3.7. Hastalik Baslangi¢ Yasi ve Etkileyen Faktorler

Tim poliQ hastaliklarinda oldugu gibi HH’da da CAG tekrar sayisi ve
hastalik baslangi¢ yasi arasinda ters oranti vardir (Sekil 1.2.). Ancak, aym1 CAG
tekrar sayisina sahip bireyler arasinda da baslangic yasi farklilhik gosterebilir.
Dolayisiyla, sadece CAG tekrar sayisindan yola ¢ikarak hastalik belirtilerinin ne

zaman baslayacagini belirlemek miimkiin degildir.
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Hastalik Baslangig Yasi

CAG Tekrar Sayisi

Sekil 1.2. CAG tekrar sayist ve hastalik baglangic yasi iliskisi
(http://johnhawks.net/graphics/huntington_repeat_onset.png)

Hastalik baslangic yasi ile tekrar sayisi arasindaki negatif iligki, yiiksek
tekrarlar i¢in daha gii¢liidiir. Ancak, patolojik aralikta fakat diisiik sayidaki tekrar
sayilarinin baslangi¢ yasini tahmin edici degeri diisiiktiir. Bu nedenle cevresel ve
diger genetik faktorlerin baslangi¢ yasini ve hastalik siirecini modifiye edici etkisi
olabilecegi dusiiniilmiistiir. Huntington Hastaligi’nin en yogun olarak gézlemlendigi
Venezuela soyunda yapilan detayli arastirmalar, hastalik baglangi¢ yasinin %60
oraninda CAG tekrarlar1 haricindeki faktorlerden etkilendigini ortaya koymustur
(Wexler, 2004). Bunun yani sira, transgenik Huntington farelerinin ¢evresel
ortamlarinin zenginlestirilmesinin semptom baslangicini erteledigi gozlemlenmistir
(Hockley ve dig., 2002). Cevresel zenginlestirmenin bazi 0Ozgiin genlerin
transkripsiyonunu artirdig1 ve noérogenezde etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Ebeveyn cinsiyetinin de nesiller aras1t CAG tekrar artis1 ya da azalmasini
etkileyerek baslangic yasini1 modifiye edebilecegi bilinmektedir. Hastalik alellerinin
babadan aktarildigi durumlarda tekrar sayilar1 siklikla artis gostermekte, bu da
sonraki nesilde antisipasyona neden olmaktadir (Ridley ve dig., 1988). Maternal
transmisyonlarda ise tekrar artigina daha az rastlanmaktadir (Kremer ve dig., 1995).

CAG tekrar sayisi, hastalik basglangic yasindaki farkliliklarin yaklagik %30-
%70’ini agiklayabilmektedir. Geriye kalan varyansin kuvvetle kalitsal oldugu ortaya
koyulmustur (Djousse ve dig., 2003). Dolayisiyla, IT-15 geni ya da diger genlerdeki
polimorfizmlerin HH baslangi¢ yasinda modifiye edici rolleri olabilir. Bu sebeple
Ozellikle yabanil ve mutant htt’nin iliskili oldugu proteinleri kodlayan genlerdeki
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ve/veya hastaliga yol acabilecek molekiiler mekanizmalarin herhangi bir yolaginda
rol oynayan genlerdeki polimorfizmlerin hastalik baslangi¢ yasin1 modifiye etmedeki
rolleri arastirilmaya baslanmistir. Uzerinde en ¢ok calisilan genler BDNF (“Brain
Derived Neurotrophic Factor”), GRIK2 (“Glutamate Receptor lonotropic Kainate 2-
Glur6”), TBP (“TATA Binding Protein”), hCAD (“human Caspase-Activated
DNase”), UCHL-1 (“Ubiquitin C-terminal Hydrolase-L1”), NMDA (“N-methyl-D-
aspartate receptor subunit 2B”)’dir. Bu aday genler iizerinde birgok polimorfizm
tanimlanmis, ancak yapilan smirli sayidaki calismalar genellikle celiskili sonuglar
vermis ve ayni polimorfizmler bazi popiilasyonlarda baslangic yast ile iligkili
bulunurken digerlerinde bulunamamastir.

BDNF striyatal noronlarin sagkalimi i¢in 6nemli oldugu diisiintilen bir
proteindir. Yapilan c¢alismalarda htt’in BDNF ekspresyonunu ve taginmasini
diizenlemede 6nemli bir role sahip oldugu tespit edilmistir. Yabanil tip htt, BDNF
transkripsiyonunu ve BDNF igeren vesikiillerin mikrotiibiiller ile striyatal hiicrelere
taginmasin arttirirmaktadir. Mutant htt ise BDNF iiretimini ve tasmmasini azaltir
(Zucatto ve dig., 2001; Schaffar ve dig., 2004). Bununla birlikte son yillarda
ornegin, BDNF genindeki V66M polimorfizmi ile hastalik baslangi¢ arasinda iliski
oldugunu bildiren ¢aligmalar oldugu kadar (Albrech ve dig., 2005), iliskili bulmayan
calismalar da bildirilmistir (Metzger ve dig., 2006; Kishikawa ve dig., 2006). Diger
bir aday gen olan GRIK2’de incelenen mutasyon 3’ UTR bolgesinde bulunan TAA
tekrar sayilarindaki degisimdir. 16-17 TAA tekrarina sahip bireylerde hastaligin
beklenenden 5 yil once basladigi belirlenmistir (MacDonald ve dig., 1999) Bu
mutasyon hastalik baslangic yasi icin % 13’liikk bir etkiye sahiptir. UCHL-1
genindeki S18Y polimorfizmi, 18. kodonda bulunan serin amino asitinin tirozine
dontigtimiidiir. Naze ve arkadaslarinin 2001 yilinda 138 HH ve 136 kontrol ile
yaptiklar1 ¢alisma sonucunda S18Y mutasyonu Huntington hastalarin %17 sinde
tespit edilmistir (Naze ve dig., 2001). Diger bir ¢alismada ise Y/Y genotipli
bireylerde hastalik belirtilerinin beklenenden 8 yil dnce ortaya ¢iktig1 belirlenmistir
(Metzger ve dig., 2005). hCAD genindeki R196K polimorfizminin incelendigi bir
arastirmada bu polimorfizmin hastalik baslangi¢ yasimin %6’sin1 agiklayabildigi
tespit edilmis (Chattopadhyay ve dig., 2005), ancak diger bir arastirmada

polimorfizmin hastalik baslangi¢ yasina etkisi bulunmamistir ( Arning ve dig., 2005).
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1.4. Metilentetrahidrofolat rediiktaz Polimorfizmleri

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) folat metabolizmasinda gorev
almaktadir. Folat molekiiliiniin baslica fonksiyonu DNA metilasyonu ve DNA sentez
reaksiyonlarinda metil grubu tasiyiciligidir. MTHFR geni 1p36.3 de haritalanmis bir
gendir. Insan MTHFR geninin cDNA’s1 1994°te izole edilmistir ve cDNA sekansinin
yaklasik 22 kb biiytikliigiinde oldugu ve 11 ekzon igerdigi saptanmistir. Bu genin
uriinii, katalitik aktivitesi olan, 77 kD agirliginda 656 aminoasitten olusan bir
proteindir (Goyetteve dig., 1998).

MTHFR geni, 5,10-metilentetrahidrofolat (5,10-metilen THF) molekiiliinii
geri donilisiimsiiz olarak 5-metiltetrahidrofolata (5-metil THF) doniistiiren enzimi
kodlar. 5-metil-THF serum folatin primer formudur ve homosistein molekiiliiniin
metiyonine doniistiiriilmesinde metil grubu vericisi olarak gorev yapar. Metiyonin S-
adenosilmetiyonine (SAM) doniistiiriiliir. SAM ise DNA iizerinde sitozin bazlarinin
metilasyonunda kullanilir (Schwahn ve dig., 2001). 5-metil THF eksikligi DNA
hipometilasyonu ile sonuglanir. Folat 5,10-metilen THF formunda iken DNA sentezi
sirasinda urasil bazlarina metil grubu vererek timine dontismelerini saglamaktadir.
Ciddi MTHFR eksikliginde periferal noropati, gelisme geriligi, hipotoni, tromboz
gibi klinik bulgular goriiliir. MTHFR eksikliginin hafif oldugu durumlara populasyon
genelinde oldukga sik rastlanmakta olup, 6zellikle damar hastaliklarinin olusumunda

risk faktorii oldugu ileri stiriilmektedir ( Boushey ve dig., 1995).

S.F’-.H
homns@em
D& metilasyonu "i——'ﬁ-"*'“" 5 Metil THF
rmietionin B12 \MTHFR
Folik ssit oHF pum " 510 Metilen THF

10 formil THF

DMA zemtezi «— aTMP aunP
tirmicilat
sertaz

Sekil 1.3. MTHFR enzimi ve fonksiyonu
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C677T ve A1298C polimorfizmlerinin preeklemsi ve spontan abortus gibi
gebelik komplikasyonlar1 i¢in risk olusturdugu gosterilmistir. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalar neticesinde yarik damaklilik, Down sendromu ve konjenital kalp
defektlerinde (Wenstrom ve dig., 2001) de bu polimorfizmin rol oynadigi
goriilmistiir. Ayrica bu polimorfizmler, kardiyovaskiiler hastaliklarin yaninda noéral
tiip defektleri i¢inde bir risk faktoriidiir ( Botto ve dig., 2000).

Huntington Hastalig1 homosistein metabolizmasinda gorevli birgok enzim ile
iliskilendirilmistir. Ornegin sistatyonin Beta-sintaz (CBS) htt’ye spesifik olarak
baglanmaktadir. Homosistiniiri CBS eksikligi ile birlikte merkezi sinir sisteminin de
icinde bulundugu bir ¢ok fizyolojik sistemi etkilemektedir (Hansen ve dig., 2005).

MTHFR genindeki C677T polimorfizmi proteindeki N-ucu katalitik bolgesini
etkileyen 4. ekzonda bulunur. Bu polimorfizm MTHFR enzimini kodlayan gende
677. niikleotid olan C (Sitozin)’in T (Timin)’e doniismesi sonucu ortaya ¢ikan bir
nokta mutasyonudur. Bu mutasyon, alanin aminoasitinin yerine valin aminoasitinin
gecmesine neden olur ve MTHFR enzim aktivitesini azaltir (Goyette ve dig.,1995).
Bu gendeki diger bir mutasyon da, 1298. niikleotid olan A (Adenin)’nin C (Sitozin)’e
degisimi sonucu olusan nokta mutasyonudur. Bu mutasyon sonucu MTHFR
proteinin C-ucu bolgesinde glutamat alanine doniismektedir. Bu mutasyonda da diger
mutasyon tipinde oldugu gibi MTHFR aktivitesi azalir. A1298C polimorfizminin
plazma homosistein konsantrasyonundaki artist  C677T polimorfizmi kadar
etkilemedigi ileri siiriiliir (Frosst ve dig., 1995) ve bu polimorfizmin énemi heniiz
tam olarak agiklanamamustir.

MTHFR C677T polimorfizmi siklig1 irka ve cografi bolgeye gore biiyiik
degisiklik gosterir. T677T oram1 Amerika’daki siyah populasyonda ve Giiney
Amerika’da %1 iken Avrupa’daki beyaz toplumda, Kuzey Amerika’da ve
Avustralya’da %6-20’dir. Avrupa’da goriilme sikligi kuzeyden giineye dogru
artmaya meyillidir. Tiirkiye’de yapilan diger ¢alismalarda homozigot mutasyon orani
%05, heterozigot mutasyon orani ise %35 olarak bildirilmistir. MTHFR A1298C
polimorfizmi igin, cesitli ilkelerde C1298C genotip sikligr %1-12 arasinda degisir
(Roiben ve dig, 2003). Tiirkiye’de yapilan bir ¢galismada C1298C genotip sikligt %6
olarak tespit edilmistir (Sazc1 ve dig., 2003).
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2. AMAC

IT-15 genindeki CAG tekrar sayis1 40 ve iizerinde oldugunda, birey eger uzun
yasarsa mutlaka HH belirtilerini gosterecektir. Hastalik baslangic yas1 genellikle 30-
50’11 yaslar olarak bilinmektedir, ancak tekrar sayisinin ¢ok arttifi durumlarda
bireyler 20’li ve hatta daha erken yaslarinda da bu hastalifa yakalanabilmektedir.
Ancak hastalik baslangi¢ yas1 sadece CAG tekrar sayisina bagli olarak belirlenemez.
Yapilan calismalar CAG tekrar sayisinin baslangi¢ yasini ortalama olarak % 40
oraninda belirleyebildigini ortaya koymustur. Kalan varyans c¢evresel ya da genetik
faktorlerle acgiklanabilir.

Bu tez caligmasinda HH’nda hastalik baslangic yasina etkili olabilecegi
disiiniilen modifiye edici aday genlerden MTHFR geni iizerindeki C677T ve
A1298C polimorfizmleri incelenecektir. Oncelikle ilgili polimorfizmlere ait alel
frekanslar1 saglikli ve Huntington hastast popiilasyonlarinda belirlenecek ve
karsilastirilacaktir. Bunu takiben, hastalardaki CAG tekrar sayisinin ve belirtilen
polimorfizmlerin hastalik baslangi¢ yasma katkilart belirlenecek, MTHFR
polimorfizminin hastalikla olan iligkisi arastirilacak ve diger populasyon verileri ile

karsilastirilacaktir.
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3. MATERYALLER

3.1.Cahsmada Kullanilan Ornekler

Hasta grubu, 1998-2010 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi istanbul Tip
Fakiiltesi’nde HH klinik tanis1 almig ve genetik analiz ile teshisi kesinlesen 99
hastadan olusmaktadir. Hastalarin cinsiyet, yas, hastalik baslangi¢ yasi, aile hikayesi
ve klinik 6zgegmisleri incelenmistir. Kontrol grubu ise kendilerinde ve ailelerinde
herhangi bir norodejeneratif hastalik bulunmayan 100 gonillic  bireyden
olugmaktadir. Her birey ile yapilan anketlerle demografik bilgileri elde edilmistir.
Hasta ve kontrol grubuna ait kan ve yanak i¢i epitel hiicre ornekleri, bireylerin
hastalik hakkinda bilgilendirilmeleri ve onaylarinin alinmasinin  ardindan
toplanmistir. Bu ¢alisma T.C. Hali¢ Universitesi Insan Arastirmalar1 Etik Kurulu izni

ile gerceklestirilmistir.

3.2. Kimyasallar

Bu calismada kullanilan tiim kati ve sivi kimyasallar molekiiler biyoloji
kalitesindedir, aksi belirtilmedigi takdirde marka olarak Sigma (ABD) ya da Merck
(ALMANYA) tercih edilmistir.

3.3. Tamponlar, Soliisyonlar ve Enzimler

3.3.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Kan orneklerinden DNA izolasyonu Hizli Genomik DNA Ekstraksiyonu
“Rapid Genomic DNA Extraction ( RGDE) metodu ile gerceklestirilmistir.
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Hiicre Lizis Tamponu ( pH 8.0)
Tris HCL

Siikroz

MgCl,

Triton X-100

Cekirdek Lizis Tamponu ( pH 8.0)
Tris HCL

SDS

EDTA

Sodyum sitrat

10mm/L
%11 (w/v)
5Smm/L
%1 (W/v)

10mm/L
%1 (w/v)
10mm/L
10mm/L

3.3.2.Yanak ici Epitel Orneklerinden DNA izolasyon Tamponlar:

Lizis Tamponu

Proteinaz K

Low-TE (pH 8.0) Tamponu

NaOAc (Sodyum asetat)
EtOH (Etanol)
Fenol CHCI3 (Kloroform): IAA (izoamil alkol)

50mM Tris pH 8.0

50mM EDTA

50mM siikroz

100mM NacCl

%1 SDS

Steril dH,0O’da 10 mg/ml
10mM Tris pH 8.0
0.1ImM EDTA pH 8.0
3M

%70

(24:1)

3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Tamponlar1 ve Enzimleri

10X MgCl; igermeyen Tampon

17

200 mM (NH,)2SO4
750 mM Tris-HCI

(pH 8,8)

% 0,1 (v/v) Tween 20



(Fermantas
LITVANYA)

MgCl, dH,0’da 25 mM
(Fermantas, LITVANYA)

Deoksiriboniikleotidler (ANTP) 100 mM dATP, dCTP,
dGTP ve dTTP
(Fermantas,
LITVANYA)

Tag DNA Polimeraz 50/ul

(Fermantas,
LITVANYA)

3.3.4. Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon Tamponlar:

Hinf | 10 U/pl (Fermentas
LITVANYA)

Tanima Dizisi
5°... GIANTC... 3’

5’... CTNA1G...3’

Hinf | Reaksiyon Tamponu 1X Buffer R (Fermentas,
LITVANYA)

Mboll 10 U/ul (Fermentas,
LITVANYA)

Tanima Dizisi
5’...GAAGA(N)g|...3’
5°..CTTCT(N):1...3°

Mbo 11 Reaksiyon Tamponu 1X Buffer B (Fermentas,
LITVANYA)
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3.3.5. Elektroforez Tamponlari ve Jel Sistemleri

10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) 890 mM Tris-Base,
890 mM Borik Asit,
20mM Na,EDTA.2H,0,

(pH 8.3)

10X Bromofenol Mavisi (BPB) 2.5 mg/ml BPB

Etidyum Bromid (EtBr) 10 mg/ml EtBr

% 1 veya 2’lik Agaroz Jel 0.5 X TBE Tamponunda
% 1 veya % 2 (w/v)
agaroz

3.3.6. Oligoniikleotid Primerler

Bu caligmada incelenen polimorfik bolgeleri ¢ogaltmak i¢in kullanilan primer
dizileri Tablo 3.1.°de gosterilmistir. Kullanilan primerler “Integrated DNA

Technologies” (IDT) firmasindan temin edilmistir.

Tablo 3.1. MTHFR geni polimorfizmlerinin PCR iglemi i¢in kullanilan primerler

(F: Tleri primer, R : Geri primer).

Polimorfizm Primer Dizisi (5°— 3°)
— C677T -F. TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGG
C677T -R: AGGACGGTGCGGTGAGAGTG
A1298C A1298C - F: ATGTGGGGGGAGGAGCTGAC
A1298C -R: GTCTCCCACCTTACCCTTCTCCC
IT-15
P3F:5’-TCTGCTTTTACCTGCGGCC-3’
CAG tekrar
B5lcst HD3:5’-GGCGGTGGCGGCTGTTGCTGCTGCTGCTGC-3’
Olgesi

19



3.3.7. DNA Biiyiikliik Markorleri

GeneRuler 100 bp DNA markorii: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000 baz ¢iftlik fragmentler iceren DNA markorii (Fermentas, LITVANYA).
GeneRuler 50 bp DNA markérii: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 baz
ciftlik fragmentler igeren DNA markérii (Fermentas, LITVANYA).

3.3.8. Cihazlar

Otoklav Dik Tip Otoklav
(BES, TURKIYE)

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

Santrifiijler Mikrosantrifiij,
MiniSpin Plus
(Eppendorf,
ALMANYA)

Derin Dondurucular -20°C, 2021 D
(Arcelik, TURKIYE)
-20°C, GSD26410NE
(Bosch, ALMANYA)

Dokiimantasyon Sistemleri Bio-RAD Universal
Hood I1
(BIO-RAD, ITALYA)

Yatay Elektroforez Sistemleri Flowgen (INGILTERE)
Sub-Cell GT
(BIO-RAD, ITALYA)
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Gili¢ Kaynaklar1

Is1 Blogu

Manyetik Karistiricilar

Buzdolaplari

Spektrofotometreler

Thermo-Cycler

Vorteks

Su Banyolar1

Su Aritma Sistemi
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EPS 301

(Amersham Pharmacia
Biotech, ISVEC)
PowerPac Basic
(BIO-RAD, ITALYA)
PowerPac Universal
(BIO-RAD, iTALYA)

DB 2D
(Techne, INGILTERE)

MR 3001
(Heidolph, ALMANYA)

Beko 8742,
Arcelik 3061 Plus
(TURKIYE)

Schimadzu UV 1601
(JAPONYA)

Techne TC-512
(INGILTERE)

Heidolph REAX
(ALMANYA)

Niive BM 402
(TURKIYE)

Millipore Milli Q
Synthesis A10
(FRANSA)



4. YONTEMLER

4.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Bu tez ¢alismasinda RGDE metodu ile kan 6rneklerinden DNA izolasyonu
yapilmustir.

EDTA’lW tiiplere toplanmis kan Orneklerinden 500ul alinarak 1,5ml’lik
Eppendorf tiiplere aktarilir ve 1000 pl hiicre lizis tamponu eklenir. Tiipler
calkalanarak tampon ve kan Orneklerinin karigsmasi saglanir. 6000 rpm’de 2dk
santrifiij edilir. Siipernatant atilir. Bu islem tiiplerde krem rengi pellet kalincaya
kadar birkag kez tekrarlanir. Elde edilen pellet iizerine 300 ul gekirdek lizis tamponu
eklenir. Pellet ¢oziildikkten sonra 100 pl 5M NaCl ve 600 pl kloroform eklenir.
Eklenen c¢ozeltilerin karismasi saglanarak 6000 rpm’de 2 dk santrifiij edilir ve
sonrasinda iki faz olusumu gozlenir. DNA {ist kisimdaki fazda bulundugu i¢in bu faz
mikropipet ile alinarak baska bir tiipe aktarilir. Uzerine 600 ul soguk izopropanol
eklenir ve tiipler birka¢ kez elde g¢evrilerek DNA’nin ¢okmesi saglanir. Tiipler
13.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir ve siipernatant atilir. Pellet 10-15 dk kurumaya
birakilir. Elde edilen DNA miktarina gére 50 ul-100 ul TE tamponu eklenerek

DNA’nin ¢oziilmesi i¢in gece boyunca oda sicakliginda bekletilir.

4.2. Yanak I¢i Epitel Orneklerinden DNA izolasyonu

Ornekler ucunda steril pamuk bulunan bir cubuk yardimiyla yanagim her iki
kismina yaklasik 30 saniye siiriilerek toplanir. Yanak i¢i epitel doku 6rnegi tagiyan
steril gubuk, 600-700 pl arasi lizis tamponu igeren tiipe aktarilir. Tampon hacminin
en az 500 pl olduguna emin olunduktan Sonra 50 pul 10mg/ml Proteinaz K ile
55°C’de 1 saat inkiibe edilir. Tercihen gece boyu da inkiibasyona birakilabilir. Steril
cubuk tiipiin i¢inde ceperlere ve tliplin agzina bastirilarak emdigi biitiin tamponu

hiicrelerle beraber birakmasi saglanir ve tiipten ¢ikarilir.
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Uzerine 300 pl fenol ve 600 ul kloroform eklenir. 12.000 g’de 2 dk. santrifiij
edilir. Sulu faz yeni tiipe aktarilir. Yeni tiipe aktarilan sulu faza esit hacimde
(yaklasik 500 ul) CHCls: IAA (24:1) eklenir. Tiip 12.000°g de 2dk. santrifiij edilir.
Sulu faz yeni tiipe aktarilir ve 1:10 hacimde 3 M NaOAc eklenip karistirilir. Uzerine
toplam hacmin %6°’s1 kadar izopropanol eklenir. Tiipler -20°C‘de gece boyu inkiibe
edilerek DNA’nimn ¢dkmesi saglanir. Inkiibasyondan sonra tiipler 12000 g’de 10 dk.
santrifiijlenir ve DNA ¢oktiiriiliir. DNA pelleti 500 pl %70 etanol ile 12000 g’de 5
dk. santrifiijlenerek yikanir. Siipernatant atildiktan sonra tiipler yaklasik 15-20 dakika
kurumaya birakilir. DNA 50 ul Low-TE solusyonu i¢inde ve oda sicakliginda 2-3
giin birakilarak ¢oziindiiriiliir. DNA igeren tiipler -20°C derecede saklanabilir.

4.3. izole Edilen DNA’nin Analizi

Izole edilen DNA’larin miktar tayininde absorbsiyon temeline dayanan
spektrofotometrik yontemler kullanilir. Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm
dalga boyunda maksimum absorbsiyon gosterir. Bu nedenle 260 nm’de 6lgiilen
absorbsiyon degerleri (Azs0) saf olarak elde edilen niikleik asitlerin pg diizeyinde
miktarlarinin belirlenmesinde kullanilir. Cift zincirli DNA molekiilleri i¢in 1 optik
dansitenin (OD) 50 pl/ml’ye karsilik geldigi bilinmektedir. Buna gore ¢ift zincirli
DNA i¢in miktar tayininde ;

C (ng/ ml) = Ageo x 50 x sulandirma faktorii

formiili kullanilir.

Ayrica izole edilen DNA’nin ne kadar saf oldugu da onemlidir. Bu sebeple
protein kontaminasyon varligi, her izolasyon isleminden sonra kontrol edilmesi
gereken bir parametredir. Protein kontaminasyonunun yiiksek olmasi, sonrasinda
uygulanacak PCR isleminde sorunlara sebep olur. Proteinler 280 nm dalga boyunda
maksimum absorbsiyon gosterirler. Boylece 260 ve 280 nm’de olgiilen degerler
kullanilarak Ao /Azgo orani hesaplanir. Saf DNA’da bu oran 1,75 — 1,80’in iizerinde

olmalidir. Olgiimlerde UV gegirgen kuvartz kiivetler kullanilir.

4.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) dizisi bilinen iki bolge arasinda uzanan bir

DNA parcasini cogaltmak icin primerlerin kullanildigi yapay bir tepkimedir.
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Amplifikasyon i¢in dnce DNA iki oligoniikleotid primer ve dort deoksiniikleotit
trifosfatin (ANTP) varliginda 95°C’ye kadar 1sitilarak denatiire edilir. Daha sonra 55°-
65°C arasinda bir 1siya disiiriilerek 06zgiil primerlerin komplementer dizilerine
yapismasi saglanir. Son olarak 72° C’de DNA polimeraz aktivitesi gdsteren ve
yiiksek 1sidan etkilenmeyen Taq polimeraz enzimi ortamda bulunan dNTP’lerin 5°-3°
yoniinde eklenmesiyle zincirin uzamasini saglar. Denatiirasyon, baglanma ve uzama
dongiisii defalarca tekrarlanir (Sekil 4.1.). Amplifikasyonun bir dongiisiiniin iirtinleri
sonraki dongii i¢in kalip oldugundan dolayr her bir dongii ile DNA iki katina
cikmakta ve tissel olarak artmaktadir (White, 1993). Polimeraz zincir reaksiyonunun
kesin kosullar1 ve dongiiniin her bir basamaginin siiresi kullanilan 6rnege, amplifiye
olacak hedef bolgenin uzunluguna ve primer dizilerine baglidir. Tepkime kosullari
degisken olup maksimum verim i¢in optimizasyona gerek duyulur. Bu nedenle en

uygun kosullarin saglanmasi i¢in PCR bilesenlerinde diizenlemeler yapilir.

ONA 5 T
Denaturasyon I 95%

s i
Baglanma P1

Uzama
L

(A)

Sekil 4.1. PCR dongiisii basamaklart
(http://vww.flmnh.ufl.edu/cowries/PCR.gif).

4.5. Primerlerin Secimi

MTHFR gen polimorfizmleri ile ilgili ¢alismalar incelenerek kullanilacak
primerler tespit edilmistir. C677T ve A1298C polimorfizmlerinin bulundugu
MTHFR gen bolgesinin dizisi FASTA formatinda elde edilmis, daha sonra referans
makalelerde kullanilan primerler (Bottiglieri ve dig., 2001; De Marco ve dig.,2002)

internet tabanli elektronik PCR ile test edilerek cogaltilacak gen bolgesine
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baglandiklar1 dogrulanmistir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Fasta

formatta elde edilen dizi lizerinde primer baglanmasi1 denenmistir (Sekil 4.2.).

CeTiT

GGCCAGCCTCTCCTGACTGTCATCCCTATTGGCAGGTTACCCCAAAGGCCACCCCGAAGCAGGGAG
CTTTGAGGCTGACCTGAAGCACTI NG CIGIeIGoeEC 4 GlCGATTTCATCATCACGT
AGCTTTTCTITGAGGCTGACACATTCTICCGCTITGTGAAGGCATGCACCGACATGGGCATCACTIG
CCCCATCGTCCCCGGGATCTTICCCATCCAGGTGAGGGGCCCAGGAGAGCCCATAAGCTCCCTCCA
CCCCACTCTCACCGCACCGTCCTTCATGTCTIGGACAGGGCTACCACTCCCTICGGCAGCTTGTGAA
GCTGTCCAAGCTGGAGGTGCCACAGGAGATCAAGGACGTGATIGAGCCAATCAAAGACAACGATG

AL12838C

CPLGTGPJLGI%{GTGTCT TTGAAGTCTICGTICTITACCTCTCGGG
AGAACCAAACCGGAATGGTCACAAAGTCGAGTGATGCTGGAGTGGGGACCCTGGTTICATCCCCTGE
CCCTGGCCTGACCCCAGCTGCAGGOCAGGCTGUGGGGCTGTGACTICCCCATCCTGTGCCCTCOCC
TCCATGCTGTGGACATGGCAAAGGGAGAAGGGTAAGTIGGGAGAC

Sekil 4.2. C677T ve A1298C polimorfizmlerinin analizinde PCR ile ¢ogaltilan bolge ve

polimorfik bazlar (kirmizi).

4.6. Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Tek niikleotid polimorfizmleri (“Single Nucleotide Polymorphisms”, “SNP”),
genin DNA’da bazi gen bolgelerinde bir populasyonun normal bireyleri arasinda
farklilik gosterdigi tek baz cifti degisiklikleridir (Mannsman ve dig.,2005). Gen
polimorfizmleri populasyonda yaygin goriliir ve etnik ve cografi farkliliklar
gosterirler. Polimorfizm analizinde en sik kullanilan yontem PCR ve bunu takiben
Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemidir. Bu yontem,
polimorfizmi ortaya ¢ikaran baz degisiminin bir restriksiyon enzimi i¢in yeni bir
kesim yeri ortaya ¢ikarmasi veya mevcut olan bir kesim yerini ortadan kaldirmasina
bagli olarak, polimeraz zincir reaksiyonu ile c¢ogaltilan fragmentin enzim kesimi
sonucunda normal alel ile polimorfik alel arasinda uzunluk farkliliklarinin izlenmesi

esasina dayanir (Deligezer ve dig., 2004 ).

4.7. Agaroz Jel Elektroforezi

Sulu bir ¢ozelti icinde, slispanse ya da ¢oziinmiis elektrik yiiklii kiigiik
parcaciklarin, uygulanan bir elektrik alanin etkisi ile gd¢ etmesi siirecine elektroforez

denir. Ortamin pH’sina gore (+) veya (-) olarak yiiklenen tanecikler, bir elektrik
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alanda, kendi net yiiklerine zit yiik tagiyan anot veya katoda dogru farkli hizlarda
yiiriirler.

Agaroz deniz yosunlarindan elde edilen dallanmis zincirli bir polimerdir.
Molekiillerin biiytikliiklerine gore ayrilabilme 6zellikleri jel elektroforezinin pek ¢ok
amag icin kullanimina olanak saglamistir. Niikleik asit fragmentlerinin tanimlanmasi,
saflagtirilmast ve ayrilmasi igin kullanilan en yaygin yontemdir (Sekil 4.3.). Toz
agaroz hazirlanmak istenen yiizde miktarina gore hesaplanir ve kullanilacak TBE
veya Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponuyla karistirilarak uygun cam kapta kaynatilir.
Kaynatma islemine agaroz tampon ic¢inde ¢oziinene kadar devam edilir. Tampon
konsantrasyonu 0.5X veya 1X olabilir. Hazirlanan c¢ozelti yaklasik 50°C’ye
soguyuncaya kadar musluk altinda sogutulur. Sonrasinda 0,5 mg/ml EtBr eklenir.
EtBr niikleik asitlerin bazlar1 arasina girerek DNA’ya baglanir ve ultraviyole (UV)
15181 altinda goriiniir olmasimi saglar. EtBr eklendikten sonra hafifce karigmasi
saglanir ve elektroforez tepsisine dokiilerek polimerize olmasi beklenir. Jel
polimerize olduktan sonra kuyucuk olusturmak i¢in kullanilan taraklar c¢ikarilir,
tanka tampon c¢ozelti ilave edilir. Kuyucuklara ornekler yiikleme tamponu ile
karistirtlarak yiiklenir ve cihaz giic kaynagina baglanarak ve gerekli elektrik akimi

uygulanarak yiiritme islemi gergeklestirilir.

Etidyum Bromid

Lrued
(|

Agaroz Jel
Elektroforezi

Sekil 4.3. Agaroz jel elekroforezi bilesenleri

(http://2008.igem.org/wiki/images/ thumb/e/e0/Age_en.png/900px-Age_en.png).
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1X agaroz jel hazirlamak tizere 0,6 gr agaroz ve 60 ml TBE tamponu 250
ml’lik erlen mayerde karistirilir, mikrodalga firinda agaroz iyice eriyene kadar
kaynatilir. Musluk altinda hafif hareketler ile ¢alkalanarak sogutulur. Jel 50°C’ye
soguduktan sonra 0.5mg/ml son konsantrasyonunda EtBr eklenerek hafif hareketler
ile karigsmasi saglanir ve elektroforez tepsisine dokiilerek polimerize olmasi beklenir.
Ornekler yiikleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklenir. 120V°da yaklasik 20 dk

yiiriitiiliir ve sonuglar jel goriintiileme cihazinda goriintiilenir.

4.8. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Dizi analizi yapilacak ornekler belirlenerek PCR ile amplifiye edilir. PCR
tirtinleri High Pure PCR Purification Kit (Roche) kullanilarak saflastirilir. Filtreli
tiipe 50 pl PCR iiriinii ile 250 pl baglanma tamponu eklenir. 1 dakika 14.000 rpm’de
santrifiij edilir. Stipernatant atildiktan sonra 250 pl yikama tamponu eklenir ve 1400
rpm’de 1 dakika santrifiij edilir. Bu agsama ikinci kez 100 pl tampon eklenerek
tekrarlanir ve sonrasinda 100 pl eliisyon tamponu eklenerek 1 dakika bekletilir ve
14.000 rpm’de 1 dakika santifiij edildikten sonra siiziintii 0.2 pl’lik Eppendorf tiipe
aktarilir. %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek saflastirilan PCR {irlinlinlin varligi ve

miktar1 kontrol edilir.

4.9. Dizi Analizi

DNA dizi analizinde giinimiizde birbirinden farkli iki yOntem
kullanilmaktadir. Bu iki yontem; Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi
(Maxam ve dig., 1977) ve Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemidir (Sanger ve
dig.,1977). En yaygim kullanilan yontem ise Sanger-Coulson yontemidir. Bu yontem
enzimatik DNA sentezine dayanir Bu yontemde dizisi saptanacak olan DNA zinciri
yeni sentezlenecek iplik igin kalip olarak kullanilir. DNA sentezini saglamak igin
Klenow, Tag DNA polimeraz, ters transkriptaz ya da sekuenaz enzimlerinden birisi
kullanilabilir. Yontemin temeli DNA polimerazin dNTP’lerin yani1 sira deoksiribozun
3’pozisyonunda OH grubu tasimayan dideoksiriboniikleozit trifosfatlar1 (ddNTP) da
substrat olarak kullanabilmesine dayanir. Sentezlenen DNA’ya bir ddNTP’nin
katilmasi1 3’ pozisyonunda OH grubu olmadigi i¢in sentezi durdurur. Dizi analizi

yapilirken dort ayri reaksiyon karisimi hazirlanir. Her bir karisim kalip DNA zinciri,
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bir primer, dNTP’lerin dordii ve az miktarda ddNTP’lerden birini icerir. Ozgiil
zincirin sonlanmas1 i¢in her bir reaksiyonda farkli bir ddNTP bulunur.
Reaksiyonlarin her birinde ¢cok az miktarda modifiye niikleotit kullanildig1 i¢in yeni
zincir sentezi rastgele sonlanarak bir dizi DNA fragmenti meydana gelir (Klug ve
dig., 2000).

Reaksiyonlar sonucu elde edilen DNA parcalarina elektroforez uygulanarak
jel tizerinde yanyana yiritilir. Uygulanan elektriksel alanin etkisi ile DNA
parcaciklar1 en kisast en 6nde olmak iizere jel iizerinde bir merdiven goriintiisii
olusturur. Isaretleme yontemine gore jel iizerinde, tespit edilen pargaciklar reaksiyon
karisimina konulan ddNTP’ nin tipine goére okunur (Klug ve dig., 2000).

Glinlimiizde dizi analizlerinde otomatik dizileme sistemleri kullanilmaktadir.
Otomatik DNA dizi analizleri zaman kazanci yaninda, standart ¢alisma kosullar1 ve
elde edilen sonuclarin degerlendirilmesinde de yarar saglamistir. Otomatik analizde
de Sanger’in enzimatik DNA sentezine dayanan zincir sonlanma yontemi kullanilir.
Otomatik DNA dizi analiz cihazlar basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii programlar
ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir. Elektroforetik {initelerde
bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 151k olusturulur. S6z konusu
DNA’nin bulundugu jel matriks bu monokromatik 1sik ile taranir. Elektroforez
siiresince DNA’ya baglanan floresan boya 1sik ile taranan bolgeye geldiginde
uyartlir. Uyarilan boya kendisi i¢in karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri
yansitir. Yansiyan bu 1s1k demeti bir dedektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen
veriler bilgisayar programlar1 ile degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da
matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6
bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma yapilabilmektedir (Sambrook et al., 1989).

Bu tez ¢alismasinda dizi analizi islemleri fontek A.S. tarafindan yapilmistir.

4.10. Fragment Analizi

Fragment analizi, PCR {irlinlerinin uzunlugunu ve miktarlarini belirlemek i¢in
uygulanir. Bu analiz oto analizorlerde kapiller elektroforez sistemleri kullanilarak
yapildigi i¢in yapilan PCR isleminde floresan isaretli primerler kullanilir.
Fragmentler kapiller sistemde ilerlerken floresan uyarimi ile tespit edilir. Analiz

sonuglar1 Peak Scanner v.1.0 programi ile incelenir. Program fragmentleri tepecikler

28



seklinde gosterir (Sekil 4.4.). Analizde kullanilan biiyiiklik markorii kullanilarak

standart egri ¢izilir ve 6rneklerin boyu bu egriye gore hesaplanir.

[ Noreral I Exparaon ]
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Tekran Tekrarm

Sekil 4.4. HH i¢in yapilan fragment analizi
(http://www.bwhct.nhs.uk/hd_frag_analysis_pic_annot2.jpg&imgrefurl).

4.11. MTHFR Gen Polimorfizmlerinin Arastirilmasi

MTHFR polimorfizm analizi, C677T ve A1298C polimorfik bolgelerinin
PCR ile ¢ogaltilmasinin ardindan RFLP yontemi, genotiplerin belirlenmesi ve

sonuglarin dizi analizi ile dogrulanmasi agsamalarindan olusur.

4.11.1. MTHFR C677T Polimorfizminin Analizi

C677T polimorfizminin bulundugu 198 bg¢ uzunlugundaki MTHFR gen
bolgesi PCR islemi ile ¢ogaltilir. Kullanilan PCR bilesenleri 12,5 pmol C677T F ve
C677T R primerleri (Tablo 3.1.), 2.0 mM MgCl,, 0,8 mM dNTP, 1X Taq Polimeraz
Tamponu ve 1U Taq polimeraz enzimidir. Toplam hacim 25ul olacak sekilde PCR
reaksiyonu gergeklestirilir. PCR reaksiyonunda kullanilan program; 95 °C’de 5
dakika ilk denatiirasyon, 30 dongii boyunca 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon,
61°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 45 saniye uzama ve 72 °C 5 dakika son
uzamadir. Elde edilen PCR iriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
jel dokiimantasyon cihazinda goriintiilenir.

Goriintiilenen PCR 6rnekleri C677T mutasyon bdlgesi i¢in segilen Hinfl enzimi
ile kesim islemine tabi tutulur. PCR iiriinlerinden 8 pl alinarak, 1X Buffer R ve 1U

Hinf'1 enzimi ile toplam hacim 25 pul’ye steril su ile tamamlanarak 37 °C’de 2 saat

29



inkiibe edilir. Elde edilen kesim tiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek jel
dokiimantasyon cihazinda goriintiilenir. PCR {iriinlerinin kesilme ve kesilmeme
durumuna gore genotipleri tespit edilir. Polimorfik bélgede C bazi1 varliginda enzim

kesim yapmazken, T bazi1 varligi Hinf I enzimi i¢in tanima bolgesi olusturur. Kesim

islemi sonuda genotiplere gore beklenen kesim tirtinleri Tablo 4.1.’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. C677T polimorfizminde beklenen PCR ve restriksiyon iiriin uzunluklari.

CC Genotip | CT Genotip | TT Genotip

PCR | Kesim | Fragment [ Fragment | Fragment

GEN [Polimorfizm | iiriinii | Enzimi | Uzunluklar1 | Uzunluklar: [ Uzunluklari
198 be 175 b
MTHFR Ce77T 198 bg | Hinfl 198 be 175 bg ¢
23 be 23 bg

Agaroz jel lizerinde tanimlanan genotiplerin dogrulanmasi amaciyla PCR

tiriinleri saflastirilarak dizi analizi i¢in hazirlanir.

4.11.2. MTHFR A1298C Polimorfizminin Analizi

A1298C polimorfizmi icin MTHFR geninde polimorfizmin bulundugu 241
b¢’lik bolge PCR islemi ile ¢ogaltilir. Kullanilan PCR bilesenleri; 12,5 pmol A1298C
F ve R primerleri (Tablo 3.1.), 1,5mM MgCl,, 0,8 mM dNTP, 1X Tag Polimeraz
Tamponu ve 1U Taq polimeraz enzimidir. Toplam hacim 25ul olacak sekilde PCR
reaksiyonu gerceklestirilir. PCR reaksiyonunda kullanilan program; 95 °C 5 dakika
ilk denatiirasyon, 30 dongii olarak; 94 °C 30 saniye denatiirasyon, 62,2 °C 45 saniye
baglanma, 72 °C 1 dakika uzama ve 72 °C 5 dakika son uzamadir. Elde edilen PCR
tirtinleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek jel dokiimantasyon cihazinda
gorlntiilenir.

Goriintiilenen PCR ornekleri A1298C polimorfik bolgesi i¢in segilen Mboll
enzimi ile kesim iglemine tabi tutulur. PCR {irlinlerinden 8 pl alinarak, 1X Buffer B
ve 1U Mboll enzimi ile toplam hacim 25 pl’ye steril su ile tamamlanarak 37 °C’de 3
saat inkiibe edilir. Elde edilen kesim iiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
jel dokiimantasyon cihazinda goriintiilenir. PCR {iriinlerinin kesilme ve kesilmeme
durumuna gore genotipleri tespit edilir. Polimorfik bolgede A bazi varligi enzim i¢in

tanima bolgesi olusturur. C baz1 varliginda tanima bolgesi degistigi i¢in enzim kesim
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yapamaz. Kesim islemi sonuda genotiplere gore beklenen kesim {irlinleri Tablo

4.2.°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. A1298C polimorfizminde beklenen PCR ve restriksiyon iirin uzunluklari.

AA Genotip [ AC Genotip | CC Genotip
PCR | Kesim Fragment Fragment Fragment
GEN | Polimorfizm | iiriinii | Enzimi | Uzunluklar1 | Uzunluklar1 | Uzunhklar:
204 b 241 be
MTHFR | A1298C | 241 bg | Mboll ¢ 204 bg 241 bg
37 bg 37 be

Agaroz jel lizerinde tanimlanan genotiplerin dogrulanmasi amaciyla PCR

tirlinleri saflastirilarak dizi analizi i¢in hazirlanir.
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5.SONUCLAR

5.1.0rneklerin Tanim

Bu tez calismasinda MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizmlerinin
incelemesinde el ve ayaklarda istem dis1 hareketler, denge kurma ve yliriimede
giicliikk, unutkanlik ve depresyon sikayetleri ile ndroloji uzmanina bagvuran ve HH
teshisi konulan 99 kisi (54 kadin, 45 erkek ) C677T polimorfizm analizi hasta
grubuna, 98 kisi ( 53 kadin, 45 erkek) de A1298C polimorfizm analizi hasta grubuna
dahil edildi. HH goriilmeyen ve ailesinde HH ve Alzheimer Hastaligi gibi
norodejeneratif gegmisi bulunmayan 100 kisi (32 kadin, 68 erkek) kontrol grubuna
dahil edildi. Hastalarin hastalik baslangi¢c yas1 araligi 16 — 80 yas arasindadir ve

baslangi¢ yas1 ortalamasi 40,01 yas olarak hesaplanmugtir.
5.2.DNA izolasyonu
Hasta ve kontrol grubundan alinan kandan ve yanak i¢i epitel hiicrelerinden

DNA izolasyonu yapildi. DNA 6rneklerinin saflik ve konsantrasyon analizleri %1°lik

agaroz jel elektroforezi ve spektrofotometrik 6l¢liim ile gerceklestirildi (Sekil 5.1.).

Sekil 5.1. Izole edilen DNA 6rneklerinin %1°lik agaroz jelde goriintiilenmesi.
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5.3.Huntington Hastalii’nda CAG tekrar Sayilarinin Belirlenmesi

Bu calismada HH teshisi konulan fakat CAG tekrar sayilar1 bilinmeyen
ornekler icin, gen iizerinde CAG tekrarlarinin bulundugu bolge ¢ogalacak sekilde
FAM isaretli primer kullanilarak PCR yapildi. CAG tekrar bolgesinin ¢ogaltilmasi
icin P3F ve HD3-FAM ( Tablo 3.1.) primerleri kullanildi. PCR firtinleri %2’lik
agaroz jelde incelendikten sonra (Sekil 5.2.) fragment analizine tabi tutuldu. Sonuglar

Peak Scanner v.1.0 programu ile incelenerek CAG tekrar sayilar1 belirlendi.

Mutant Allel
Normal Allel

300 be

200 be

100 be

Sekil 5.2. PCR ile ¢ogaltilmis CAG tekrar bolgesinin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi

(1,2,3 numarali 6rnekler HH bireylere; 4 numarali 6rnek saglikli bireye aittir).

Elde edilen sonuglara gore 39-75 CAG tekrarina sahip 22 mutant alel
belirlenmistir. En sik goriilen aleller 14 kiside 47 CAG tekrari, 12 kiside 43CAG
tekrar1 ve 10 kiside 44 CAG tekraridir.

5.4 MTHFR Geni C677T Polimorfizminin Analizi
Izole edilen hasta ve kontrol DNA’larindaki polimorfik C677T bolgesi

cogaltild1 ve elde edilen 198 bg¢’lik PCR fiiriinleri 100 bg¢’lik markor kullanilarak
%?2’lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 5.3.).

33



Uzunluk Markéri ——

500bg ——
100bg —

198 bg
200bg ——

(per irinit)

Uzunluk Markéri ——

Sekil 5.3. C677T PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi
(M: 100 bg DNA uzunluk markorii, mm: master miks)

Basarili olarak ¢ogaldigi belirlenen PCR iiriinleri Hinfl enzimi ile Bolim
4.11.1.°de belirtilen sartlarda kesime tabi tutuldu.

500bg —
198 be
200 bg— —_—
o 175 b¢
100bg —

CC ¢cC TIr TI CT CC

CC CT

Sekil 5.4. Hinfl kesimi tirtinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi

(M: 100 b¢ DNA uzunluk markoril).
Sonuglarin dogrulugunun kanitlanmasi i¢in genotip tespiti yapilan 6rneklerin
PCR iiriinleri saflastirilarak geri primerler ile dizi analizi yapilmak iizere Iontek

A.S.’ye gonderildi. Sonuglar Codoncode aligner programu ile degerlendirildi (Sekil
5.5,, Sekil 5.6.).
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Kestm Bolges: G T Mutasyon

’ > Bolgest

G & A G A

G A4 A AT C GENC T G ¢ C
180 1

4 T G A T
140

—

Hinf 1 Taruma Bolgesi

G T G

Sekil 5.5.Homozigot C677T polimorfizmi (TT)

Kesim Bolges: Cup T Mutasyon

' .Bblgesi
C = [ ¥ [ A C A C C T T
f

c a2 a r T ¢ c¥Mc 1 C C
150

Hmnf'I Taruma Bolgesi

Sekil 5.6. Heterozigot C677T polimorfizmi (CT)

Elde edilen sonuglar dogrultusunda genotipler belirlenerek (Tablo 5.1.)

frekanslart hesaplandi (Sekil 5.7.).

Tablo 5.1. C677T polimorfizmi hasta ve kontrol grubu genotip frekanslari
CC CT TT
51 (51,5) | 36(36,4) |12 (12,1)

56(56) | 39(39) | 5(5)

Hasta n (%)

Kontrol n (%)
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56 C677T Genotip Frekanslar:
60 51.5

>0 36.4 32
40

30
20 12.1

10

cC CcT T

B Hasta ® Kontrol

Sekil 5.7. C677T polimorfizmi hasta ve kontrol grubu genotip frekanslar1 (%).

5.5.MTHFR A1298C Polimorfizminin Analizi

Izole edilen hasta ve kontrol DNA’larindaki polimorfik A1298C bolgesi
cogaltildi. Elde edilen 241bg’lik PCR iiriinleri 100 bg’lik markor kullanilarak %2’ lik
agaroz jelde gortintillendi (Sekil 5.8.).

500 bg

200 bg
100 bg

241 bg

Sekil 5.8. A1298C PCR fiiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi
(M: 100 b¢ DNA uzunluk markorii)

Basarili olarak ¢ogaldigi belirlenen PCR iiriinleri Mboll enzimi ile B6lim
4.11.2.°de belirtilen sartlarda kesime tabi tutuldu (Sekil 5.9).
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241b¢

500bg ——
204 bg

250 bg—
100 bg ——
0bg——

AC AA AC AC AC AA

CC CC AC AA CC AC AA AA AC

Sekil 5.9. Mboll kesimi iirtinlerinin %3’liik agaroz jelde goriintiilenmesi

(M: 50 b¢ DNA markorii)

Sonuglarin dogrulugunun kanitlanmasi ig¢in genotip tespiti yapilan 6rneklerin
PCR iiriinleri saflastirilarak dizi analizi yapilmak iizere lontek A.S.’ye gonderildi.

Sonuglar Codoncode aligner programu ile degerlendirildi (Sekil 5.10 - 5.12.).

Kesim Balzesi
AwpC Mutasyon
Balgesi

T Tl c T T c A cC T CC T C C C C C C & C
z10
(A
/

e A e AR AN A VA

Mboll Taruma Bélgesi

T c A AJA G A C A C
05-970-A1298C R

,lrl‘l |'“5

Sekil 5.10. Homozigot A1298C polimorfizmi (AA)

AmplC Mutasyon
Bolgesi

G T C A G ©C T C C T

‘EAAADAETT T © A C T G
1s0

|oB-212980-R 170

Mboll Taruma Balgesi

Sekil 5.11. Heterozigot A1298C polimorfizmi (AC)
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AwpC Mutasyon
Bilgesi

f

L)\AG)\AC)\L)\G)\CTTC)\)\)\GLCLCTTECTTC}\CTGGTCJ\

HY-RLEZ38C-R 170 f 180

Mboll Taruma Bélgesi

Sekil 5.12. Homozigot A1298C polimorfizmi (CC)

Elde edilen sonuglar dogrultusunda genotipler belirlenerek (Tablo5.2.)
frekanslar: hesaplandi (Sekil 5.13.).

Tablo 5.2. A1298C polimorfizmi hasta ve genotip frekanslari

AA AC cC
Hasta n (%) |37 (37,75)| 50(51) |11 (11,25)
Kontrol n (%) | 31(31) 56 (56)| 13(13)

A1298C Genotip Frekanslari
60 51 2
50 37,75
31
40
30
13
20 11.25
10
0
AA AC cc
M Hasta ®Kontrol

Sekil 5.13. A1298C Polimorfizmi hasta ve kontrol grubu genotip frekanslari (%)

5.6. Huntington Hastalarinda Hastalik Baslangi¢ Yas1

Tez galismasina dahil edilen hastalarin hastalik baslangi¢ yas1 ortalamalar:

40,01 yas olarak hesaplandi. Sahip olduklar1 CAG tekrar sayilarina gore hastalik
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baslangi¢c yas araligir Tablo 5.3.’te gosterilmistir. CAG tekrar sayilar1 ve baslangi¢
yaglart arasindaki iligki Sekil 5.14’te, baslangi¢ yasi ve goriilme sikligi da Sekil
5.15.’te gosterilmistir.

Tablo 5.3 CAG tekrar sayilarina gére hastalik baglangi¢ yas araligi.

CAG Hastahk Birey Baslangic
Tekrar sayisi Baslangie Sayisi Yast
Yas Arahgi Ortalamasi
39 69 1 69
40 42-58 3 49,3
41 20-75 7 46,8
42 35-60 10 49,6
43 40-80 12 52,25
44 35-48 10 41,7
45 31-57 8 38,87
46 40-52 4 43,25
47 18-62 14 38,64
48 26-36 5 32,8
49 24-45 4 34,25
50 27 1 27
51 25-39 3 30
52 25-36 6 31,16
53 25-32 2 28,5
54 23-25 2 24
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
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Baslangig Yagsi
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30 3 40 45 50 55 60 65 70 75 80
CAG Tekrar Sayisi

Sekil 5.14. Huntington Hastalarinda CAG tekrar sayis: ve hastalik baslangig
yast iligkisi.

Bu grafikten de anlasildig1 gibi hastalik baslangi¢ yasi ve CAG tekrar sayisi

arasinda negatif iliski bulunmaktadir.

N w H (2} ()} ~ (o]
1

Goriilme Sikhigi (%)

1‘Illm ‘IHI [111] H ‘HII‘I III‘IIII
0 T T

16 19 22 24 26 28 31 33 36 39 41 43 45 47 49 52 57 60 69 72 80

Baslangig Yasi

Sekil 5.15. Hasta grubunda baslangi¢ yas1 ve goriilme siklig1.

5.7. Verilerin istatistiksel Analizi

Uzerinde calisilan hasta ve kontrol popiilasyonlarinin gdzlenen ve beklenen
genotip frekanslart belirlenerek Hardy-Weinberg Dengesi’ne uygunlugu kontrol
edildi. Hastalardaki CAG tekrar sayilarinin baslangi yasina etkisi dorusal regresyon
analizi ile, C677T ve A1298C polimorfizmlerinin katkisi ise ¢oklu dogrusal
regresyon ile degerlendirildi. Istatistiksel analizler PLINK v1.06 ve SPSS 11.0
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programi kullanilarak yapildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak énemli kabul edildi.

5.7.1. Hardy-Weinberg Analizi ve Alel Frekanslari

C677T ve A1298C polimorfizmlerine ait gozlenen genotip frekanslarindan

yola ¢ikarak alel frekanslar1 hesaplandi ( Tablo 5.4., Tablo 5.5.).

Tablo 5.4. C677T alel frekanslari.

C T
HH 0.70 0.30
Kontrol 0,755 0,245
Toplam 0.73 027

Tablo 5.5. A1298C alel frekanslar1.

A C
HH 0.63 037
Kontrol 0.59 0.41
Toplam 0,61 0.39

Daha sonra beklenen genotip frekanslari hesaplanarak PLINK programi ile
Ki-kare uygunluk testi yapildi (Tablo 5.6.). CHR polimorfik genin bulundugu
kromozom numarasini, TEST analiz yapilan grubu, A1 minér aleli, A2 major aleli,
GENO genotip sayilarini, O(HET) heterozigot genotipler icin gdzlenen frekansi,
E(HET) heterozigotlar i¢in beklenen frekansi ifade etmektedir. Bu analiz sonucunda
p degeri > 0,05 olan gruplar Hardy-Weinberg (HW) Dengesi’ne uygun kabul
edilmistir. Yapilan bu ¢alismada hasta ve kontrol gruplariin HW dengesine uygun

oldugu goriilmektedir.
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Tablo 5.6. Hardy-Weinberg Uygunluk Testi

CHR SNP TEST Al A2 GENO O(HET) E(HET) P

C677T Toplam T C 17/75/107 0,3769 0,3977 0,4765
C677T Hasta C 12/36/51 0,3636 0,4224 0,1603
C677T Kaontrol C 5/39/56 0,39 0,37  0,7875
A1298C Toplam A 24/106/68 0.5354 0.4753 0.09964
A
A

Al1298C Hasta 11/50/37  0.5102 0.4648 0.3911
A1298C Kontrol 13/56/31 0.56 0.4838 0.1498

N I I
O 00|44

5.7.2. Capraz Tablolar

Hasta ve kontrol gruplar ile olusturulan capraz tablolar Tablo 5.7.- 5.8.’de

gosterilmektedir.
Tablo 5.7. C677T-Grup ¢apraz tablosu
Ce77T
Grup CC CT TT Toplam
Hasta  Sayi 51 36 12 99
% Grup iginde 51,5 36,4 12,1 100
% C677T iginde 47,7 48 70,6 49,7
% Toplamda 25,6 18,1 6 49,7
Kontrol Sayi 56 39 5 100
% Grup i¢inde 56 39 5 100
% C677T iginde 52,3 52 29,4 50,3
% Toplamda 28,1 19,6 2,5 50,3
Toplam Sayi 107 75 17 199
% Grup iginde 53,8 37,7 8,5 100
% C677T iginde 100 100 100 100
% Toplamda 53,8 37,7 8,5 100
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Tablo 5.8. A1298C Capraz Tablosu

A1298C
Grup AA AC CC | Toplam
Hasta  Sayi 37 50 11 98
% Grup i¢inde 37,5 51 11,25 100
% A1298C i¢inde | 54,4 47,2 45,8 49,5
% Toplamda 18,7 25,3 5,6 49,5
Kontrol Say1 31 56 13 100
% Grup i¢inde 31 56 13 100
% A1298C i¢inde | 45,6 52,8 54,2 50,5
% Toplamda 15,7 28,3 6,6 50,5
Toplam Sayi 68 106 24 198
% Grup i¢inde 34,3 53,5 12,1 100
% A1298C i¢inde 100 100 100 100
% Toplamda 34,3 53,5 12,1 100

Hasta ve kontrol gruplarinda gozlenen farkliliklarin istatiktiksel olarak 6nemli
olup olmadig1 PLINK programinda asosiyasyon testi ile degerlendirildi. A1 mindr
alel, A2 major alel, F_A mindr alelin hasta gruplardaki frekansi, F U mindr alelin
kontrol gruplarindaki frekansi, CHISQ Ki-kare degeri, P bu analizdeki p degeri, OR
(“Odds Ratio) goreli orantiy1 ifade eder. L95 ve U95 %95 giiven araligindaki alt ve

tist sinirlardir. P>0.05 oldugu i¢in c¢aligilan polimorfizmler ile hastalik arasinda bir

iligki saptanamamustir.
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Tablo 5.9. Asosiyasyon Testi

CHR|SNP |Al |FA |FU |A2 |CHISQ|P
1 |ce677T |T 0,303 |0,245|C  |1,685 |0,194
1 |A1298Cc|C  |0.3673]0.41 |A |0.7578 |0.384

5.7.3. CAG tekrar sayisi, MTHFR Polimorfizmleri ve Hastalik Baslangi¢
Yas iliskisi

Regresyon analizi sayisal degiskenler arasindaki iliskinin derecesini veren
baginti analizine ek olarak, degiskenlerden biri bilindiginde, digerinin degerini
tahmin edebilmemizi saglayan bir istatistik analiz teknigidir. Tahmin yiiriitmemizi

saglayan esitlige regresyon modeli ad1 verilir. Regresyon modeli su sekildedir:
Y=at+bX veya Y=po+ B X

Bu esitlikte “Y”, bagimli degisken, yani hakkinda tahmin yapilacak
degiskendir. “X “bagimsiz degiskendir yani Y’nin tahmininde yararlanilacak
degiskendir. “a” dikey eksenin kesim noktasidir. “b” ise regresyon dogrusunun
egimidir. “a”’nin “0”dan farkli olmas1 6nemlidir. Eger p degeri <0,05 ise bu a’nin 0
olmadig1 sonucunu verir. Iki degisken arasindaki iliskiyi esas olarak “b” degeri verir.
“b”’nin 0’dan farkli olup olmadig1 6nemlidir.

Birden fazla degiskenin oldugu durumlarda ¢oklu dogrusal regresyon

analizleri kullanilir ve ¢coklu dogrusal regresyonda olusturulan model
Y=Bo+ B1 X1 + B2Xz +...... Banadir.

Yapilan analizler sonucunda bagimli degisken olan X’in bagimli degisken
olan Y’yi hangi oranda etkiledigini veren katsay1 R”dir. R? degeri 1’e yaklastikca
Y’ye etkisi de o kadar ¢oktur demektir. Analizi yapilan degiskenlerin etkisini
belirlemek i¢in hesaplanan R?ler arasindaki fark incelenir.

Bu analiz i¢in genotip verileri matematiksel verilere doniistiiriiliirken
oncelikle atasal genotip The National Center for Biotechnology Information (NCBI)

internet sitesinden SNP veri tabanma polimorfizm numarasi (rs) girilerek tespit
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edilir. Buna gore atasal homozigot genotipe “0” , heterozigot genotipe “1”, mutant
homozigot genotipe “2” degeri verilerek genotip tablosu hazirlanir. C677T igin atasal
gen “C”, A1298C i¢in atasal gen “A” olarak belirlenmistir.

Oncelikle C677T polimorfizmi i¢in 1T-15 CAG tekrar sayis1 ve hastalik
baslangic yas1 verileri kullanilarak dogrusal regresyon analizi yapildi. Daha sonra da
IT-15 CAG tekrar1 ve diger polimorfizmlerin birlikte hastalik baslangi¢ yasina etkisi
¢oklu regresyon analizi ile belirlendi ve regresyon modelleri olusturuldu (Tablo

5.10.).

Tablo 5.10. Regresyon Modelleri
IT-15 CAG BY=110,832 - 1,519 CAG

IT-15 CAG + C677T BY=110,086 — 1,515 CAG + 0,897 C677/T
IT-15 CAG + A1298C BY=110,668 — 1,505 CAG - 0,700 A1298C

Uygulanan dogrusal regresyon analizi sonucunda p<0,0001 ve R? degeri
0,408 olarak bulundu. Bu deger, CAG tekrar sayisinin agiklayabildigi hastalik
baslangi¢ yasina olan etkinin %40,8 oldugunu anlatmaktadir (Tablo 5.11.).

Coklu dogrusal regresyon analizleri sonucunda elde edilen p degerinin
0,05’ten biiyiik oldugu saptandi. Bu nedenle incelenen polimorfizmlerin hastalik

baslangi¢ yasini belirlemede katkisi olmadig tespit edildi (Tablo 5.11.).

Tablo 5.11. Polimorfizmlerin Coklu Regresyon Analizleri

5 5 % Ek
Gen R AR P
Varyans
IT-15 CAG 0,408 - - 0.000
IT-15 CAG+C677T 0,410 0,002 0,1184 0,552
IT-15 CAG+A1298C 0,407 0,001 0,0593 0,671

Daha anlamli modeller elde edebilmek amaciyla CAG tekrarlar
gruplandirarak analizler tekrarlandi. Buna gore CAG tekarar sayis1 <45 olan bireyler,
45-50 olan bireyler ve >45 olan bireyler belirlenerek genotip dagilimlari hesaplandi
ve ¢oklu regresyon analizleri tekrar uygulandi; ancak yine anlamli sonuglar elde

edilemedi (Tablo 5.12.).
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Tablo 5.12. CAG Tekrar Gruplari ile Yapilan Coklu Regresyon Analizi Sonuglari

Polimorfizm Grup Regresyon Modeli R? p

C677T <45 CAG BY=135,711 - 2,100 CAG + 3,157 C677T | 0,72 | 0,279
C677T 45-50 CAG |BY=127,664 - 1,917 CAG - 0,253 C677T | 0,82 | 0,901
Coe77T > 50 CAG BY=60,611 - 0,636 CAG + 1,374 C67/T |0,422| 0,442
A1298C <45 CAG BY=148,232 - 2,272 CAG - 5,110 A1298C |0,102| 0,119
A1298C 45-50 CAG |[BY=116,750-1,718 CAG + 2,062 A1298C 0,106 | 0,344
A1298C > 50 CAG BY=61,015 - 617 CAG - 0,881 A1298C 0,405| 0,738

5.7.4. Genotiplerin Baslangi¢ Yasina Etkileri

Incelenen her iki polimorfizmin de hastalik baslangic yasma katkilari

istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da, farkli genotiplerdeki hasta bireylerin

baslangi¢ yaslari analiz edilmistir.

C677T polimorfizminde genotiplere gore baslangic yaslar1 ortalamalar

degerlendirildiginde TT genotipine sahip bireylerin CC genotipine gore yaklasik 3

yil daha gec hastalik baslangci gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 5.15.).

43 -

42 -

41 -

Baslangi¢ Yag Ortalamasi

39 T T 1
CcC CcT T

Sekil 5.15. C677T Genotip — Baglangi¢ Yas Ortalamasi Grafigi

C677T genotipleri ile iliskili baslangi¢ yaslarina ait istatistiki veriler Tablo

5.13.’te, ilgili kutu-bryik grafigi ise Sekil 5.16°da gosterilmistir. TT genotipli bireyler

yaklasik ii¢ yi1l daha gec¢ baslangiglhi olduklar1 halde bu genotipin incelenen
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popiilasyonda istatistiki olarak 6nemli olmamasinin sebebi TT frekansinin az olmasi

olabilir.
Tablo 5.13. C677T genotipleri ve iligkili baglangi¢ yasi istatistikleri

C677T | N |Minimum|Maksimum|Ortalama| Medyan Standart
Sapma

CcC 51 16 75 39,43 41 12,668
CT |36 16 72 39,83 40 13,814
TT 12 24 80 43,00 41,5 15,492

100

a0«
o)
5
o Gl o
&h
H
E)
i N - -
204
o
] x 12
cC cT TT
Genotip

Sekil 5.16. C677T genotipleri ve iliskili baglangi¢ yaslart.
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A1298C polimorfizminde ise CC genotipe sahip bireylerin baglangi¢ yasi

ortalamasimnin AA genotipine gore yaklasik 6 yil daha erken oldugu bulunmustur

(Sekil 5.17.).

43

40

37

34

AA

AC

cC

Sekil 5.17. A1298C Genotip — Baslangi¢ Yasi Ortalamas1 Grafigi

A1298C genotipleri ile iliskili baslangi¢ yaslarina ait istatistiki veriler Tablo
5.14.’te, ilgili kutu-biyik grafigi ise Sekil 5.18’de gosterilmistir.

Tablo 5.14. A1298C genotipleri ve iligkili baglangi¢ yasi istatistikleri

A1298C | N | Minimum | Maksimum | Ortalama | Medyan Standart
Sapma
AA 37 16 80 41,38 40 13,232
AC 50 19 75 39,88 39,88 13,682
CcC 11 16 57 35,36 35 12,793
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Sekil 5.18. A1298C genotipleri ve iligkili baglangic yaslari.
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6. TARTISMA

6.1.Huntington Hastalig ve Baslangic Yas1

Huntington Hastaligi otozomal dominant gecis gosteren, ilerleyici ve
norodejeneratif bir hastaliktir. Hastaliga sebep olan mutasyon IT-15 geninde
1. eksonda bulunan CAG tekrarlarinin sayisindaki artistir. HH ge¢ baslangic gosterir
ve hastaligin ortaya cikis yast genis bir araliga sahiptir. CAG tekrar sayisi hastalik
baslangi¢ yasinda en onemli faktor olsa da hastaligin baslangic yasiin tespitinde
yetersiz kalir. Hastaligin baslangici ile CAG tekrar sayisi arasinda negatif iligki
vardir. CAG tekrar sayis1 normal araliga ne kadar yakinsa hastalik o kadar ge¢
baslangi¢ gosterir. Fakat bu durum ile ilgili istisnai vakalar da goriilmektedir (Groen
ve dig., 2009). Bu da CAG tekrarlarindan farkli diger faktorlerin HH baslangicinda
etkili oldugunu distindiirmektedir.

CAG tekrar sayis1 hastalik baslangi¢ yasinin yaklastk  %30-70’ini
aciklayabilmektedir (Djousse ve ark., 2003). A¢iklanamayan kisim igin, geni aktaran
ebeveynin cinsiyeti, gevresel faktorler veya HH geni ile etkilesim iginde bulunan
genlerin etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Wexler ve dig., 2004). Yapilan tek yumurta
ikizi caligmalarinda ayn1t CAG tekrarina sahip ikizlerde farkli bagslangic yasi
gozlenmesi hastaligi modifiye eden bagka faktorlerin bulunduguna isaret eder
(Sudarsky ve dig., 1983). Ayrica Joseph ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptiklart
ikiz ¢alismasinda 71 yasinda 39 CAG tekrarina sahip iki kiz kardesin hastalik
baslangic yaslari arasinda alt1 yil fark oldugu bildirilmistir (Joseph ve dig., 2005).

Huntington Hastaligi’'nin baglangi¢ yasi ile ilgili olarak uzun yillardir
stirdiiriilen ¢aligmalar sonucunda bu hastalikta modifiye edici etkiye sahip olabilecegi
diistiniilen genler ve bu genler ile ilgili polimorfizmler bulunmustur.Belirlenen
modifiye edici aday genler ¢ogunlukla htt ile ilgili yolaklarda gorev alan proteinlerin
genleridir. Hastalik baslangi¢ yasini agiklamada kanitlanabilmis modifiye edici
genlerin etkisi hala ¢ok diisik diizeydedir, bu alanda yapilacak daha fazla

arastirmaya ihtiyag vardir.
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6.1.Tiirk Huntington Hastalarinda Baslangi¢ Yasi

Bu tez calismasinda yapilan degerlendirmeler sonucunda  Tiirk
populasyonunda HH baslangi¢ yas1 ortalamasi 40.01 olarak hesaplanmistir.
Hastalarda goriilen her CAG tekrar sayisina karsilik gelen baslangic yaslari, Tablo
5.3.’te de goriildigi gibi oldukga biiyiik farkliliklar gostermektedir.

Hastalik baglangi¢ yaslarma goére hastalarin sahip olduklart CAG tekrar
sayilar1 degerlendirildiginde, her baslangig¢ yas araliginda diger gruplara benzer CAG
tekrar sayilart  gézenmistir. Tam tersi olarak CAG tekrar sayilarim
gruplandirdigimizda da her grup igin birbirine benzer baslangic yaslar
gozlemlenmistir. Ornegin 47 CAG tekrarina sahip hastalarda baslangig yasi
ortalamasi 38,64 yas iken, bu tekrara sahip hastalar 18 ile 62 yas arasinda baslangi¢
gosterebilmektelerdir. Diger bir Ornekte ise 80 ve 40 yaslarinda hastalik
semptomlarint géstermeye baslayan bireyler ayni tekrar sayisina (43 CAG) sahip
olabilmektelerdir. Bu durum baslangi¢ yasina CAG tekrarlar1 haricinde baska

modifiye edici faktorlerin etkili oldugunu gostermektedir.

6.2.Hasta ve Kontrol Gruplarinda SNP Genotiplemeleri

Bu tez ¢alismasinda arastirilan polimorfizmlerle iliskili tim genotipler hasta
ve kontrol gruplarinda gozlenmistir. Kontrol grubu icin gézlenen genotip ve alel
frekanslar1 simdiye kadar bu polimorfizmler agisindan incelenen diger populasyon
caligmalar ile karsilastirildiginda C677T alel frekanslarinin Avrupa popiilasyonu ile
aynt oldugu, A1298C alel frekanslarmin da Beyaz irka (Caucasian) benzerlik

gosterdigi goriilmiistiir. (Tablo 6.1.)
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Tablo 6.1. Genotip ve Alel frekanslarmin Karsilastirilmasi

Polimorfizm Popiilasyon GenotipFrekanslar: Allel Frekanslari
CC CT TT C T
Ce77 T
Kontrol 56 39 13 0,75 0,24
Beyaz Irk ( Avrupa )|45,8 50 04| 0,71 0,29
AA AC CC A C
A1298C
Kontrol 31 56 13 0,59 0,41
Beyaz Irk ( Avrupa )|41 45 13 0,64 0,36

6.2.CAG tekrarlarinin ve SNP’lerin Baslangic Yasina Etkisi

CAG tekrarlarinin baslangi¢ yasini agiklamadaki etkisi dogrusal regresyon ile

hesaplanmis ve % 40,8 olarak bulunmustur. Bu deger diinya {izerinde incelenen diger

popiilasyonlara ait verilerle uyumludur (Arning ve dig., 2007; Chattophadhyay 2005,

cannella 2004, Metzger 2006). Ayrica, olusturulan regresyon modelleri sonucunda

her bir CAG tekrarimin hastalik baslangicini yaklagik 1,5 yil 6ne aldigi sonucuna

varilmistir.

Huntington Hastaligi’nda baslangi¢ yasini modifiye edici etkisi oldugu

diisiiniilen birgok SNP arastirilmistir. Bu SNP’ler arasindan, bu tez g¢alismasinda

incelenmek tizere MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri secilmistir (Tablo

6.2).
Tablo 6.2. MTHFR Geninde incelenen SNP’ler ve Ozellikleri
SNP Lokasyon | Atasal Polimorfizm | aa. Degisimi
Alel
Ce77T 1p36.3 C 677 CIT A (Ala) > V(Val)
rs 1801133
A1298C 1p36.3 A 1298A/C E(Glu)> A(Ala)
rs 1801131
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Tiirk Huntington hastalarinda bu polimorfizmlerin baglangi¢ yasina katkilari
coklu regresyon analizi yapilarak degerlendirilmis; ancak sonuclar istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Dolayisiyla Tirk Huntington Hastalarinin baslangic yasi,
MTHFR polimorfizmlerinden etkilenmemektedir. CAG tekrarlarinin  tekrar
araliklarina gore gruplandirilarak analizin tekrarlanmasi da yine ayni sonucu
vermistir.

Bu tez ¢alismasinda incelenen polimorfizm analizlerine gore C677T°de CC
genotipli bireylerin baslangic yas ortalamasi 39,43 iken CT genotipli bireylerde
39,83 olarak hesaplanmistir. TT genotipli bireylerin ise baslangi¢ yasi ortalamasi ise
43°tiir. A1298C igin yapilan analiz sonucunda AA genotipli bireylerin baslangi¢ yasi
ortalamas1 41,38; AC genotipli bireylerin 39,88; CC genotipli bireylerin ise 35,36
yas olarak hesaplanmaistir.

Genotiplerin baslangi¢ yaslarina gore gruplandirilmasi ile yapilan analizde,
istatistiki oneme ulagmamasina ragmen, C677T polimorfizminde TT genotipe sahip
bireylerde CC genotipine sahip bireylere gore hastaligin yaklasik 3 yil daha geg,
A1298C polimorfizminde de CC genotipe sahip bireylerin AA genotipe sahip
bireylere gore 6 yil daha erken bagladig1 goriilmiistiir.

MTHFR polimorfizmlerinin hastalik baslangic yasina etkisi sadece iki
arastirmada incelenmistir (Brune ve dig., 2004; Hansen ve dig., 2005). Brune ve dig.
A1298C polimorfizmi i¢in CC genotipi tasiyan bireylerde hastaligin daha erken
basladigin1 belirlemislerdir (p= 0,024). Ancak bu ¢alismada 27 hasta bireyin
akrabalik iligkisi oldugu ve bazilarinin da hareket bozukluklarinin goézlenmeye
baslandig1 yaslar1 bilinmediginden bu o6zellikteki hastalar ¢aligma grubundan
cikarilmis ve 23 yeni hasta eklenerek 167 Huntington hastasi ile ¢aligma tekrar
edilmistir. Hansen ve dig.’nin yaptiZ1 bu arastirmada, hastalik baslangic yasi ile
Co677T veya A1298C polimorfizmleri arasinda bir iliski saptanamamuistir (p= 0,828).
Tiirk popiilasyonu ile yapilan bu tez calismasindan elde edilen veriler Hansen ve

dig.’nin sonuglar1 ile uyumludur.
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