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HUNTĠNGTON HASTALIĞI’NDA MODĠFĠYE EDĠCĠ GENLERĠN 

ARAġTIRILMASI 

 

 

ÖZET 

 

 Huntington Hastalığı (HH) otozomal dominant olarak kalıtılan, kendisini 

motor, psikiyatrik ve kognitif disfonksiyon ile gösteren, progresif nörodejeneratif bir 

hastalıktır. Huntington Hastalığı'nın karakteristik semptomları, hastalığın süreci 

boyunca kronik ve progresif olan istem dıĢı koreiform hareketler, kognitif bozukluk, 

duygudurum bozuklukları ve davranıĢsal değiĢikliklerdir. BaĢlangıçtan ölüme kadar 

sağkalım ortalaması 17-20 senedir. 

Huntington Hastalığı'nın baĢlangıç yaĢı, IT-15 genindeki CAG tekrarlarının 

anormal uzaması ile iliĢkilidir; ancak, CAG tekrarlarının uzunluğu baĢlangıç 

yaĢındaki varyasyonun %40-70'ini açıklayabilir. ÇeĢitli çalıĢmalar, diğer genetik 

faktörlerin de HH baĢlangıç yaĢı varyasyonunda yer alabileceğini göstermiĢtir. 

Yakın zamanda, metiltetrahidrofolat redüktaz (MTHFR) genindeki tek 

nükleotid polimorfizmi ile HH baĢlangıç yaĢı arasında bir iliĢki olduğu bildirilmiĢtir.  

Bu tez çalıĢmasında MTHFR genindeki C677T ve A1298C 

polimorfizmlerinin Türk Huntington Hastalarında hastalık baĢlangıç yaĢını modifiye 

edici rolleri incelenmiĢtir. 
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IT-15 genindeki uzamıĢ CAG tekrarlarının baĢlangıç yaĢını belirlemedeki katkısı 

%40.8 olarak (R
2
 = 0,408

 
p < 0,0001) bulunmuĢtur. MTHFR polimorfizmlerinin 

baĢlangıç yaĢı ile korelasyonu gösterilememiĢtir ( p > 0,05) . 

Daha önce sunulan kanıtların aksine, MTHFR genindeki A1298C 

polimorfizmlerinin Türk Huntington hastalarında baĢlangıç yaĢını etkilediği 

görülmemektedir. 

Gelecekte bu çalıĢma hasta populasyonu büyüklüğü artırılarak ve hastaların 

folat seviyeleri dikkate alınarak geniĢletilebilir. 

 

 Anahtar Kelimeler : Huntington Hatalığı, Trinükleotid Tekrarı, Modifiye 

Edici Genetik Faktör, 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.  
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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
2
 = 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 
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1. GĠRĠġ 

 

Huntington Hastalığı (HH) otozomal dominant geçiĢ gösteren, seçici nöron 

ölümleriyle bağlantılı olarak merkezi sinir sistemini etkileyen, koreiform hareketlere 

demans ve psikiyatrik belirtilerin de eĢlik ettiği ilerleyici ve ölümcül bir hastalıktır 

(Bates ve diğ, 2002). Hastalığın belirgin özellikleri çeĢitli doktorlar tarafından 

19.yy'da belirtilmiĢtir, fakat ilk kez 1872 yılında Dr. George Huntington'ın güçlü 

tanımı hastalığın Huntington Hastalığı olarak adlandırılmasına yol açmıĢtır (White ve 

diğ.,1992). Hastalığa sebep olan genin keĢfediliĢi araĢtırmaları tetiklemiĢ, çalıĢmalar 

hastalığın moleküler mekanizmasına odaklanmıĢtır. 

Huntington Hastalığı‟nın Batı Avrupa‟da görülme sıklığı 3-7/100.000 iken 

dünya genelinde görülme sıklığı 5-10/100.000‟dir (Bradley ve diğ., 2004; Benell ve 

diğ, 2004; Landles ve diğ., 2004). 1983 yılında HH ile iliĢkili gen (IT-15) 4. 

kromozomun kısa koluna lokalize edilmiĢtir (Gusella ve diğ., 1983). Hastalığa sebep 

olan mutasyon ise IT-15 genindeki artmıĢ sayıda CAG (glutamin) trinükleotid 

tekrarları olarak belirlenmiĢtir (Huntington‟s Disease Collaborative Research Group, 

1993). Huntington Hastalığı geç baĢlangıçlı bir hastalıktır ve belirtileri genellikle 30 

– 50 yaĢları arasında baĢlar, fakat çocukluktan 70 yaĢa kadar olan yaĢ aralığında 

görülebilir (Haigh ve diğ., 2004). YaĢam süresi, hastalığın ortaya çıkıĢından itibaren 

ortalama 15 – 20 yıldır (Bates ve diğ., 2002). 

Huntington Hastalığı'nın kesin patofizyolojik mekanizmaları çok az 

anlaĢılmıĢ olmakla birlikte, transgenik hayvan modellerinde yapılan araĢtırmalar 

nedensel faktörler ve potansiyel tedavilere ıĢık tutmaktadır.   

 

1.1.Klinik Özellikler 

 

Huntington Hastalığı ilk kez 1872 yılında Dr. George Huntington tarafından 

dominant geçiĢli, geç baĢlangıçlı, ilerleyici ve ölümcül bir hastalık olarak tanımlandı. 

Tanımlandığı ilk yıllarda “Huntington Koresi” olarak adlandırılan HH, otozomal  
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dominant geçiĢ gösteren ve santral sinir sistemini etkileyen kronik bir nörodejeneratif 

hastalıktır (Bates ve diğ., 2002).    

Motor bozukluklar içinde en çok öne çıkan özellik hastalığa adını veren 

kore‟dir. 

Motor özellikler; istem dıĢı hareketler ve koordinasyon kaybı sebebi ile 

yürüme bozukluğu, aniden sıçrama, spastik, kontrolsüz, ani hareketlerdir. 

Muayenelerde tüm vücutta dans edermiĢ gibi görünen kore dikkati çeker. Stabil 

duruĢta bulgular hafifken hasta yürütüldüğü zaman ortaya çıkan kore, tanıyı 

kolaylaĢtırır. Hastalar normal yürüyemezler. Dans eder gibi ataksik yürüme, 

sallanma ve kolları gerektiği gibi sallayamama Ģeklinde bulgular görülür. Ġlerleyen 

zamanlarda tendon reflekslerde artıĢ gözlenir (Berrios ve diğ., 2001). Gençlerde (20 

yaĢ öncesi) ve bazı yetiĢkinlerde kore belirtileri olmaksızın rijidite görülebilir. Bu tip 

bireylere yanlıĢlıkla Parkinson hastalığı, katatoni veya Ģizofren teĢhisi konulabilir. 

YavaĢlamıĢ düzensiz göz hareketleri genellikle bu hastalarda belirgindir (The 

Huntington‟s Disease Collaborative Research Group, 1993). 

Psikiyatrik belirtiler de kiĢinin davranıĢlarındaki değiĢim, kiĢilik değiĢimi, 

depresyon, sinirlilik hali, karamsarlık ve anti-sosyal davranıĢlar ile kendini gösterir. 

Depresyon tipiktir ve intihar, genel populasyona oranla % 5-10 daha fazla tahmin 

edilir. Manik ve psikotik semptomlar geliĢebilir (Craufurd ve diğ., 2002). 

Huntington Hastalığı'nda kognitif disfonksiyon sıklıkla uzun süreli hafızaya 

etki eder ancak organizasyon, planlama, kontrol veya alternatifleri adapte etme gibi 

fonksiyonları bozar ve yeni motor yeteneklerinin edinilmesini geciktirir. Bu 

özellikler zamanla daha da kötüleĢir ve demans halini alır (Taylor., 1997).  

Huntington Hastalığı'nın teĢhisi, tipik semptomlu ve ailede geçmiĢi olan 

bireylerde kolaydır. Ancak, DentatoRubroPallidoluysian Atrofi, Huntington Hastalığı 

benzeri-2 (siyah Amerikalı ve Güney Afrikalılarda sık) ve birkaç diğer ailesel 

hastalıkların fenotipik olarak bu hastalıktan ayırt edilmesi zordur. Buna ilaveten, 

hastaların %8'inde ailede bu hastalığa sahip bilinen bir birey yoktur. Nöroakantositoz 

da HH‟nı taklit edebilir, ancak arefleksi, artmıĢ kreatin kinaz ve akantosit
1
 varlığı 

belirgindir. HH ile karĢılaĢtırıldığında bu hastalıklar farklı zamanlama, ailesel 

olmama, motor bozukluğu olmaması ve kognitif azalma gibi özelliklere sahiptir 

(Kambouris ve diğ., 2000).  

                                                 
1
 Akantosit: insanda vldl (very low density lipoprotein) ve özellikle apolipoprotein b yetmezliği 

sonucu geliĢen membran defektine bağlı diken Ģeklinde uzantılar gösteren alyuvarlara verilen isim 

http://www.uludagsozluk.com/k/vldl/
http://www.uludagsozluk.com/k/apolipoprotein-b/
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1.2.Nöropatolojik Özellikler 

 

Huntington Hastalığı‟ndan ölen hastaların beyinlerinde yapılan incelemeler 

sonucunda bazal gangliyada yoğun nöron kaybı gözlenmiĢtir (ġekil 1.1.). Özellikle 

de striyatum bölgesinin etkilendiği görülür (Vonsattel ve DiFiglia., 1998). 

Striyatumdaki nöronların %90 - 95‟i GABA-erjik (gama aminobütirik asit) ortaboy 

dikensi projeksiyon nöronlarıdır (Wichman ve DeLong, 2006). ĠlerlemiĢ vakaların 

GABA-erjik orta boy dikensi projeksiyon nöronlarında %80 oranında, diğer 

nöronlarla birlikte ise toplam olarak nöronların %90 oranında kayıp saptanmıĢtır. 

Dolayısıyla GABA-erjik nöronlar, HH‟dan spesifik olarak etkilenen nöron grubudur. 

Ġleri dönemlerde hasta, beyin hacminin yaklaĢık %25‟ini kaybeder (Macdonald ve 

Halliday, 2002). Hastalarda büyük oranda etkilenen diğer beyin bölgeleri arasında 

siyah cisim, 3., 5. ve 6. kortikal tabakalar, hipokampüsün CA1 bölgesi sayılabilir 

(Jeste ve diğ., 1984). 

 

.  

 

ġekil 1.1. Normal ve HH beyinlerinde bazal gangliya bölgeleri 

( www.standford.edu/group/pandegroup/folding/pics/HD_effected.gif ). 

 

Hatalığın patolojik karakteristiklerinden biri de mutant huntingtin (htt) ve 

poliglutamin (poliQ) taĢıyan nükleer ve sitoplazmik inklüzyonların görülmesidir. Her 

ne kadar patolojik poliQ iĢlenmesinin belirteci ve etkilenen bireylerde semptomların 

baĢlangıcından çok daha uzun zaman önce belirgin olsa da, giderek artan kanıtlar bu 

inklüzyonların hücresel disfonksiyon veya hastalık aktivitesinin belirteçleri 

http://www.standford.edu/group/pandegroup/folding/pics/HD_effected.gif
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olmadıklarını göstermektedir (Davies ve diğ., 1997). ÇeĢitli hücre ve hayvan 

modelleri ile insan histopatolojik örneklerinde inklüzyonların görülmesi ile 

disfonksiyon veya nörolojik semptomların baĢlangıçları bakımından çok az 

korelasyon görülmüĢtür (Menalled ve diğ., 2003).  

 

1.3.Genetik Özellikler 

 

Huntington Hastalığı geni 4. kromozomun kısa kolunda 4p 16.3 bölgesinde 

lokalizedir. 67 ekson ve 180 kb‟dan oluĢan büyük bir gendir. Hastalığa sebep olan 

mutasyon, genin 1. eksonunda tekrar eden CAG trinükleotidlerinin sayısındaki 

artıĢtır. Normal bireylerde bu bölgedeki tekrar sayıları polimorfiktir. Ancak bu tekrar 

sayısı eĢik değeri aĢtığında hastalığa sebep olur. CAG trinükleotidleri glutamin (Q, 

Gln) amino asitini kodladığından dolayı HH aynı tip mutasyonla seyreden 

“Poliglutamin Hastalıkları” ailesine mensuptur (Huntington‟s Disease Collaborative 

Research Group, 1993). 

CAG trinükleotidlerinin sayısı hastalık için belirleyici olmaktadır. 26 ve daha 

az CAG tekrarı taĢıyan bireyler normal fenotip gösterirken, 27-35 tekrar taĢıyan 

bireyler genellikle HH fenotipi göstermezler, fakat mayotik instabilite nedeniyle bir 

sonraki nesilde bu hastalığın görülmesi olasıdır. Mayotik instabilite tekrar artıĢına 

(%73) ya da azalmasına (%23) sebep olabilir (Kremer ve diğ., 1995). Ġnstabilite ve 

tekrar artıĢı olasılığı oogeneze göre spermatogenezde daha fazladır. Juvenil olgularda 

paternal kalıtım ve birbirini izleyen jenerasyonlarda rastlanan erken baĢlangıç yaĢı bu 

durumu açıklamaktadır (Trottier ve diğ., 1994). Negatif aile geçmiĢinin olduğu yeni 

baĢlangıçlı HH tipik olarak, sınırda veya normal aralıkta (28-35 CAG tekrarı) bir 

alelin CAG tekrar sayısının özellikle paternal tarafta artması nedeniyle meydana 

geldiği tespit edilmiĢtir. 35 veya daha az CAG tekrarı hastalık ile iliĢkilendirilmese 

de Groen ve arkadaĢlarının 2009 yılında yaptıkları bir çalıĢmada 27 – 35 arasında 

tekrara sahip ve HH fenotipi gösteren iki hasta bildirmiĢlerdir (Groen ve diğ., 2009). 

36-39 tekrar taĢıyan bireylerin sadece bir kısmı HH fenotipi gösterirken, 40 ve üzeri 

CAG tekrarı taĢıyan bireylerin tamamı hastalıktan etkilenmiĢlerdir.  

Huntington Hastalığı genindeki CAG tekrar sayısı ile hastalığın baĢlama yaĢı 

ters iliĢkilidir; CAG tekrar sayısı arttıkça hastalığın belirtilerinin ortaya çıktığı yaĢ 

küçülür. Hastalığın homozigot vakaları baĢlangıç yaĢında önemli bir farklılık 

göstermez ancak progresyon hızında artıĢ görülebilir (Gusella, 1995).  

http://jnnp.bmj.com/search?author1=Justus+L+Groen&sortspec=date&submit=Submit
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1.3.1. Huntington Hastalığı’nın Moleküler Patolojisi 

 

 1.3.1.1. Htt Proteini ve ĠĢlevi 

 

Huntingtin proteini, 348 kDa'luk bir proteindir ve amino (N) ucunda CAG 

trinükleotidlerinin kodladığı poliQ bölgesi bulunur. Mutant htt‟deki uzun poliQ 

domaini, proteinde konformasyonal değiĢiklikleri indükleyerek intraselüler agregat 

oluĢumuna sebep olur. Htt'nin hücredeki normal iĢlevlerini açığa çıkarmak zordur, 

çünkü bilinen diğer proteinlere homoloji göstermez. Bunun yanı sıra tüm dokularda 

ifade edilir ve birçok hücre altı kompartmanlarda lokalizedir (Harjes ve Wanker, 

2003; Li ve Li, 2004). Htt nukleus, hücre gövdesi, dendrit ve nöronların sinir 

uçlarında mevcuttur ve Golgi cisimciği, endoplazmik retikulum ve mitokondriyi de 

içeren birçok organelle de iliĢkilidir. Htt'nin fonksiyonunu ve patolojik etkilerini 

belirlemek için çeĢitli yaklaĢımlar kullanılmıĢtır (Harjes ve Wanker, 2003; Li ve Li, 

2004). Htt, mikrotübüllerle birlikte lokalize olarak ve β- tübülin ile direkt olarak 

etkileĢerek dinaktin kompleksinin bir kısmını oluĢturur. Bu oluĢum, vesikül taĢınması 

ve/veya sitoskeletal bağlanmada bir role sahiptir. Htt'nin, aynı zamanda, klatrin 

aracılı endositoz, nöronal transport ve post-sinaptik sinyalleĢmede de görev aldığı 

gösterilmiĢtir. Bunlara ilave olarak nöronal hücreleri apoptotik stresten koruyabilir ve 

dolayısıyla ön sağkalım rolünün de olabileceği düĢünülmektedir (Rigamonti ve diğ., 

2000). Görevi tam olarak bilinmese de sebep olduğu nörodejenerasyonla ilgili 

yapılan çalıĢmalar ıĢığında bazı olası mekanizmalar geliĢtirilmiĢtir. 

  

1.3.2 Toksik ĠĢlev Kazanımı ve Kaybı 

 

Birçok çalıĢma, mutant htt proteininin toksik fonksiyon kazancına sebep 

olduğunu göstermektedir. Bu konu ile ilgili ikna edici kanıtlar, uzamıĢ ve ifade edilen 

tekrarların sebep olduğu diğer sekiz nörodejeneratif hastalık SpinoSerebellar Ataksi 

tipleri (SCA) 1, 2, 3, 6, 7 ve 17; Dentato Rubro Pallidoluysian Atrofi (DRPLA) ve 

Spino Bulbar Musküler Atrofi (SBMA) için de geçerlidir (Piccioni ve diğ,.2001). Bu 

hastalıkların hiçbirinde haplo yetersizlik yönünde bir kanıt yoktur. Bu hastalıkların 

en belirgin özelliklerinden biri baĢlangıç yaĢı ile poliQ tekrarları arasındaki ters 
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korelasyondur. Sonuçlar, poliQ tekrarlarının uzunluklarının, etkilenen genden 

bağımsız olarak hastalığın Ģiddetini belirlediğini göstermektedir (Margolis ve diğ., 

2001). 

 Huntington Hastalığı'nda fonksiyon kazanımı için en ikna edici kanıt, poliQ 

zincirlerinin yapısal biyolojisidir. In vitro kanıtlar poliglutaminin baĢlangıçta dimer, 

trimer ve oligomerler oluĢturarak agrege olmaya baĢlayacağını öngörmektedir (Chen 

ve diğ., 2001). Bu süreç, özgün konsantrasyonda protein ve minimum 37 ardıĢık 

glutamin gerektirir. Bu süreç, yüksek sayıda poliQ tekrarıyla daha hızlı iĢler. Bu 

bulgular hem hastalığın geç baĢlangıcını hem de poliQ uzunluğu ile yakın 

korelasyonu açıklayabilir. Agregasyon oranı, glutamin tekrar sayısı ile artar ve bu, 

tekrar uzunluğunun erken baĢlangıç yaĢı ile iliĢkili olduğu bilgisi ile uyumludur          

( Foroud, 1999). 

Yüksek oranda mutant htt ifadesi sonucunda hücrenin baĢa çıkamayacağı 

miktarda agregatlar oluĢur. Bu agregatların yapısına yabanıl tip htt‟nin de katıldığı 

belirlenmiĢtir. Hücrelerin, mutant htt üretimi ve agregat oluĢumunun üstesinden 

proteozom veya otofajik vakuolizasyon ile gelebilecekleri öne sürülmektedir. Bu ve 

muhtemel diğer mekanizmalar yoluyla, mutant htt transkripsiyon, apoptoz, 

mitokondrial fonksiyon, tümör baskılanması, vesiküler ve nörotransmitter 

salgılanması ve aksonal taĢınmayı düzenleyen çeĢitli nükleer ve sitoplazmik 

proteinleri de etkiler. Bu Ģekilde mutant htt toksik iĢlev kazanımı ile beraber normal 

proteinlerin iĢlev kaybına da yol açabilir (Jones, 2002).  

 

1.3.3. In vivo Huntingtin Protein Agregasyonu  

 

Fibriler morfolojili htt protein agregatları ilk kez, patolojik aralıkta (115-156 

Q) glutamin tekrarlı, htt ekzon 1 fragmanı eksprese eden bir transgenik HH fare 

modelinde keĢfedilmiĢtir (Davies ve diğ., 1997). Bu farelerde çözünemeyen nöronal 

intranükleer inklüzyon (NII) oluĢumu, HH‟ye benzer semptomlar gösteren progresif 

bir nörolojik fenotip geliĢimi öncesinde gözlenmiĢtir (Davies ve diğ., 1997). Bu 

sonuçlar, in vivo agregat oluĢum sürecinin, HH‟de nöronal disfonksiyon ve 

nörodejenerasyon geliĢimi için gerekli olduğunu öne sürmüĢtür. Ultrayapısal ve 

immunositokimyasal çalıĢmalar, NII‟ların anti-übikütin antikorları ile 

boyanabileceğini ve inklüzyon cisimciklerindeki htt proteininin übikütinlendiğini ve 
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übikütin-proteozom sistemi tarafından degrade edildiğini göstermiĢtir. Huntingtin 

protein fragmanları aynı zamanda transgenik farelerin akson ve akson 

terminallerinde bulunmuĢtur (Li ve diğ., 2000; Li ve diğ., 1999). Bu yapılar nöropil 

agregatları olarak adlandırılmıĢlardır ve aksonal taĢınma ve nörotransmitter salınımı 

gibi özgün nöronal fonksiyonları etkiledikleri düĢünülmektedir. Farklı transgenik fare 

modelleri ile de bu bulgular doğrulanmıĢtır (Hodgson ve diğ., 1999; Reddy ve diğ., 

1998; Schilling ve diğ., 1999; Wheeler ve diğ., 2000). 

Çözünemeyen htt protein agregatlarının transgenik hayvanlarda karakterize 

edilmesini takiben, hasta beyinlerinde agregatlar bulunmuĢtur (DiFiglia ve diğ., 

1997). Transgenik farelerde olduğu gibi, übikütinlenen amorf veya fibriler 

morfolojiye sahip nükleer ve sitoplazmik huntingtin agregatları gözlenmiĢtir. Buna 

ek olarak, agrege olmuĢ htt proteini içeren distrofik nöritler de saptanmıĢtır (DiFiglia 

ve diğ., 1997). Distrofik nöritlerin nöronal retrograd taĢınmadaki bozukluktan 

kaynaklandıkları bilinmektedir. Hasta beyinlerinde NII‟lar htt‟inin N-ucuna 

yönlendirilen antikorlarla saptanabilmektedir. Bunların, proteinin C-ucu için olan 

antikorlar tarafından tanınmaması, tam uzunluktaki proteinden çok, N-uçlu htt 

fragmanlarının nöronal hücrelerde toplandıklarını göstermektedir (DiFiglia ve diğ., 

1997).   

Yakın zamanda yapılan çalıĢmalar, HH'da nöronal dejenerasyonun, yabanıl 

tip htt'de fonksiyon kaybı ile mutasyona uğramıĢ htt'de fonksiyon kazanımının 

kombine etkilerinden meydana geldiğini önermiĢtir. HH allelinde delesyonu olan 

kiĢilerden elde edilen bilgiler, yabanıl tip htt'deki eksikliklerin nörodejenerasyonu 

tetiklediği fikrine karĢı çıkmaktadır, çünkü bu hastalarda HH geliĢmemiĢtir. Bununla 

birlikte, htt'nin farelerdeki ablasyonu, anormal beyin geliĢimi ile 7,5. embriyonik 

günde ölüm ile sonuçlanmıĢtır ve htt'nin delesyonu nörodejenerasyona yol 

açmaktadır. Bu, htt'nin hücre sağkalımı için gerekli olduğunu ve fonksiyon kaybının 

da nörodejenerasyona yol açtığını kanıtlamaktadır (Bates ve Murphy, 2002). Mutant 

htt ve diğer poliQ hastalık proteinleri, her ne kadar agregasyonun poliQ hastalıkları 

patogenezindeki rolü tartıĢmalı olsa da, nöronlarda çözülemeyen agregatlar 

oluĢtururlar (Bates, 2003). Bazı araĢtırmacılar poliQ agregatlarının toksik olduğunu 

düĢünürken, diğerleri patojenik sürecin doğal bir yan ürünü olduğunu 

düĢünmektedirler. Bir baĢka grup ise agregatların nöroprotektif olduğunu 

savunmaktadır. 

Bazı araĢtırmacılar, çok uzun poliQ'ların hastalığı indüklediği, hücresel 
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proteinlerin normal fonksiyonlarını engellediği görüĢünü savunmaktadırlar. Bu 

teoriyi destekleyen çalıĢmalar, mutant htt'nin, intranükleer agregat formasyonu veya 

önemli transkripsiyon faktörlerinin ayrılması Ģeklinde gen transkripsiyonunu 

bozduğunu belirtmiĢlerdir (Cha, 2000; Sugars ve Rubinsztein, 2003). ÇeĢitli 

çalıĢmalarda, p53, CREB-bağlanma proteini (CBP), spesifite proteini 1 (SP1) ve 

TATA-bağlanma proteini (TBP) gibi transkripsiyon faktörlerinin intranükleer 

agregatlara toplanabildiği gösterilmiĢtir, dolayısıyla da HH'de transkripsiyonal 

disregülasyon hipotezi güçlenmektedir. Ayrıca, agregatlarda Ģaperonlar, proteozomlar 

ve übikütinin toplanması, yetersiz protein katlanması ve degredasyonun poliQ 

hastalık patogenezinde yer aldığını gösterir (Ciechanover ve Brundin, 2003; Sakahira 

ve diğ., 2002). Ġlginç olarak, übikütin ile iĢaretlenmiĢ proteinlerin merkezi sinir 

sisteminde anormal toplanması Parkinson ve Alzheimer gibi diğer nörodejeneratif 

hastalıklarda da vardır (Taylor ve diğ., 2002). Bu nedenle, poliQ hastalıklarının 

yanlıĢ katlanma veya proteolizden, proteinlerin katlanma veya degrade olmak için 

zor hale gelmeleri veya übikütin-proteozom sisteminin (UPS) bozulması Ģeklinde 

meydana geliyor olmaları düĢünülmüĢtür. 

 

1.3.4. ġaperonlar ve Proteozom 

 

1.3.4.1.  Agregasyonda ġaperonların ve Proteozomların Rolü 

 

Hücrelerin içerisinde yeni sentezlenen proteinlerin doğru konformasyonda 

katlanmaları, çeĢitli moleküler Ģaperonların sıralı hareketlerini gerektirir, ancak 

bazen bu süreç baĢarılı olamayabilir (Fink, 1999). Doğru konformasyonda 

katlanmayan proteinlerin UPS tarafından degrade edilmeleri gereklidir (Voges ve 

diğ., 1999). Isı Ģok protein (Hsp) 70 ve Hsp40, katlanma sürecini kolaylaĢtıran ve 

polipeptidlerin çözülebilir konformasyonunu sağlayan iki ana sınıf moleküler 

Ģaperonlardır (Hartl ve Hayer-Hartl, 2002). Ancak agregasyon, anormal Ģekilde 

katlanan proteinlerin bir karakteristiğidir; bu nedenle eğer yanlıĢ katlanan 

proteinlerin üretimi hücrenin yıkım kapasitesini aĢarsa, bu polipeptidler çözülemeyen 

intraselüler agregatlar oluĢturabilirler.  

Diğer poliQ proteinleri gibi htt'nin de Hsp70 ve Hsp40 Ģaperon ailesi ile 

etkileĢtiği ve hem hücresel hem de hayvan poliQ hastalık modellerinde ve hasta doku 

örneklerinde agregatlarla birlikte lokalize olduğu gösterilmiĢtir. Bu, protein katlanma 
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bozukluğunun HH patolojisini tetiklediği düĢüncesini ortaya atar (Sakahira ve diğ., 

2000). ġaperonların agregatlara dağılması, hücrede var olan çözünebilir Ģaperon 

miktarını düĢürür ve bu da anormal protein katlanmasını artırır (Hay ve diğ., 2004). 

ġaperonlar anormal proteinleri doğru Ģekilde katlayamazlarsa, onları 

degredasyon için proteozoma yönlendiren übikütinasyon baĢlatılır. HH'nin diğer 

nörodejeneratif hastalıklarla bir diğer ortak özelliği, inklüzyonların übikütinlenmiĢ 

olması ve çeĢitli proteozom alt ünitelerine de rastlanmıĢ olmasıdır. Buna göre, 

hücrenin yıkım makinesindeki bir baĢarısızlıktan söz edilebilir (Ciechanover ve 

Brundin, 2003). ÇeĢitli kanıtlar, UPS'nin bozulmasının poliQ hastalığının 

patogenezinin merkezi olduğunu göstermiĢtir (Bence ve diğ., 2001). 

  

1.3.5. Transkripsiyonal Regülasyon 

 

Hem yabanıl tip hem de mutant htt çeĢitli transkripsiyon faktörleriyle 

etkileĢmektedir ve HH‟da bazı transkripsiyonel yolakların etkilendiği gösterilmiĢtir. 

HH'da etkilenen transkripsiyon yolaklarından cAMP-yanıtlayıcı element (CRE) ve 

SP1 aracılı yolaklar en çok araĢtırılan yolaklardır; çünkü nöronal sağkalımda gerekli 

olan genlerin ekspresyonunda yer alırlar.  

Farelerde CRE-bağlı protein (CREB) ablasyonu, hipokampüs ve striyatumda 

ilerleyici nörodejenerasyonun olduğu HH benzeri fenotip ile sonuçlanmaktadır 

(Mantamadiotis ve diğ., 2002). Ayrıca, CRE tarafından düzenlenen genlerin down-

regülasyonu da HH‟da saptanmıĢtır (Glass ve diğ., 2000). CRE yoluna olan ilgi 

CREB-bağlı protein (CBP) üzerinde odaklanmıĢtır. CBP agregatlara lokalize olur ve 

bu da, CBP'nin CRE-aracılı transkripsiyon için uygunluğunun bozulduğu fikrini 

destekler (Li ve diğ., 2004). Htt'nin, glutamince zengin ve asetil transferaz 

domainlerinin CBP ile etkileĢtiği gösterilmiĢtir. Bu veriler hastalığın poliQ 

modellerinde görülen CRE-aracılı transkripsiyon ve asetil transferaz aktiviteleri 

kaybında düĢüĢü açıklayabilir. Önemli olarak, asetil transferaz aktivitesindeki bu 

azalma, histon deasetilaz enzim inhibitörlerinin uygulanmasıyla tersine çevrilmiĢtir 

(Rubinsztein ve diğ., 2003).  

Dunah ve arkadaĢları, asemptomatik Huntington hastalarından elde edilen 

beyin ekstrelerinde mutant htt'nin SP1 ile artmıĢ iliĢkide olduğunu ve SP1'in TFAII 

130 ile iliĢkisinin HH beyinlerinde sağlıklı beyinlere kıyasla azaldığını 

göstermiĢlerdir (Dunah ve diğ., 2002). Buna ilaveten, mutant htt'nin SP1 ile artmıĢ 
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iliĢkisi SP1'in promotor bölgesine bağlanmasını bloke etmiĢtir. Dolayısıyla HH 

hastalarında aracı olduğu bilinen genlerin (dopamin-D2-reseptör geni gibi) SP1 

aracılı transkripsiyonunu bozmuĢtur.  

CBP ve SP1'e ek olarak, çeĢitli diğer önemli transkripsiyon faktörlerinin 

nükleusta htt ile etkileĢime girdiği görülmektedir. Bunlar arasında, Gln-Ala tekrarı 

transkripsiyonel koaktivatörü CA150'nin hem normal hem de mutant htt ile iliĢkili 

olduğu bulunmuĢtur (Holbert ve diğ., 2001). HH beyin örneklerinde, hastalık 

derecesi arttıkça CA150 protein seviyelerinin de artmıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. Bu 

da CA150'nin htt agregasyonuna yanıt olarak toplandığını ve gen transkripsiyonunu 

engellediğini düĢündürür. Ayrıca TBP, HH patolojisinde yer alabilir çünkü genel 

transkripsiyon faktörü nükleer inklüzyonlarda lokalizedir. Htt'nin aynı zamanda 

transkripsiyonel baskılayıcı olarak çalıĢabilmesi de ilginçtir. Maya iki-hibrid 

analizinde, htt'nin, poliQ bağımlı bir Ģekilde nükleer korepresör protein ve Sin3A 

içeren represör komplekslerle direkt olarak etkileĢime girdiği gösterilmiĢtir (Boutell 

ve diğ., 1999). Nükleer korepresör protein ve Sin3A diğer transkripsiyonel DNA 

bağlayıcı proteinlerle bir arada çalıĢarak tiroid ve retinoik asit reseptörleri gibi 

nükleer reseptörlerin transkripsiyonal aktivasyonunu baskılar. Bu nedenle, mutant htt 

sadece nükleer korepresör protein ve Sin3A fonksiyonu ile değil, aynı zamanda 

nükleer reseptörleri içeren sinyalleĢme yollarına da karıĢır. 

Yakın zamanda, yabanıl-tip htt'nin ayrıca nöron-restriktif susturucu 

elementler (NRSEs) içeren genlerin aktivitesini, düzenleyebildiği gösterilmiĢtir 

(Zuccato ve diğ., 2003). 

 

1.3.6. Huntington Hastalığı’nda Hücre Ölüm Mekanizmaları 

 

Huntington Hastalığı ve diğer PoliQ Hastalıklarında hücre ölümünün ağırlıklı 

olarak apoptoz ile gerçekleĢtiği bilinse de, son yıllarda yapılan araĢtırmalar otofajik 

mekanizmaların aktivasyonuna da dikkat çekmiĢtir.  

Apoptotik yolaklarda görev alan enzimler kaspazlar ve kalpainlerdir. 

Kalpainler, kalsiyum ile aktive olan sistein proteazlardır ve proenzim heterodimeri 

olarak bulunurlar. Kalpain aktivasyonu, kalpain inhibitörü olan kalpastatinin 

kaspazlar tarafından kesilmesi ile meydana gelir. Huntingtin üzerinde kalpain kesim 

bölgeleri 535-537 ve 468-470 amino asitleri arasıdır. Mutant htt kalpainler tarafından 

daha kolay kesilir. Yapılan çalıĢmalarda mutant htt‟in kalpainler tarafından kesilmesi 
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engellendiğinde htt agregatlarında azalma gözlenmiĢtir (Saudou ve diğ., 1998).  

Kaspazlar aspartat-özgü sistein proteazlardır ve hücrelerde inaktif proenzim 

olarak bulunurlar. Diğer kaspazlar tarafından kesilerek veya otoaktivasyon ile aktive 

olurlar. Apoptozun farklı aĢamalarında farklı kaspazlar aktive olur. Kaspaz 8, 9 ve 10 

baĢlangıç aĢamasında görev alır ve kaspaz 3,6,7‟yi aktive ederek apoptozun 

yönlendirilmesini sağlar (Quin ve diğ., 2004). Kaspazların HH patogenezinde önemli 

rol oynadığı gösterilmiĢtir. Huntingtin için kaspaz 2, 3, 6 ve 7‟nin kesim yaptığı 

bölgeler belirlenmiĢtir. Mutant htt‟in kaspaz 3 ve 9 aktivasyonunu arttırdığı 

bilinmektedir. Özellikle poliQ içeren protein fragmanları kaspazları daha çok aktive 

eder ve hücreler apoptoza girer (Wellington ve diğ., 1998). 

Otofajik yol, intraselüler organellerin ve uzun süreli proteinlerin geri 

dönüĢümünden sorumlu önemli bir sitoplazmik süreç olmakla beraber hücre 

ölümünde de önemli bir role sahiptir. Toksik htt fragmanlarının dolaylı olarak 

otofajın indüksiyonuna yol açtığı belirlenmiĢtir. Ravikumar ve arkadaĢları, mTOR 

molekülünün (“Mamalian Target Of Rapamycin”) htt fragmanları ile agregat 

oluĢturduklarını ve dolayısıyla, hücredeki kinaz aktivitesini azalttıklarını 

bildirmiĢlerdir. PoliQ hastalıklarında agregatların, otofajik yolun negatif 

düzenleyicisi olan mTOR aktivitesini baskılayarak otofajiyi indüklemede anahtar 

role sahip oldukları görülmektedir (Ravikumar ve diğ., 2004 ). 

 

1.3.7. Hastalık BaĢlangıç YaĢı ve Etkileyen Faktörler 

 

Tüm poliQ hastalıklarında olduğu gibi HH‟da da CAG tekrar sayısı ve 

hastalık baĢlangıç yaĢı arasında ters orantı vardır (ġekil 1.2.). Ancak, aynı CAG 

tekrar sayısına sahip bireyler arasında da baĢlangıç yaĢı farklılık gösterebilir. 

Dolayısıyla, sadece CAG tekrar sayısından yola çıkarak hastalık belirtilerinin ne 

zaman baĢlayacağını belirlemek mümkün değildir. 
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ġekil 1.2.  CAG tekrar sayısı ve hastalık baĢlangıç yaĢı iliĢkisi 

(http://johnhawks.net/graphics/huntington_repeat_onset.png) 

 

Hastalık baĢlangıç yaĢı ile tekrar sayısı arasındaki negatif iliĢki, yüksek 

tekrarlar için daha güçlüdür. Ancak, patolojik aralıkta fakat düĢük sayıdaki tekrar 

sayılarının baĢlangıç yaĢını tahmin edici değeri düĢüktür. Bu nedenle çevresel ve 

diğer genetik faktörlerin baĢlangıç yaĢını ve hastalık sürecini modifiye edici etkisi 

olabileceği düĢünülmüĢtür. Huntington Hastalığı‟nın en yoğun olarak gözlemlendiği 

Venezuela soyunda yapılan detaylı araĢtırmalar, hastalık baĢlangıç yaĢının %60 

oranında CAG tekrarları haricindeki faktörlerden etkilendiğini ortaya koymuĢtur 

(Wexler, 2004). Bunun yanı sıra, transgenik Huntington farelerinin çevresel 

ortamlarının zenginleĢtirilmesinin semptom baĢlangıcını ertelediği gözlemlenmiĢtir 

(Hockley ve diğ., 2002). Çevresel zenginleĢtirmenin bazı özgün genlerin 

transkripsiyonunu artırdığı ve nörogenezde etkili olduğu düĢünülmektedir.    

Ebeveyn cinsiyetinin de nesiller arası CAG tekrar artıĢı ya da azalmasını 

etkileyerek baĢlangıç yaĢını modifiye edebileceği bilinmektedir. Hastalık alellerinin 

babadan aktarıldığı durumlarda tekrar sayıları sıklıkla artıĢ göstermekte, bu da 

sonraki nesilde antisipasyona neden olmaktadır (Ridley ve diğ., 1988). Maternal 

transmisyonlarda ise tekrar artıĢına daha az rastlanmaktadır (Kremer ve diğ., 1995).  

CAG tekrar sayısı, hastalık baĢlangıç yaĢındaki farklılıkların yaklaĢık %30-

%70‟ini açıklayabilmektedir. Geriye kalan varyansın kuvvetle kalıtsal olduğu ortaya 

koyulmuĢtur (Djousse ve diğ., 2003). Dolayısıyla, IT-15 geni ya da diğer genlerdeki 

polimorfizmlerin HH baĢlangıç yaĢında modifiye edici rolleri olabilir. Bu sebeple 

özellikle yabanıl ve mutant htt‟nin iliĢkili olduğu proteinleri kodlayan genlerdeki 
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ve/veya hastalığa yol açabilecek moleküler mekanizmaların herhangi bir yolağında 

rol oynayan genlerdeki polimorfizmlerin hastalık baĢlangıç yaĢını modifiye etmedeki 

rolleri araĢtırılmaya baĢlanmıĢtır. Üzerinde en çok çalıĢılan genler BDNF (“Brain 

Derived Neurotrophic Factor”), GRIK2 (“Glutamate Receptor Ionotropic 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 üzerinde birçok polimorfizm 

tanımlanmıĢ, ancak yapılan sınırlı sayıdaki çalıĢmalar genellikle çeliĢkili sonuçlar 

vermiĢ ve aynı polimorfizmler bazı popülasyonlarda baĢlangıç yaĢı ile iliĢkili 

bulunurken diğerlerinde bulunamamıĢtır.  

BDNF striyatal nöronların sağkalımı için önemli olduğu düĢünülen bir 

proteindir. Yapılan çalıĢmalarda htt‟in BDNF ekspresyonunu ve taĢınmasını 

düzenlemede önemli bir role sahip olduğu tespit edilmiĢtir. Yabanıl tip htt, BDNF 

transkripsiyonunu ve BDNF içeren vesiküllerin mikrotübüller ile striyatal hücrelere 

taĢınmasını arttırırmaktadır. Mutant htt ise BDNF üretimini ve taĢınmasını azaltır 

(Zucatto ve diğ., 2001; Schaffar ve diğ., 2004). Bununla birlikte son yıllarda  

örneğin, BDNF genindeki V66M polimorfizmi ile hastalık baĢlangıç arasında iliĢki 

olduğunu bildiren çalıĢmalar olduğu kadar (Albrech ve diğ., 2005), iliĢkili bulmayan 

çalıĢmalar da bildirilmiĢtir (Metzger ve diğ., 2006; Kishikawa ve diğ., 2006). Diğer 

bir aday gen olan GRIK2‟de incelenen mutasyon 3‟ UTR bölgesinde bulunan TAA 

tekrar sayılarındaki değiĢimdir. 16-17 TAA tekrarına sahip bireylerde hastalığın 

beklenenden 5 yıl önce baĢladığı belirlenmiĢtir (MacDonald ve diğ., 1999) Bu 

mutasyon hastalık baĢlangıç yaĢı için % 13‟lük bir etkiye sahiptir. UCHL-1 

genindeki S18Y polimorfizmi, 18. kodonda bulunan serin amino asitinin tirozine 

dönüĢümüdür. Naze ve arkadaĢlarının 2001 yılında 138 HH ve 136 kontrol ile 

yaptıkları çalıĢma sonucunda S18Y mutasyonu Huntington hastaların %17‟sinde 

tespit edilmiĢtir (Naze ve diğ., 2001). Diğer bir çalıĢmada ise Y/Y genotipli 

bireylerde hastalık belirtilerinin beklenenden 8 yıl önce ortaya çıktığı belirlenmiĢtir 

(Metzger ve diğ., 2005). hCAD genindeki R196K polimorfizminin incelendiği bir 

araĢtırmada bu polimorfizmin hastalık baĢlangıç yaĢının %6‟sını açıklayabildiği 

tespit edilmiĢ (Chattopadhyay ve diğ., 2005), ancak diğer bir araĢtırmada 

polimorfizmin hastalık baĢlangıç yaĢına etkisi bulunmamıĢtır ( Arning ve diğ., 2005). 
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1.4. Metilentetrahidrofolat redüktaz Polimorfizmleri 

 

Metilentetrahidrofolat redüktaz (MTHFR) folat metabolizmasında görev 

almaktadır. Folat molekülünün baĢlıca fonksiyonu DNA metilasyonu ve DNA sentez 

reaksiyonlarında metil grubu taĢıyıcılığıdır. MTHFR geni 1p36.3 de haritalanmıĢ bir 

gendir. Ġnsan MTHFR geninin cDNA‟sı 1994‟te izole edilmiĢtir ve cDNA sekansının 

yaklaĢık 22 kb büyüklüğünde olduğu ve 11 ekzon içerdiği saptanmıĢtır. Bu genin 

ürünü, katalitik aktivitesi olan, 77 kD ağırlığında 656 aminoasitten oluĢan bir 

proteindir (Goyetteve diğ., 1998). 

MTHFR geni, 5,10-metilentetrahidrofolat (5,10-metilen THF) molekülünü 

geri dönüĢümsüz olarak 5-metiltetrahidrofolata (5-metil THF) dönüĢtüren enzimi 

kodlar. 5-metil-THF serum folatın primer formudur ve homosistein molekülünün 

metiyonine dönüĢtürülmesinde metil grubu vericisi olarak görev yapar. Metiyonin S-

adenosilmetiyonine (SAM) dönüĢtürülür. SAM ise DNA üzerinde sitozin bazlarının 

metilasyonunda kullanılır (Schwahn ve diğ., 2001). 5-metil THF eksikliği DNA 

hipometilasyonu ile sonuçlanır. Folat 5,10-metilen THF formunda iken DNA sentezi 

sırasında urasil bazlarına metil grubu vererek timine dönüĢmelerini sağlamaktadır. 

Ciddi MTHFR eksikliğinde periferal nöropati, geliĢme geriliği, hipotoni, tromboz 

gibi klinik bulgular görülür. MTHFR eksikliğinin hafif olduğu durumlara populasyon 

genelinde oldukça sık rastlanmakta olup, özellikle damar hastalıklarının oluĢumunda 

risk faktörü olduğu ileri sürülmektedir ( Boushey ve diğ., 1995).  

 

 

ġekil 1.3. MTHFR enzimi ve fonksiyonu   
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C677T ve A1298C polimorfizmlerinin preeklemsi ve spontan abortus gibi 

gebelik komplikasyonları için risk oluĢturduğu gösterilmiĢtir. Son zamanlarda 

yapılan çalıĢmalar neticesinde yarık damaklılık, Down sendromu ve konjenital kalp 

defektlerinde (Wenstrom ve diğ., 2001) de bu polimorfizmin rol oynadığı 

görülmüĢtür. Ayrıca bu polimorfizmler, kardiyovasküler hastalıkların yanında nöral 

tüp defektleri içinde bir risk faktörüdür ( Botto ve diğ., 2000). 

Huntington Hastalığı homosistein metabolizmasında görevli birçok enzim ile 

iliĢkilendirilmiĢtir. Örneğin sistatyonin Beta-sintaz (CBS) htt‟ye spesifik olarak 

bağlanmaktadır. Homosistinüri CBS eksikliği ile birlikte merkezi sinir sisteminin de 

içinde bulunduğu bir çok fizyolojik sistemi etkilemektedir (Hansen ve diğ., 2005).  

MTHFR genindeki C677T polimorfizmi proteindeki N-ucu katalitik bölgesini 

etkileyen 4. ekzonda bulunur. Bu polimorfizm MTHFR enzimini kodlayan gende 

677. nükleotid olan C (Sitozin)‟in T (Timin)‟e dönüĢmesi sonucu ortaya çıkan bir 

nokta mutasyonudur. Bu mutasyon, alanin aminoasitinin yerine valin aminoasitinin 

geçmesine neden olur ve MTHFR enzim aktivitesini azaltır (Goyette ve diğ.,1995). 

Bu gendeki diğer bir mutasyon da, 1298. nükleotid olan A (Adenin)‟nın C (Sitozin)‟e 

değiĢimi sonucu oluĢan nokta mutasyonudur. Bu mutasyon sonucu MTHFR 

proteinin C-ucu bölgesinde glutamat alanine dönüĢmektedir. Bu mutasyonda da diğer 

mutasyon tipinde olduğu gibi MTHFR aktivitesi azalır. A1298C polimorfizminin 

plazma homosistein konsantrasyonundaki artıĢı C677T polimorfizmi kadar 

etkilemediği ileri sürülür (Frosst ve diğ., 1995)  ve bu polimorfizmin önemi henüz 

tam olarak açıklanamamıĢtır. 

MTHFR C677T polimorfizmi sıklığı ırka ve coğrafi bölgeye göre büyük 

değiĢiklik gösterir. T677T oranı Amerika‟daki siyah populasyonda ve Güney 

Amerika‟da %1 iken Avrupa‟daki beyaz toplumda, Kuzey Amerika‟da ve 

Avustralya‟da %6-20‟dir. Avrupa‟da görülme sıklığı kuzeyden güneye doğru 

artmaya meyillidir. Türkiye‟de yapılan diğer çalıĢmalarda homozigot mutasyon oranı 

%5, heterozigot mutasyon oranı ise %35 olarak bildirilmiĢtir. MTHFR A1298C 

polimorfizmi için, çeĢitli ülkelerde C1298C genotip sıklığı %1-12 arasında değiĢir 

(Roiben ve diğ, 2003). Türkiye‟de yapılan bir çalıĢmada C1298C genotip sıklığı %6 

olarak tespit edilmiĢtir (Sazcı ve diğ., 2003). 
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2. AMAÇ 

  

IT-15 genindeki CAG tekrar sayısı 40 ve üzerinde olduğunda, birey eğer uzun 

yaĢarsa mutlaka HH belirtilerini gösterecektir. Hastalık baĢlangıç yaĢı genellikle 30-

50‟li yaĢlar olarak bilinmektedir, ancak tekrar sayısının çok arttığı durumlarda 

bireyler 20‟li ve hatta daha erken yaĢlarında da bu hastalığa yakalanabilmektedir. 

Ancak hastalık baĢlangıç yaĢı sadece CAG tekrar sayısına bağlı olarak belirlenemez. 

Yapılan çalıĢmalar CAG tekrar sayısının baĢlangıç yaĢını ortalama olarak % 40 

oranında belirleyebildiğini ortaya koymuĢtur. Kalan varyans çevresel ya da genetik 

faktörlerle açıklanabilir.  

Bu tez çalıĢmasında HH‟nda hastalık baĢlangıç yaĢına etkili olabileceği 

düĢünülen modifiye edici aday genlerden MTHFR geni üzerindeki C677T ve 

A1298C polimorfizmleri incelenecektir. Öncelikle ilgili polimorfizmlere ait alel 

frekansları sağlıklı ve Huntington hastası popülasyonlarında belirlenecek ve 

karĢılaĢtırılacaktır. Bunu takiben, hastalardaki CAG tekrar sayısının ve belirtilen 

polimorfizmlerin hastalık baĢlangıç yaĢına katkıları belirlenecek, MTHFR 

polimorfizminin hastalıkla olan iliĢkisi araĢtırılacak ve diğer populasyon verileri ile 

karĢılaĢtırılacaktır.  
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3. MATERYALLER 

 

   3.1.ÇalıĢmada Kullanılan Örnekler   

 

Hasta grubu, 1998-2010 yılları arasında Ġstanbul Üniversitesi Ġstanbul Tıp 

Fakültesi‟nde HH klinik tanısı almıĢ ve genetik analiz ile teĢhisi kesinleĢen 99 

hastadan oluĢmaktadır. Hastaların cinsiyet, yaĢ, hastalık baĢlangıç yaĢı, aile hikayesi 

ve klinik özgeçmiĢleri incelenmiĢtir. Kontrol grubu ise kendilerinde ve ailelerinde 

herhangi bir nörodejeneratif hastalık bulunmayan 100 gönüllü bireyden 

oluĢmaktadır. Her birey ile yapılan anketlerle demografik bilgileri elde edilmiĢtir. 

Hasta ve kontrol grubuna ait kan ve yanak içi epitel hücre örnekleri, bireylerin 

hastalık hakkında bilgilendirilmeleri ve onaylarının alınmasının ardından 

toplanmıĢtır. Bu çalıĢma T.C. Haliç Üniversitesi Ġnsan AraĢtırmaları Etik Kurulu izni 

ile gerçekleĢtirilmiĢtir.  

     

3.2. Kimyasallar 

 

Bu çalıĢmada kullanılan tüm katı ve sıvı kimyasallar moleküler biyoloji 

kalitesindedir, aksi belirtilmediği takdirde marka olarak Sigma (ABD) ya da Merck 

(ALMANYA) tercih edilmiĢtir.  

 

3.3. Tamponlar, Solüsyonlar ve Enzimler 

 

3.3.1. Periferik Kandan DNA Ġzolasyonu  

 

Kan örneklerinden DNA izolasyonu Hızlı Genomik DNA Ekstraksiyonu 

“Rapid Genomic DNA Extraction ( RGDE) metodu ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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Hücre Lizis Tamponu ( pH 8.0 )                

Tris HCL      10mm/L 

      Sükroz       %11 (w/v) 

       MgCl2       5mm/L            

       Triton X-100       %1 (w/v) 

 

Çekirdek Lizis Tamponu ( pH 8.0 )                         

Tris HCL      10mm/L 

      SDS       %1 (w/v) 

       EDTA       10mm/L 

       Sodyum sitrat      10mm/L 

 

    3.3.2.Yanak  içi Epitel Örneklerinden DNA Ġzolasyon Tamponları 

 

          Lizis Tamponu                            50mM Tris pH 8.0 

                                                               50mM EDTA 

                                                               50mM sükroz 

                                                               100mM NaCl 

                                                                  %1 SDS 

Proteinaz K                    Steril dH2O‟da 10 mg/ml 

Low-TE (pH 8.0) Tamponu    10mM Tris pH 8.0 

                                                               0.1mM EDTA pH 8.0 

     NaOAc (Sodyum asetat)    3M 

        EtOH (Etanol)      %70 

       Fenol CHCl3 (Kloroform): IAA (Ġzoamil alkol) (24:1) 

 

3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Tamponları ve Enzimleri 

 

10X MgCl2 içermeyen Tampon    200 mM (NH4)2SO4 

    750 mM Tris-HCl 

     (pH 8,8) 

     % 0,1 ( v/v ) Tween 20 
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  (Fermantas  

  LĠTVANYA) 

 MgCl2    dH2O‟da 25 mM   

     (Fermantas, LĠTVANYA) 

Deoksiribonükleotidler (dNTP)    100 mM dATP, dCTP,  

     dGTP ve dTTP  

 (Fermantas,  

 LĠTVANYA) 

Taq DNA Polimeraz    5U/µl  

      (Fermantas, 

     LĠTVANYA) 

 

3.3.4. Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon Tamponları 

 

Hinf I    10 U/µl (Fermentas 

    LĠTVANYA) 

      Tanıma Dizisi 

    5‟... G↓ANTC... 3‟ 

                                            5‟... CTNA↑G...3‟ 

 

Hinf I Reaksiyon Tamponu    1X Buffer R (Fermentas, 

     LĠTVANYA) 

 

MboII    10 U/µl (Fermentas, 

     LĠTVANYA) 

    Tanıma Dizisi 

     5‟...GAAGA(N)8↓...3‟ 

                                5‟...CTTCT(N)7↑...3‟ 

 

Mbo II Reaksiyon Tamponu    1X Buffer B (Fermentas, 

     LĠTVANYA) 
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3.3.5. Elektroforez Tamponları ve Jel Sistemleri 

 

10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA)   890 mM Tris-Base, 

       890 mM Borik Asit, 

       20mM Na2EDTA.2H2O,  

    (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. Oligonükleotid Primerler 

 

Bu çalıĢmada incelenen polimorfik bölgeleri çoğaltmak için kullanılan primer 

dizileri Tablo 3.1.‟de gösterilmiĢtir. Kullanılan primerler “Integrated DNA 

Technologies” (IDT) firmasından temin edilmiĢtir. 

 

Tablo 3.1. MTHFR geni polimorfizmlerinin PCR iĢlemi için kullanılan primerler 

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

Polimorfizm Primer Dizisi (5’→ 3’) 

C677T 
C677T -F:  TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGG 

C677T -R: AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 

A1298C 
A1298C - F: ATGTGGGGGGAGGAGCTGAC 

A1298C -R: GTCTCCCACCTTACCCTTCTCCC 

IT-15 

CAG tekrar 

Bölgesi 

P3F:5‟-TCTGCTTTTACCTGCGGCC-3‟ 

HD3:5‟-GGCGGTGGCGGCTGTTGCTGCTGCTGCTGC-3‟ 
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3.3.7. DNA Büyüklük Markörleri 

 

GeneRuler 100 bp DNA markörü: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 

1000 baz çiftlik fragmentler içeren DNA markörü (Fermentas, LĠTVANYA). 

GeneRuler 50 bp DNA markörü: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 baz 

çiftlik fragmentler içeren DNA markörü (Fermentas, LĠTVANYA). 

 

3.3.8. Cihazlar 

 

Otoklav    Dik Tip Otoklav  

    (BES, TÜRKĠYE) 

 

Tartılar     Hassas Terazi, XB 220A  

     (Presica, ĠSVĠÇRE) 

    Terazi, KB 400-2  

    (KERN, ALMANYA) 

 

Santrifüjler     Mikrosantrifüj,  

     MiniSpin Plus 

    (Eppendorf,  

    ALMANYA) 

 

Derin Dondurucular    -20ºC, 2021 D  

    (Arçelik, TÜRKĠYE) 

    -20ºC, GSD26410NE  

     (Bosch, ALMANYA) 

 

Dokümantasyon Sistemleri    Bio-RAD Universal  

    Hood II  

    (BIO-RAD, ĠTALYA) 

 

Yatay Elektroforez Sistemleri    Flowgen (ĠNGĠLTERE) 

      Sub-Cell GT  

    (BIO-RAD, ĠTALYA) 



21 

 

Güç Kaynakları    EPS 301  

    (Amersham Pharmacia  

    Biotech, ĠSVEÇ) 

     PowerPac Basic  

    (BIO-RAD, ĠTALYA) 

  PowerPac Universal  

  (BIO-RAD, ĠTALYA) 

 

Isı Bloğu    DB 2D  

    (Techne, ĠNGĠLTERE) 

 

Manyetik KarıĢtırıcılar    MR 3001  

    (Heidolph, ALMANYA) 

 

Buzdolapları    Beko 8742,  

    Arçelik 3061 Plus  

    (TÜRKĠYE) 

 

Spektrofotometreler    Schimadzu UV 1601  

    (JAPONYA) 

 

Thermo-Cycler    Techne TC-512  

    (ĠNGĠLTERE) 

 

Vorteks    Heidolph REAX  

    (ALMANYA) 

 

Su Banyoları    Nüve BM 402  

    (TÜRKĠYE) 

 

Su Arıtma Sistemi    Millipore Milli Q  

    Synthesis A10 

     (FRANSA) 
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4. YÖNTEMLER 

 

4.1. Periferik Kandan DNA Ġzolasyonu 

 

Bu tez çalıĢmasında RGDE metodu ile kan örneklerinden DNA izolasyonu 

yapılmıĢtır. 

EDTA‟lı tüplere toplanmıĢ kan örneklerinden 500µl alınarak 1,5ml‟lik 

Eppendorf tüplere aktarılır ve 1000 µl hücre lizis tamponu eklenir. Tüpler 

çalkalanarak tampon ve kan örneklerinin karıĢması sağlanır. 6000 rpm‟de 2dk 

santrifüj edilir. Süpernatant atılır. Bu iĢlem tüplerde krem rengi pellet kalıncaya 

kadar birkaç kez tekrarlanır. Elde edilen pellet üzerine 300 µl çekirdek lizis tamponu 

eklenir. Pellet çözüldükten sonra 100 µl 5M NaCl ve 600 µl kloroform eklenir. 

Eklenen çözeltilerin karıĢması sağlanarak 6000 rpm‟de 2 dk santrifüj edilir ve 

sonrasında iki faz oluĢumu gözlenir. DNA üst kısımdaki fazda bulunduğu için bu faz 

mikropipet ile alınarak baĢka bir tüpe aktarılır. Üzerine 600 µl soğuk izopropanol 

eklenir ve tüpler birkaç kez elde çevrilerek DNA‟nın çökmesi sağlanır. Tüpler 

13.000 rpm‟de 1 dk santrifüj edilir ve süpernatant atılır. Pellet 10-15 dk kurumaya 

bırakılır. Elde edilen DNA miktarına göre 50 µl-100 µl TE tamponu eklenerek 

DNA‟nın çözülmesi için gece boyunca oda sıcaklığında bekletilir.  

  

4.2. Yanak Ġçi Epitel Örneklerinden DNA Ġzolasyonu  

 

Örnekler ucunda steril pamuk bulunan bir çubuk yardımıyla yanağın her iki 

kısmına yaklaĢık 30 saniye sürülerek toplanır. Yanak içi epitel doku örneği taĢıyan 

steril çubuk, 600-700 µl arası lizis tamponu içeren tüpe aktarılır. Tampon hacminin 

en az 500 µl olduğuna emin olunduktan sonra 50 µl 10mg/ml Proteinaz K ile 

55ºC‟de 1 saat inkübe edilir. Tercihen gece boyu da inkübasyona bırakılabilir. Steril 

çubuk tüpün içinde çeperlere ve tüpün ağzına bastırılarak emdiği bütün tamponu 

hücrelerle beraber bırakması sağlanır ve tüpten çıkarılır. 
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Üzerine 300 µl fenol ve 600 µl kloroform eklenir. 12.000 g‟de 2 dk. santrifüj 

edilir. Sulu faz yeni tüpe aktarılır. Yeni tüpe aktarılan sulu faza eĢit hacimde 

(yaklaĢık 500 µl) CHCl3: IAA (24:1) eklenir. Tüp 12.000‟g de 2dk. santrifüj edilir. 

Sulu faz yeni tüpe aktarılır ve 1:10 hacimde 3 M NaOAc eklenip karıĢtırılır. Üzerine 

toplam hacmin %6‟sı kadar izopropanol eklenir. Tüpler -20ºC„de gece boyu inkübe 

edilerek DNA‟nın çökmesi sağlanır. Ġnkübasyondan sonra tüpler 12000 g‟de 10 dk. 

santrifüjlenir ve DNA çöktürülür. DNA pelleti 500 µl %70 etanol ile 12000 g‟de 5 

dk. santrifüjlenerek yıkanır. Süpernatant atıldıktan sonra tüpler yaklaĢık 15-20 dakika 

kurumaya bırakılır. DNA 50 µl Low-TE solusyonu içinde ve oda sıcaklığında 2-3 

gün bırakılarak çözündürülür. DNA içeren tüpler -20ºC derecede saklanabilir.   

 

4.3. Ġzole Edilen DNA’nın Analizi 

 

Ġzole edilen DNA‟ların miktar tayininde absorbsiyon temeline dayanan 

spektrofotometrik yöntemler kullanılır. Nükleotidlerin heterosiklik halkaları 260 nm 

dalga boyunda maksimum absorbsiyon gösterir. Bu nedenle 260 nm‟de ölçülen 

absorbsiyon değerleri (A260) saf olarak elde edilen nükleik asitlerin µg düzeyinde 

miktarlarının belirlenmesinde kullanılır. Çift zincirli DNA molekülleri için 1 optik 

dansitenin (OD) 50 µl/ml‟ye karĢılık geldiği bilinmektedir. Buna göre çift zincirli 

DNA için miktar tayininde ; 

 

formülü kullanılır.   

Ayrıca izole edilen DNA‟nın ne kadar saf olduğu da önemlidir. Bu sebeple 

protein kontaminasyon varlığı, her izolasyon iĢleminden sonra kontrol edilmesi 

gereken bir parametredir. Protein kontaminasyonunun yüksek olması, sonrasında 

uygulanacak PCR iĢleminde sorunlara sebep olur. Proteinler 280 nm dalga boyunda 

maksimum absorbsiyon gösterirler. Böylece 260 ve 280 nm‟de ölçülen değerler 

kullanılarak A260 /A280 oranı hesaplanır. Saf DNA‟da bu oran 1,75 – 1,80‟in üzerinde 

olmalıdır. Ölçümlerde UV geçirgen kuvartz küvetler kullanılır.   

    

 4.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu   

 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) dizisi bilinen iki bölge arasında uzanan bir 

DNA parçasını çoğaltmak için primerlerin kullanıldığı yapay bir tepkimedir. 

C (µg/ ml) = A260 x 50 x sulandırma faktörü 
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Amplifikasyon için önce DNA iki oligonükleotid primer ve dört deoksinükleotit 

trifosfatın (dNTP) varlığında 95ºC‟ye kadar ısıtılarak denatüre edilir. Daha sonra 55º-

65ºC arasında bir ısıya düĢürülerek özgül primerlerin komplementer dizilerine 

yapıĢması sağlanır. Son olarak 72º C‟de DNA polimeraz aktivitesi gösteren ve 

yüksek ısıdan etkilenmeyen Taq polimeraz enzimi ortamda bulunan dNTP‟lerin 5‟-3‟ 

yönünde eklenmesiyle zincirin uzamasını sağlar. Denatürasyon, bağlanma ve uzama 

döngüsü defalarca tekrarlanır (ġekil 4.1.). Amplifikasyonun bir döngüsünün ürünleri 

sonraki döngü için kalıp olduğundan dolayı her bir döngü ile DNA iki katına 

çıkmakta ve üssel olarak artmaktadır (White, 1993). Polimeraz zincir reaksiyonunun 

kesin koĢulları ve döngünün her bir basamağının süresi kullanılan örneğe, amplifiye 

olacak hedef bölgenin uzunluğuna ve primer dizilerine bağlıdır. Tepkime koĢulları 

değiĢken olup maksimum verim için optimizasyona gerek duyulur. Bu nedenle en 

uygun koĢulların sağlanması için PCR bileĢenlerinde düzenlemeler yapılır.  

 

                              

                          ġekil 4.1. PCR döngüsü basamakları 

          (http://www.flmnh.ufl.edu/cowries/PCR.gif). 

 

 

4.5. Primerlerin Seçimi 

 

MTHFR gen polimorfizmleri ile ilgili çalıĢmalar incelenerek kullanılacak 

primerler tespit edilmiĢtir. C677T ve A1298C polimorfizmlerinin bulunduğu 

MTHFR gen bölgesinin dizisi FASTA formatında elde edilmiĢ, daha sonra referans 

makalelerde kullanılan primerler (Bottiglieri ve diğ., 2001; De Marco ve diğ.,2002) 

internet tabanlı elektronik PCR ile test edilerek çoğaltılacak gen bölgesine 
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bağlandıkları doğrulanmıĢtır ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Fasta 

formatta elde edilen dizi üzerinde primer bağlanması denenmiĢtir (ġekil 4.2.). 

 

 
ġekil 4.2. C677T ve A1298C polimorfizmlerinin analizinde PCR ile çoğaltılan bölge ve 

polimorfik bazlar (kırmızı). 

 

4.6. Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) 

 

Tek nükleotid polimorfizmleri (“Single Nucleotide Polymorphisms”, “SNP”), 

genin DNA’da bazı gen bölgelerinde bir populasyonun normal bireyleri arasında 

farklılık gösterdiği tek baz çifti değişiklikleridir (Mannsman ve diğ.,2005). Gen 

polimorfizmleri populasyonda yaygın görülür ve etnik ve coğrafi farklılıklar 

gösterirler. Polimorfizm analizinde en sık kullanılan yöntem PCR ve bunu takiben 

Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yöntemidir. Bu yöntem, 

polimorfizmi ortaya çıkaran baz değişiminin bir restriksiyon enzimi için yeni bir 

kesim yeri ortaya çıkarması veya mevcut olan bir kesim yerini ortadan kaldırmasına 

bağlı olarak, polimeraz zincir reaksiyonu ile çoğaltılan fragmentin enzim kesimi 

sonucunda normal alel ile polimorfik alel arasında uzunluk farklılıklarının izlenmesi 

esasına dayanır (Deligezer ve diğ., 2004 ). 

 

4.7. Agaroz Jel Elektroforezi 

 

Sulu bir çözelti içinde, süspanse ya da çözünmüĢ elektrik yüklü küçük 

parçacıkların, uygulanan bir elektrik alanın etkisi ile göç etmesi sürecine elektroforez 

denir. Ortamın pH‟sına göre (+) veya (-) olarak yüklenen tanecikler, bir elektrik 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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alanda, kendi net yüklerine zıt yük taĢıyan anot veya katoda doğru farklı hızlarda 

yürürler.  

Agaroz deniz yosunlarından elde edilen dallanmıĢ zincirli bir polimerdir. 

Moleküllerin büyüklüklerine göre ayrılabilme özellikleri jel elektroforezinin pek çok 

amaç için kullanımına olanak sağlamıĢtır. Nükleik asit fragmentlerinin tanımlanması, 

saflaĢtırılması ve ayrılması için kullanılan en yaygın yöntemdir (ġekil 4.3.). Toz 

agaroz hazırlanmak istenen yüzde miktarına göre hesaplanır ve kullanılacak TBE 

veya Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponuyla karıĢtırılarak uygun cam kapta kaynatılır. 

Kaynatma iĢlemine agaroz tampon içinde çözünene kadar devam edilir. Tampon 

konsantrasyonu 0.5X veya 1X olabilir. Hazırlanan çözelti yaklaĢık 50ºC‟ye 

soğuyuncaya kadar musluk altında soğutulur. Sonrasında 0,5 mg/ml EtBr eklenir. 

EtBr nükleik asitlerin bazları arasına girerek DNA‟ya bağlanır ve ultraviyole (UV) 

ıĢığı altında görünür olmasını sağlar. EtBr eklendikten sonra hafifçe karıĢması 

sağlanır ve elektroforez tepsisine dökülerek polimerize olması beklenir. Jel 

polimerize olduktan sonra kuyucuk oluĢturmak için kullanılan taraklar çıkarılır, 

tanka tampon çözelti ilave edilir. Kuyucuklara örnekler yükleme tamponu ile 

karıĢtırılarak yüklenir ve cihaz güç kaynağına bağlanarak ve gerekli elektrik akımı 

uygulanarak yürütme iĢlemi gerçekleĢtirilir.  

 

 

ġekil 4.3. Agaroz jel elekroforezi bileĢenleri 

(http://2008.igem.org/wiki/images/ thumb/e/e0/Age_en.png/900px-Age_en.png). 

 

 

http://2008.igem.org/wiki/images/
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1X agaroz jel hazırlamak üzere 0,6 gr agaroz ve 60 ml TBE tamponu 250 

ml’lik erlen mayerde karıştırılır, mikrodalga fırında agaroz iyice eriyene kadar 

kaynatılır. Musluk altında hafif hareketler ile çalkalanarak soğutulur. Jel 50ºC‟ye 

soğuduktan sonra 0.5mg/ml son konsantrasyonunda EtBr eklenerek hafif hareketler 

ile karışması sağlanır ve elektroforez tepsisine dökülerek polimerize olması beklenir. 

Örnekler yükleme tamponu ile karıştırılarak jele yüklenir. 120V’da yaklaşık 20 dk 

yürütülür ve sonuçlar jel görüntüleme cihazında görüntülenir. 

  

4.8. PCR Ürünlerinin Saflaştırılması  

 

Dizi analizi yapılacak örnekler belirlenerek PCR ile amplifiye edilir. PCR 

ürünleri High Pure PCR Purification Kit (Roche) kullanılarak saflaĢtırılır. Filtreli 

tüpe 50 µl PCR ürünü ile 250 µl bağlanma tamponu eklenir. 1 dakika 14.000 rpm‟de 

santrifüj edilir. Süpernatant atıldıktan sonra 250 µl yıkama tamponu eklenir ve 1400 

rpm‟de 1 dakika santrifüj edilir. Bu aĢama ikinci kez 100 µl tampon eklenerek 

tekrarlanır ve sonrasında 100 µl elüsyon tamponu eklenerek 1 dakika bekletilir ve 

14.000 rpm‟de 1 dakika santifüj edildikten sonra süzüntü 0.2 µl‟lik Eppendorf tüpe 

aktarılır. %2‟lik agaroz jelde yürütülerek saflaĢtırılan PCR ürününün varlığı ve 

miktarı kontrol edilir.  

 

4.9. Dizi Analizi 

 

DNA dizi analizinde günümüzde birbirinden farklı iki yöntem 

kullanılmaktadır. Bu iki yöntem; Maxam ve Gilbert‟in kimyasal kırılma yöntemi 

(Maxam ve diğ., 1977) ve Sanger-Coulson‟un zincir sonlanma yöntemidir (Sanger ve 

diğ.,1977). En yaygın kullanılan yöntem ise Sanger-Coulson yöntemidir. Bu yöntem 

enzimatik DNA sentezine dayanır Bu yöntemde dizisi saptanacak olan DNA zinciri 

yeni sentezlenecek iplik için kalıp olarak kullanılır. DNA sentezini sağlamak için 

Klenow, Taq DNA polimeraz, ters transkriptaz ya da sekuenaz enzimlerinden birisi 

kullanılabilir. Yöntemin temeli DNA polimerazın dNTP‟lerin yanı sıra deoksiribozun 

3‟pozisyonunda OH grubu taĢımayan dideoksiribonükleozit trifosfatları (ddNTP) da 

substrat olarak kullanabilmesine dayanır. Sentezlenen DNA‟ya bir ddNTP‟nin 

katılması 3‟ pozisyonunda OH grubu olmadığı için sentezi durdurur. Dizi analizi 

yapılırken dört ayrı reaksiyon karıĢımı hazırlanır. Her bir karıĢım kalıp DNA zinciri, 
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bir primer, dNTP‟lerin dördü ve az miktarda ddNTP‟lerden birini içerir. Özgül 

zincirin sonlanması için her bir reaksiyonda farklı bir ddNTP bulunur. 

Reaksiyonların her birinde çok az miktarda modifiye nükleotit kullanıldığı için yeni 

zincir sentezi rastgele sonlanarak bir dizi DNA fragmenti meydana gelir (Klug ve 

diğ., 2000). 

Reaksiyonlar sonucu elde edilen DNA parçalarına elektroforez uygulanarak 

jel üzerinde yanyana yürütülür. Uygulanan elektriksel alanın etkisi ile DNA 

parçacıkları en kısası en önde olmak üzere jel üzerinde bir merdiven görüntüsü 

oluĢturur. ĠĢaretleme yöntemine göre jel üzerinde, tespit edilen parçacıklar reaksiyon 

karıĢımına konulan ddNTP‟ nin tipine göre okunur (Klug ve diğ., 2000). 

Günümüzde dizi analizlerinde otomatik dizileme sistemleri kullanılmaktadır. 

Otomatik DNA dizi analizleri zaman kazancı yanında, standart çalıĢma koĢulları ve 

elde edilen sonuçların değerlendirilmesinde de yarar sağlamıĢtır. Otomatik analizde 

de Sanger‟in enzimatik DNA sentezine dayanan zincir sonlanma yöntemi kullanılır. 

Otomatik DNA dizi analiz cihazları basit olarak, sabit bilgisayarda yüklü programlar 

ile bu programların yönettiği elektroforez sistemini içerir. Elektroforetik ünitelerde 

bulunan lazer ıĢık kaynağı ile monokromatik bir ıĢık oluĢturulur. Söz konusu 

DNA‟nın bulunduğu jel matriks bu monokromatik ıĢık ile taranır. Elektroforez 

süresince DNA‟ya bağlanan floresan boya ıĢık ile taranan bölgeye geldiğinde 

uyarılır. Uyarılan boya kendisi için karakteristik olan dalga boyunda ıĢığı geri 

yansıtır. Yansıyan bu ıĢık demeti bir dedektör tarafından kaydedilir. Kaydedilen 

veriler bilgisayar programları ile değerlendirilerek sonuçlar grafiksel ya da 

matematiksel olarak bilgisayar ekranına aktarılır. DNA dizi analizi cihazlarında 6 

bazdan 1000 baza kadar güvenli okuma yapılabilmektedir (Sambrook et al., 1989). 

Bu tez çalıĢmasında dizi analizi iĢlemleri Ġontek A.ġ. tarafından yapılmıĢtır. 

  

4.10. Fragment Analizi 

 

Fragment analizi, PCR ürünlerinin uzunluğunu ve miktarlarını belirlemek için 

uygulanır. Bu analiz oto analizörlerde kapiller elektroforez sistemleri kullanılarak 

yapıldığı için yapılan PCR iĢleminde floresan iĢaretli primerler kullanılır. 

Fragmentler kapiller sistemde ilerlerken floresan uyarımı ile tespit edilir. Analiz 

sonuçları Peak Scanner v.1.0 programı ile incelenir. Program fragmentleri tepecikler 
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Ģeklinde gösterir (ġekil 4.4.). Analizde kullanılan büyüklük markörü kullanılarak 

standart eğri çizilir ve örneklerin boyu bu eğriye göre hesaplanır. 

 

ġekil 4.4. HH için yapılan fragment analizi 

(http://www.bwhct.nhs.uk/hd_frag_analysis_pic_annot2.jpg&imgrefurl). 

 

 4.11. MTHFR Gen Polimorfizmlerinin AraĢtırılması 

 

MTHFR polimorfizm analizi, C677T ve A1298C polimorfik bölgelerinin 

PCR ile çoğaltılmasının ardından RFLP yöntemi, genotiplerin belirlenmesi ve 

sonuçların dizi analizi ile doğrulanması aĢamalarından oluĢur.  

  

4.11.1. MTHFR C677T Polimorfizminin Analizi 

 

C677T polimorfizminin bulunduğu 198 bç uzunluğundaki MTHFR gen 

bölgesi PCR iĢlemi ile çoğaltılır. Kullanılan PCR bileĢenleri 12,5 pmol C677T F ve 

C677T R primerleri (Tablo 3.1.), 2.0 mM MgCl2, 0,8 mM dNTP, 1X Taq Polimeraz 

Tamponu ve 1U Taq polimeraz enzimidir. Toplam hacim 25µl olacak Ģekilde PCR 

reaksiyonu gerçekleĢtirilir. PCR reaksiyonunda kullanılan program; 95 ºC‟de 5 

dakika ilk denatürasyon, 30 döngü boyunca 94 ºC‟de 30 saniye denatürasyon, 

61ºC‟de 30 saniye bağlanma, 72ºC‟de 45 saniye uzama ve 72 ºC 5 dakika son 

uzamadır. Elde edilen PCR ürünleri %2‟lik agaroz jel elektroforezinde yürütülerek 

jel dökümantasyon cihazında görüntülenir. 

 Görüntülenen PCR örnekleri C677T mutasyon bölgesi için seçilen HinfI enzimi 

ile kesim iĢlemine tabi tutulur. PCR ürünlerinden 8 µl alınarak, 1X Buffer R ve 1U 

Hinf I enzimi ile toplam hacim 25 µl‟ye steril su ile tamamlanarak 37 ºC’de 2 saat 
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inkübe edilir. Elde edilen kesim ürünleri agaroz jel elektroforezinde yürütülerek jel 

dökümantasyon cihazında görüntülenir. PCR ürünlerinin kesilme ve kesilmeme 

durumuna göre genotipleri tespit edilir. Polimorfik bölgede C bazı varlığında enzim 

kesim yapmazken, T bazı varlığı Hinf I enzimi için tanıma bölgesi oluşturur. Kesim 

işlemi sonuda genotiplere göre beklenen kesim ürünleri Tablo 4.1.’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 4.1. C677T polimorfizminde beklenen PCR ve restriksiyon ürün uzunlukları. 

GEN Polimorfizm 

PCR 

ürünü 

Kesim  

Enzimi 

CC Genotip 

Fragment 

Uzunlukları 

CT Genotip  

Fragment 

Uzunlukları 

TT Genotip 

Fragment 

Uzunlukları 

MTHFR C677T 198 bç HinfI 198 bç 

198 bç 

175 bç 

23 bç 

175 bç 

23 bç 

 

Agaroz jel üzerinde tanımlanan genotiplerin doğrulanması amacıyla PCR 

ürünleri saflaştırılarak dizi analizi için hazırlanır.  

 

4.11.2. MTHFR A1298C Polimorfizminin Analizi  

 

A1298C polimorfizmi için MTHFR geninde polimorfizmin bulunduğu 241 

bç‟lik bölge PCR iĢlemi ile çoğaltılır. Kullanılan PCR bileĢenleri; 12,5 pmol A1298C 

F ve R primerleri (Tablo 3.1.), 1,5mM MgCl2, 0,8 mM dNTP, 1X Taq Polimeraz 

Tamponu ve 1U Taq polimeraz enzimidir. Toplam hacim 25µl olacak Ģekilde PCR 

reaksiyonu gerçekleĢtirilir. PCR reaksiyonunda kullanılan program; 95 ºC 5 dakika 

ilk denatürasyon, 30 döngü olarak; 94 ºC 30 saniye denatürasyon, 62,2 ºC 45 saniye 

bağlanma, 72 ºC 1 dakika uzama ve 72 ºC 5 dakika son uzamadır. Elde edilen PCR 

ürünleri %2‟lik agaroz jel elektroforezinde yürütülerek jel dökümantasyon cihazında 

görüntülenir. 

Görüntülenen PCR örnekleri A1298C polimorfik bölgesi için seçilen MboII 

enzimi ile kesim iĢlemine tabi tutulur. PCR ürünlerinden 8 µl alınarak, 1X Buffer B 

ve 1U MboII enzimi ile toplam hacim 25 µl‟ye steril su ile tamamlanarak 37 ºC’de 3 

saat inkübe edilir. Elde edilen kesim ürünleri agaroz jel elektroforezinde yürütülerek 

jel dökümantasyon cihazında görüntülenir. PCR ürünlerinin kesilme ve kesilmeme 

durumuna göre genotipleri tespit edilir. Polimorfik bölgede A bazı varlığı enzim için 

tanıma bölgesi oluşturur. C bazı varlığında tanıma bölgesi değiştiği için enzim kesim 
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yapamaz. Kesim işlemi sonuda genotiplere göre beklenen kesim ürünleri Tablo 

4.2.’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 4.2. A1298C polimorfizminde beklenen PCR ve restriksiyon ürün uzunlukları.  

 

Agaroz jel üzerinde tanımlanan genotiplerin doğrulanması amacıyla PCR 

ürünleri saflaştırılarak dizi analizi için hazırlanır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GEN Polimorfizm 

PCR 

ürünü 

Kesim  

Enzimi 

AA Genotip 

Fragment 

Uzunlukları 

AC Genotip  

Fragment 

Uzunlukları 

CC Genotip 

Fragment 

Uzunlıkları 

MTHFR A1298C 241 bç MboII 
204 bç 

37 bç 

241 bç 

204 bç 

37 bç 

241 bç 
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5.SONUÇLAR 

 

5.1.Örneklerin Tanımı 

 

Bu tez çalışmasında MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizmlerinin 

incelemesinde el ve ayaklarda istem dışı hareketler, denge kurma ve yürümede 

güçlük, unutkanlık ve depresyon şikayetleri ile nöroloji uzmanına başvuran ve HH 

teşhisi konulan 99 kişi (54 kadın, 45 erkek ) C677T polimorfizm analizi hasta 

grubuna, 98 kişi ( 53 kadın, 45 erkek) de A1298C polimorfizm analizi hasta grubuna 

dahil edildi. HH görülmeyen ve ailesinde HH ve Alzheimer Hastalığı gibi 

nörodejeneratif geçmişi bulunmayan 100 kişi (32 kadın, 68 erkek) kontrol grubuna 

dahil edildi. Hastaların hastalık başlangıç yaşı aralığı 16 – 80 yaş arasındadır ve 

başlangıç yaşı ortalaması 40,01 yaş olarak hesaplanmıştır.  

     

5.2.DNA İzolasyonu 

 

Hasta ve kontrol grubundan alınan kandan ve yanak içi epitel hücrelerinden 

DNA izolasyonu yapıldı. DNA örneklerinin saflık ve konsantrasyon analizleri %1’lik 

agaroz jel elektroforezi ve spektrofotometrik ölçüm ile gerçekleştirildi (Şekil 5.1.).  

  

 

ġekil 5.1. Ġzole edilen DNA örneklerinin %1‟lik agaroz jelde görüntülenmesi. 
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5.3.Huntington Hastalığı’nda CAG tekrar Sayılarının Belirlenmesi 

 

Bu çalıĢmada HH teĢhisi konulan fakat CAG tekrar sayıları bilinmeyen 

örnekler için, gen üzerinde CAG tekrarlarının bulunduğu bölge çoğalacak Ģekilde 

FAM iĢaretli primer kullanılarak PCR yapıldı. CAG tekrar bölgesinin çoğaltılması 

için P3F ve HD3-FAM ( Tablo 3.1.) primerleri kullanıldı. PCR ürünleri %2‟lik 

agaroz jelde incelendikten sonra (ġekil 5.2.) fragment analizine tabi tutuldu. Sonuçlar 

Peak Scanner v.1.0 programı ile incelenerek CAG tekrar sayıları belirlendi. 

 

ġekil 5.2. PCR ile çoğaltılmıĢ CAG tekrar bölgesinin %2‟lik agaroz jelde görüntülenmesi 

(1,2,3 numaralı örnekler HH bireylere; 4 numaralı örnek sağlıklı bireye aittir). 

 

Elde edilen sonuçlara göre 39-75 CAG tekrarına sahip 22 mutant alel 

belirlenmiĢtir. En sık görülen aleller 14 kiĢide 47 CAG tekrarı, 12 kiĢide 43CAG  

tekrarı  ve 10 kiĢide 44 CAG tekrarıdır. 

 

5.4.MTHFR Geni C677T Polimorfizminin Analizi 

 

 Ġzole edilen hasta ve kontrol DNA‟larındaki polimorfik C677T bölgesi 

çoğaltıldı ve elde edilen 198 bç‟lik PCR ürünleri 100 bç‟lik markör kullanılarak 

%2‟lik agaroz jelde görüntülendi (ġekil 5.3.). 
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ġekil 5.3. C677T PCR ürünlerinin %2‟lik agaroz jelde görüntülenmesi 

(M: 100 bç DNA uzunluk markörü, mm: master miks) 

 

 BaĢarılı olarak çoğaldığı belirlenen PCR ürünleri HinfI enzimi ile Bölüm 

4.11.1.‟de belirtilen Ģartlarda kesime tabi tutuldu. 

 

ġekil  5.4. HinfI kesimi ürünlerinin %2‟lik agaroz jelde görüntülenmesi 

(M: 100 bç DNA uzunluk markörü). 

Sonuçların doğruluğunun kanıtlanması için genotip tespiti yapılan örneklerin 

PCR ürünleri saflaĢtırılarak geri primerler ile dizi analizi yapılmak üzere Ġontek 

A.ġ.‟ye gönderildi. Sonuçlar Codoncode aligner programı ile değerlendirildi (ġekil 

5.5., ġekil 5.6.).  
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ġekil 5.5.Homozigot C677T polimorfizmi (TT) 

 

 

ġekil 5.6. Heterozigot C677T polimorfizmi (CT) 

Elde edilen sonuçlar doğrultusunda genotipler belirlenerek (Tablo 5.1.) 

frekansları hesaplandı (ġekil 5.7.). 

 

Tablo 5.1. C677T polimorfizmi hasta ve kontrol grubu genotip frekansları 

  CC CT TT 

Hasta n (%) 51 (51,5) 36 (36,4) 12  (12,1) 

Kontrol n (%) 56 ( 56 ) 39 ( 39) 5 ( 5 ) 
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           ġekil 5.7. C677T polimorfizmi hasta ve kontrol grubu genotip frekansları (%). 

 

5.5.MTHFR A1298C Polimorfizminin Analizi 

 

Ġzole edilen hasta ve kontrol DNA‟larındaki polimorfik A1298C bölgesi 

çoğaltıldı. Elde edilen 241bç‟lik PCR ürünleri 100 bç‟lik markör kullanılarak %2‟lik 

agaroz jelde görüntülendi (ġekil 5.8.). 

 

ġekil 5.8. A1298C PCR ürünlerinin %2‟lik agaroz jelde görüntülenmesi  

(M: 100 bç DNA uzunluk markörü) 

 

BaĢarılı olarak çoğaldığı belirlenen PCR ürünleri MboII enzimi ile Bölüm 

4.11.2.‟de belirtilen Ģartlarda kesime tabi tutuldu (ġekil 5.9). 
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ġekil 5.9. MboII kesimi ürünlerinin %3‟lük agaroz jelde görüntülenmesi 

(M: 50 bç DNA markörü) 

 

Sonuçların doğruluğunun kanıtlanması için genotip tespiti yapılan örneklerin 

PCR ürünleri saflaĢtırılarak dizi analizi yapılmak üzere Ġontek A.ġ.‟ye gönderildi. 

Sonuçlar Codoncode aligner programı ile değerlendirildi (ġekil 5.10 - 5.12.). 

 

 

ġekil 5.10. Homozigot A1298C polimorfizmi (AA) 

 

 

ġekil 5.11. Heterozigot A1298C polimorfizmi (AC) 
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ġekil 5.12. Homozigot A1298C polimorfizmi (CC) 

 

Elde edilen sonuçlar doğrultusunda genotipler belirlenerek (Tablo5.2.) 

frekansları hesaplandı (ġekil 5.13.). 

 

Tablo 5.2. A1298C polimorfizmi hasta ve genotip frekansları 

  AA AC CC 

Hasta  n (%) 37  (37,75 ) 50 (51) 11 (11,25 ) 

Kontrol  n (%) 31 ( 31 ) 56 ( 56 ) 13 (13 ) 

 

 

 

 

ġekil 5.13. A1298C Polimorfizmi hasta ve kontrol grubu genotip frekansları (%) 

 

 5.6. Huntington Hastalarında Hastalık BaĢlangıç YaĢı 

 

Tez çalıĢmasına dahil edilen hastaların hastalık baĢlangıç yaĢı ortalamaları 

40,01 yaĢ olarak hesaplandı. Sahip oldukları CAG tekrar sayılarına göre hastalık 
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baĢlangıç yaĢ aralığı Tablo 5.3.‟te gösterilmiĢtir. CAG tekrar sayıları ve baĢlangıç 

yaĢları arasındaki iliĢki ġekil 5.14‟te, baĢlangıç yaĢı ve görülme sıklığı da ġekil 

5.15.‟te gösterilmiĢtir.   

 

Tablo 5.3 CAG tekrar sayılarına göre hastalık baĢlangıç yaĢ aralığı. 

CAG  

Tekrar sayısı 

Hastalık  

BaĢlangıç 

YaĢ Aralığı 

Birey 

Sayısı 

BaĢlangıç  

YaĢı 

Ortalaması 

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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ġekil 5.14. Huntington Hastalarında CAG tekrar sayısı ve hastalık baĢlangıç 

   yaĢı iliĢkisi. 

 

Bu grafikten de anlaĢıldığı gibi hastalık baĢlangıç yaĢı ve CAG tekrar sayısı 

arasında negatif iliĢki bulunmaktadır. 

 

  ġekil 5.15. Hasta grubunda baĢlangıç yaĢı ve görülme sıklığı. 

 

 

5.7. Verilerin Ġstatistiksel Analizi 

  

Üzerinde çalıĢılan hasta ve kontrol popülasyonlarının gözlenen ve beklenen 

genotip frekansları belirlenerek Hardy-Weinberg Dengesi‟ne uygunluğu kontrol 

edildi. Hastalardaki CAG tekrar sayılarının baĢlangı yaĢına etkisi dorusal regresyon 

analizi ile, C677T ve A1298C polimorfizmlerinin katkısı ise çoklu doğrusal 

regresyon ile değerlendirildi. Ġstatistiksel analizler PLINK v1.06 ve SPSS 11.0 
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programı kullanılarak yapıldı. P<0.05 değeri istatistiksel olarak önemli kabul edildi.        

  

5.7.1. Hardy-Weinberg Analizi ve Alel Frekansları 

 

C677T ve A1298C polimorfizmlerine ait gözlenen genotip frekanslarından 

yola çıkarak alel frekansları hesaplandı ( Tablo 5.4., Tablo 5.5.). 

 

 
Tablo 5.4. C677T alel frekansları. 

 

 

 
Tablo 5.5. A1298C alel frekansları. 

 
 

Daha sonra beklenen genotip frekansları hesaplanarak PLINK programı ile 

Ki-kare uygunluk testi yapıldı (Tablo 5.6.). CHR polimorfik genin bulunduğu 

kromozom numarasını, TEST analiz yapılan grubu, A1 minör aleli, A2 majör aleli, 

GENO genotip sayılarını, O(HET) heterozigot genotipler için gözlenen frekansı, 

E(HET) heterozigotlar için beklenen frekansı ifade etmektedir. Bu analiz sonucunda 

p değeri > 0,05 olan gruplar Hardy-Weinberg (HW) Dengesi‟ne uygun kabul 

edilmiĢtir. Yapılan bu çalıĢmada hasta ve kontrol gruplarının HW dengesine uygun 

olduğu görülmektedir. 
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Tablo 5.6. Hardy-Weinberg Uygunluk Testi 

CHR SNP TEST A1 A2 GENO O(HET) E(HET) P 

1 C677T Toplam T C 17/75/107 0,3769 0,3977 0,4765 

1 C677T Hasta T C 12/36/51 0,3636 0,4224 0,1603 

1 C677T Kontrol T C 5/39/56 0,39 0,37 0,7875 

1 A1298C Toplam C A 24/106/68  0.5354  0.4753 0.09964 

1 A1298C Hasta C A 11/50/37  0.5102   0.4648 0.3911 

1 A1298C Kontrol C A 13/56/31  0.56  0.4838 0.1498 

  

 

 5.7.2. Çapraz Tablolar  

 

Hasta ve kontrol grupları ile oluĢturulan çapraz tablolar Tablo 5.7.- 5.8.‟de 

gösterilmektedir. 

 

Tablo 5.7. C677T-Grup çapraz tablosu 

      
C677T 

    

Grup   CC CT TT Toplam 

Hasta Sayı 51 36 12 99 

 % Grup içinde 51,5 36,4 12,1 100 

 % C677T içinde 47,7 48 70,6 49,7 

  % Toplamda 25,6 18,1 6 49,7 

Kontrol Sayı 56 39 5 100 

 % Grup içinde 56 39 5 100 

 % C677T içinde 52,3 52 29,4 50,3 

  % Toplamda 28,1 19,6 2,5 50,3 

Toplam Sayı 107 75 17 199 

 % Grup içinde 53,8 37,7 8,5 100 

 % C677T içinde 100 100 100 100 

  % Toplamda 53,8 37,7 8,5 100 
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Tablo 5.8. A1298C Çapraz Tablosu 

      

A1298C 

    

Grup   AA AC CC Toplam 

Hasta Sayı 37 50 11 98 

 % Grup içinde 37,5 51 11,25 100 

 % A1298C içinde 54,4 47,2 45,8 49,5 

  % Toplamda 18,7 25,3 5,6 49,5 

Kontrol Sayı 31 56 13 100 

 % Grup içinde 31 56 13 100 

 % A1298C içinde 45,6 52,8 54,2 50,5 

  % Toplamda 15,7 28,3 6,6 50,5 

Toplam Sayı 68 106 24 198 

 % Grup içinde 34,3 53,5 12,1 100 

 % A1298C içinde 100 100 100 100 

  % Toplamda 34,3 53,5 12,1 100 

 

Hasta ve kontrol gruplarında gözlenen farklılıkların istatiktiksel olarak önemli 

olup olmadığı PLINK programında asosiyasyon testi ile değerlendirildi. A1 minör 

alel, A2 majör alel, F_A minör alelin hasta gruplardaki frekansı, F_U minör alelin 

kontrol gruplarındaki frekansı, CHISQ Ki-kare değeri, P bu analizdeki p değeri, OR 

(“Odds Ratio”) göreli orantıyı ifade eder. L95 ve U95 %95 güven aralığındaki alt ve 

üst sınırlardır. P>0.05 olduğu için çalıĢılan polimorfizmler ile hastalık arasında bir 

iliĢki saptanamamıĢtır.  
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Tablo 5.9. Asosiyasyon Testi 

CHR SNP A1 F_A F_U A2 CHISQ P 

1 C677T T 0,303 0,245 C 1,685 0,194 

1 A1298C C 0.3673 0.41 A 0.7578 0.384 

 

 

5.7.3. CAG tekrar sayısı, MTHFR Polimorfizmleri ve Hastalık BaĢlangıç 

YaĢı ĠliĢkisi 

 

Regresyon analizi sayısal değiĢkenler arasındaki iliĢkinin derecesini veren 

bağıntı analizine ek olarak, değiĢkenlerden biri bilindiğinde, diğerinin değerini 

tahmin edebilmemizi sağlayan bir istatistik analiz tekniğidir. Tahmin yürütmemizi 

sağlayan eĢitliğe regresyon modeli adı verilir. Regresyon modeli Ģu Ģekildedir: 

 

Y= a+bX veya Y=β0+ β1X 

 

Bu eĢitlikte “Y”, bağımlı değiĢken, yani hakkında tahmin yapılacak 

değiĢkendir. “X “bağımsız değiĢkendir yani Y‟nin tahmininde yararlanılacak 

değiĢkendir. “a” dikey eksenin kesim noktasıdır. “b” ise regresyon doğrusunun 

eğimidir. “a”‟nın “0”dan farklı olması önemlidir. Eğer p değeri <0,05 ise bu a‟nın 0 

olmadığı sonucunu verir. Ġki değiĢken arasındaki iliĢkiyi esas olarak “b” değeri verir. 

“b”‟nin 0‟dan farklı olup olmadığı önemlidir.  

Birden fazla değiĢkenin olduğu durumlarda çoklu doğrusal regresyon 

analizleri kullanılır ve çoklu doğrusal regresyonda oluĢturulan model  

 

Y=β0+ β1X1 + β2X2  + …… βnXn’dir. 

 

Yapılan analizler sonucunda bağımlı değiĢken olan X‟in bağımlı değiĢken 

olan Y‟yi hangi oranda etkilediğini veren katsayı R
2
‟dir. R

2
 değeri 1‟e yaklaĢtıkça 

Y‟ye etkisi de o kadar çoktur demektir. Analizi yapılan değiĢkenlerin etkisini 

belirlemek için hesaplanan R
2
‟ler arasındaki fark incelenir.

 
 

Bu analiz için genotip verileri matematiksel verilere dönüĢtürülürken 

öncelikle atasal genotip The National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

internet sitesinden SNP veri tabanına polimorfizm numarası (rs) girilerek tespit 
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edilir. Buna göre atasal homozigot genotipe “0” , heterozigot genotipe “1”,  mutant 

homozigot genotipe “2” değeri verilerek genotip tablosu hazırlanır. C677T için atasal 

gen “C”, A1298C için atasal gen “A” olarak belirlenmiĢtir.  

Öncelikle C677T polimorfizmi için IT-15 CAG tekrar sayısı ve hastalık 

baĢlangıç yaĢı verileri kullanılarak doğrusal regresyon analizi yapıldı. Daha sonra da 

IT-15 CAG tekrarı ve diğer polimorfizmlerin birlikte hastalık baĢlangıç yaĢına etkisi 

çoklu regresyon analizi ile belirlendi ve regresyon modelleri oluĢturuldu (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 C677T 

IT-15 CAG  + A1298C BY=110,668 – 1,505 CAG - 0,700 A1298C 

 

Uygulanan doğrusal regresyon analizi sonucunda p<0,0001 ve R
2 

değeri 

0,408 olarak bulundu. Bu değer, CAG tekrar sayısının açıklayabildiği hastalık 

baĢlangıç yaĢına olan etkinin %40,8 olduğunu anlatmaktadır (Tablo 5.11.).  

Çoklu doğrusal regresyon analizleri sonucunda elde edilen p değerinin 

0,05‟ten büyük olduğu saptandı. Bu nedenle incelenen polimorfizmlerin hastalık 

baĢlangıç yaĢını belirlemede katkısı olmadığı tespit edildi (Tablo 5.11.).  

 

Tablo 5.11. Polimorfizmlerin Çoklu Regresyon Analizleri 

Gen R
2
 Δ R

2
 

% Ek 

Varyans 
P 

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 anlamlı modeller elde edebilmek amacıyla CAG tekrarları 

gruplandırarak analizler tekrarlandı. Buna göre CAG tekarar sayısı <45 olan bireyler, 

45-50 olan bireyler ve >45 olan bireyler belirlenerek genotip dağılımları hesaplandı 

ve çoklu regresyon analizleri tekrar uygulandı; ancak yine anlamlı sonuçlar elde 

edilemedi (Tablo 5.12.). 
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Tablo 5.12. CAG Tekrar Grupları ile Yapılan Çoklu Regresyon Analizi Sonuçları 

Polimorfizm Grup Regresyon Modeli R
2
 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 

C677T > 50 CAG  BY=60,611 - 0,636 CAG + 1,374 C677T 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 BaĢlangıç YaĢına Etkileri  

 

Ġncelenen her iki polimorfizmin de hastalık baĢlangıç yaĢına katkıları 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmasa da, farklı genotiplerdeki hasta bireylerin 

baĢlangıç yaĢları analiz edilmiĢtir.  

C677T polimorfizminde genotiplere göre baĢlangıç yaĢları ortalamaları 

değerlendirildiğinde TT genotipine sahip bireylerin CC genotipine göre yaklaĢık 3 

yıl daha geç hastalık baĢlangcı gösterdikleri belirlenmiĢtir (ġekil 5.15.). 

 

 

ġekil 5.15. C677T Genotip – BaĢlangıç YaĢ Ortalaması Grafiği 

 

C677T genotipleri ile iliĢkili baĢlangıç yaĢlarına ait istatistiki veriler Tablo 

5.13.‟te, ilgili kutu-bıyık grafiği ise ġekil 5.16‟da gösterilmiĢtir. TT genotipli bireyler 

yaklaĢık üç yıl daha geç baĢlangıçlı oldukları halde bu genotipin incelenen 
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popülasyonda istatistiki olarak önemli olmamasının sebebi TT frekansının az olması 

olabilir.   

Tablo 5.13. C677T genotipleri ve iliĢkili baĢlangıç yaĢı istatistikleri 

 

C677T N Minimum Maksimum Ortalama Medyan 
Standart  

Sapma 

CC 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 

 

 
     ġekil 5.16. C677T genotipleri ve iliĢkili baĢlangıç yaĢları. 
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A1298C polimorfizminde ise CC genotipe sahip bireylerin baĢlangıç yaĢı 

ortalamasının AA genotipine göre yaklaĢık 6 yıl daha erken olduğu bulunmuĢtur 

(ġekil 5.17.). 

          

 

     ġekil 5.17. A1298C Genotip – BaĢlangıç YaĢı Ortalaması Grafiği 

 

A1298C genotipleri ile iliĢkili baĢlangıç yaĢlarına ait istatistiki veriler Tablo 

5.14.‟te, ilgili kutu-bıyık grafiği ise ġekil 5.18‟de gösterilmiĢtir.  

 

Tablo 5.14. A1298C genotipleri ve iliĢkili baĢlangıç yaĢı 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 

CC 11 16 57 35,36 35 12,793 
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ġekil 5.18. A1298C genotipleri ve iliĢkili baĢlangıç yaĢları. 
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6.TARTIġMA 

 

 6.1.Huntington Hastalığı ve BaĢlangıç YaĢı 

 

Huntington Hastalığı otozomal dominant geçiĢ gösteren, ilerleyici ve 

nörodejeneratif bir hastalıktır. Hastalığa sebep olan mutasyon IT-15 geninde            

1. eksonda bulunan CAG tekrarlarının sayısındaki artıĢtır. HH geç baĢlangıç gösterir 

ve hastalığın ortaya çıkıĢ yaĢı geniĢ bir aralığa sahiptir. CAG tekrar sayısı hastalık 

baĢlangıç yaĢında en önemli faktör olsa da hastalığın baĢlangıç yaĢının tespitinde 

yetersiz kalır. Hastalığın baĢlangıcı ile CAG tekrar sayısı arasında negatif iliĢki 

vardır. CAG tekrar sayısı normal aralığa ne kadar yakınsa hastalık o kadar geç 

baĢlangıç gösterir. Fakat bu durum ile ilgili istisnai vakalar da görülmektedir (Groen 

ve diğ., 2009). Bu da CAG tekrarlarından farklı diğer faktörlerin HH baĢlangıcında 

etkili olduğunu düĢündürmektedir. 

CAG tekrar sayısı hastalık baĢlangıç yaĢının yaklaĢık %30-70‟ini 

açıklayabilmektedir (Djousse ve ark., 2003). Açıklanamayan kısım için, geni aktaran 

ebeveynin cinsiyeti, çevresel faktörler veya HH geni ile etkileĢim içinde bulunan 

genlerin etkisi olduğu düĢünülmektedir (Wexler ve diğ., 2004). Yapılan tek yumurta 

ikizi çalıĢmalarında aynı CAG tekrarına sahip ikizlerde farklı baĢlangıç yaĢı 

gözlenmesi hastalığı modifiye eden baĢka faktörlerin bulunduğuna iĢaret eder 

(Sudarsky ve diğ., 1983). Ayrıca Joseph ve arkadaĢlarının 2005 yılında yaptıkları 

ikiz çalıĢmasında 71 yaĢında 39 CAG tekrarına sahip iki kız kardeĢin hastalık 

baĢlangıç yaĢları arasında altı yıl fark olduğu bildirilmiĢtir (Joseph ve diğ., 2005). 

Huntington Hastalığı‟nın baĢlangıç yaĢı ile ilgili olarak uzun yıllardır 

sürdürülen çalıĢmalar sonucunda bu hastalıkta modifiye edici etkiye sahip olabileceği 

düĢünülen genler ve bu genler ile ilgili polimorfizmler bulunmuĢtur.Belirlenen 

modifiye edici aday genler çoğunlukla htt ile ilgili yolaklarda görev alan proteinlerin 

genleridir. Hastalık baĢlangıç yaĢını açıklamada kanıtlanabilmiĢ modifiye edici 

genlerin etkisi hala çok düĢük düzeydedir, bu alanda yapılacak daha fazla 

araĢtırmaya ihtiyaç vardır.  

http://jnnp.bmj.com/search?author1=Justus+L+Groen&sortspec=date&submit=Submit
http://jmg.bmj.com/search?author1=L+Sudarsky&sortspec=date&submit=Submit
http://jmg.bmj.com/search?author1=L+Sudarsky&sortspec=date&submit=Submit
http://jmg.bmj.com/search?author1=L+Sudarsky&sortspec=date&submit=Submit
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6.1.Türk Huntington Hastalarında BaĢlangıç YaĢı 

 

Bu tez çalıĢmasında yapılan değerlendirmeler sonucunda Türk 

populasyonunda HH baĢlangıç yaĢı ortalaması 40.01 olarak hesaplanmıĢtır. 

Hastalarda görülen her CAG tekrar sayısına karĢılık gelen baĢlangıç yaĢları, Tablo 

5.3.‟te de görüldüğü gibi oldukça büyük farklılıklar göstermektedir. 

Hastalık baĢlangıç yaĢlarına göre hastaların sahip oldukları CAG tekrar 

sayıları değerlendirildiğinde, her baĢlangıç yaĢ aralığında diğer gruplara benzer CAG 

tekrar sayıları gözenmiĢtir. Tam tersi olarak CAG tekrar sayılarını 

gruplandırdığımızda da her grup için birbirine benzer baĢlangıç yaĢları 

gözlemlenmiĢtir. Örneğin 47 CAG tekrarına sahip hastalarda baĢlangıç yaĢı 

ortalaması 38,64 yaĢ iken, bu tekrara sahip hastalar 18 ile 62 yaĢ arasında baĢlangıç 

gösterebilmektelerdir. Diğer bir örnekte ise 80 ve 40 yaĢlarında hastalık 

semptomlarını göstermeye baĢlayan bireyler aynı tekrar sayısına (43 CAG) sahip 

olabilmektelerdir. Bu durum baĢlangıç yaĢına CAG tekrarları haricinde baĢka 

modifiye edici faktörlerin etkili olduğunu göstermektedir.  

 

6.2.Hasta ve Kontrol Gruplarında SNP Genotiplemeleri 

 

Bu tez çalıĢmasında araĢtırılan polimorfizmlerle iliĢkili tüm genotipler hasta 

ve kontrol gruplarında gözlenmiĢtir. Kontrol grubu için gözlenen genotip ve alel 

frekansları Ģimdiye kadar bu polimorfizmler açısından incelenen diğer populasyon 

çalıĢmaları ile karĢılaĢtırıldığında C677T alel frekanslarının Avrupa popülasyonu ile 

aynı olduğu, A1298C alel frekanslarının da Beyaz ırka (Caucasian) benzerlik 

gösterdiği görülmüĢtür. (Tablo 6.1.) 
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Tablo 6.1. Genotip ve Alel frekanslarının KarĢılaĢtırılması 

Polimorfizm Popülasyon GenotipFrekansları Allel Frekansları 

        

    CC              CT            TT        C                 T 

C677 T       

  Kontrol 56               39               13      0,75              0,24 

  Beyaz Irk ( Avrupa ) 45,8            50               0,4      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 tekrarlarının ve SNP’lerin BaĢlangıç YaĢına Etkisi 

 

CAG tekrarlarının baĢlangıç yaĢını açıklamadaki etkisi doğrusal regresyon ile 

hesaplanmıĢ ve % 40,8 olarak bulunmuĢtur. Bu değer dünya üzerinde incelenen diğer 

popülasyonlara ait verilerle uyumludur (Arning ve diğ., 2007; Chattophadhyay 2005, 

cannella 2004, Metzger 2006). Ayrıca, oluĢturulan regresyon modelleri sonucunda 

her bir CAG tekrarının hastalık baĢlangıcını yaklaĢık 1,5 yıl öne aldığı sonucuna 

varılmıĢtır. 

Huntington Hastalığı‟nda baĢlangıç yaĢını modifiye edici etkisi olduğu 

düĢünülen birçok SNP araĢtırılmıĢtır. Bu SNP‟ler arasından, bu tez çalıĢmasında 

incelenmek üzere MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri seçilmiĢtir (Tablo 

6.2).  

Tablo 6.2. MTHFR Geninde incelenen SNP‟ler ve Özellikleri 

SNP Lokasyon Atasal  

Alel 

Polimorfizm aa. DeğiĢimi  

C677T 

rs 1801133  

1p36.3 C 677 C/T  A (Ala)  V(Val) 

A1298C 

rs 1801131 

1p36.3 A 1298A/C E(Glu) A(Ala) 
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Türk Huntington hastalarında bu polimorfizmlerin baĢlangıç yaĢına katkıları 

çoklu regresyon analizi yapılarak değerlendirilmiĢ; ancak sonuçlar istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıĢtır. Dolayısıyla Türk Huntington Hastalarının baĢlangıç yaĢı, 

MTHFR polimorfizmlerinden etkilenmemektedir. CAG tekrarlarının tekrar 

aralıklarına göre gruplandırılarak analizin tekrarlanması da yine aynı sonucu 

vermiĢtir.  

Bu tez çalıĢmasında incelenen polimorfizm analizlerine göre C677T‟de CC 

genotipli bireylerin baĢlangıç yaĢ ortalaması 39,43 iken CT genotipli bireylerde 

39,83 olarak hesaplanmıĢtır. TT genotipli bireylerin ise baĢlangıç yaĢı ortalaması ise 

43‟tür. A1298C için yapılan analiz sonucunda AA genotipli bireylerin baĢlangıç yaĢı 

ortalaması 41,38; AC genotipli bireylerin 39,88; CC genotipli bireylerin ise 35,36 

yaĢ olarak hesaplanmıĢtır. 

Genotiplerin baĢlangıç yaĢlarına göre gruplandırılması ile yapılan analizde, 

istatistiki öneme ulaĢmamasına rağmen, C677T polimorfizminde TT genotipe sahip 

bireylerde CC genotipine sahip bireylere göre hastalığın  yaklaĢık 3 yıl daha geç, 

A1298C polimorfizminde de CC genotipe sahip bireylerin AA genotipe sahip  

bireylere göre 6 yıl daha erken baĢladığı görülmüĢtür.  

MTHFR polimorfizmlerinin hastalık baĢlangıç yaĢına etkisi sadece iki 

araĢtırmada incelenmiĢtir (Brune ve diğ., 2004; Hansen ve diğ., 2005). Brune ve diğ. 

A1298C polimorfizmi için CC genotipi taĢıyan bireylerde hastalığın daha erken 

baĢladığını belirlemiĢlerdir (p= 0,024). Ancak bu çalıĢmada 27 hasta bireyin 

akrabalık iliĢkisi olduğu ve bazılarının da hareket bozukluklarının gözlenmeye 

baĢlandığı yaĢları bilinmediğinden bu özellikteki hastalar çalıĢma grubundan 

çıkarılmıĢ ve 23 yeni hasta eklenerek 167 Huntington hastası ile çalıĢma tekrar 

edilmiĢtir. Hansen ve diğ.‟nin yaptığı bu araĢtırmada, hastalık baĢlangıç yaĢı ile 

C677T veya A1298C polimorfizmleri arasında bir iliĢki saptanamamıĢtır (p= 0,828). 

Türk popülasyonu ile yapılan bu tez çalıĢmasından elde edilen veriler Hansen ve 

diğ.‟nin sonuçları ile uyumludur.  
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