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OZET

CAMCI H. Norodejenaritif Hastaliklarin Tedavisi Calismalarinda Kullaniimak
Uzere Huntington Hicre Hatti Modellerinin Uretilmesi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekuler Tip ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2018.

Norodejeneretif hastaliklar cagimizin en 6nemli saglik sorunlarindan biri olup
birgok insani etkilemektedir. Alzheimer, Parkinson, MS ve Huntington gibi birgok
¢esidi olan bu hastaliklar genel itibari ile anormal, yanhs katlanmis proteinlerin
birikimi sonucu meydana gelmektedir.

Huntington hastaligi genetik gecis gosteren, koretik hareket, psikolojik ve
davranigsal bozukluklar ile karakterize bir norodejeneretif bozukluktur.
Huntingtin proteinini kodlayan HD geninin 1.Exonunda bulunan Glutamin
kodlayan CAG kodonunun fazla miktarda tekrar etmesi nedeni ile olusur. ilk on
yedi aminoasidi takiben baslayan CAG kodon tekrarlarinin otuz besi asmasi
durumunda hastalik gérunur. Olusan mutant proteinler sitoplazmada birikerek
toksik bir etkiye neden olur.

Norodejeneretif rahatsizliklar son yillarda molekuler tibbin ilgisinin yogunlastigi
bir hastalik grubudur. Bir tek gen hastaigi olarak Huntington tim
norodejeneretif rahatsizliklara yonelik tedaviler gelistirebilmek icin iyi bir
baslangi¢ noktasi ve model olarak gorinmektedir.

Calismamizda molekuler gen klonlama teknikleri kullanilarak huntington
hastaliginin tedavisine yonelik gerceklestiriimesi planlanan ¢aligmalarda
kullanilmak Uzere model hicre hatlar elde edilmistir. Basaril bir sekilde elde
edilen bu hucreler, ileride gercgeklestirmek istedigimiz daha ileri ve detayl
caligmalar igin temel alacagimiz modeller olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Noérodejeneratif Hastaliklar, Huntington, Coklu Glutamin
Zinciri, Model Hucre Hatti, Protein topaklanmasi,

Bu calisma, istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 28003
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ABSTRACT

CAMCI H. Production of Huntington Cell Line Models for Use in the Treatment
of Neurodegenerative Diseases. Istanbul University istanbul University, Institute
of Health Science, Department of Molecular Medicine. istanbul. 2018.

Norodegeneratif diseases one of the most important health problem in our
Century. Accumulation of abnormal proteins is main cause of this kind of
diseases, such as Alzhaimer, Parkinson, MS and Huntington.

Huntington is a norodegenaratif disease that show genetic transition, choretic
movement and pysicological breakdown. Cause of Huntington is existence of
multiple repeat CAG sequences in HD gene first exon that coding Glutamine.
Symptoms appears if the CAG codon repeats starting after the first seventeen
amino acids exceed thirtyfive. When abnormal proteins accumulate in
sytoplasma cause toxic effect on cell.

Neurodegenerative disorders are a group of diseases in which molecular
medicine has become more intense in recent years. As a single gene disorder,
Huntington appears to be a good starting point and model for developing
treatments for all neurodegenerative disorders.

In our study, model cell lines were obtained for use in the studies planned for
the treatment of Huntington's disease using molecular gene cloning techniques.
These cells, which have been successfully obtained, will be the models we will
base on further and detailed studies that we would like to carry out in the future.

Key Words: Neurodegenerative Diseases, Huntington, Multiple Glutamine
Chain, Model Cell Line, Protein aggregation.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 28003



1. GIRIS VE AMAG

Parkinson, ALS, Alzheimer, MS, Huntington ve benzeri bir ¢ok hastaligin
icinde bulundugu noérodejeneretif hastaliklar dinya ndfusunun 6nemli  bir
bolimund  etkilemektedir. NoOrodejeneretif hastaliklar proteinlerin  yanlis
katlanarak sinir hucreleri igerisinde birikmesi ve toksik etkiler olusturmasi
sonucu meydana gelmektedir. Geri dondurilemeyen bu toksik etki basit hareket
bozukluklari, hafiza kaybi, psikiyatrik sorunlar, fel¢ ve hatta élimle noktalanan
bir ¢ok klinik bulguya neden olabilir. Bu nedenle nérodejeneretif hastaliklarin
Onlenmesi, tedavisi, ya da seyrinin hafifletiimesi tip alaninda daima Uzerine
yogunlasilan konulardan biri olmustur. Farkli turlerinde farkh etmenlerin dahli
olmakla birlikte noérodejeneretif hastaliklarin neredeyse tamami genetik
temellere, bozukluklara dayanmaktadir ve tedavilerine yonelik yaklagimlarda bu
dogrultuda yurumektedir. Bu baglamda noérodejeneretif hastaliklarin molekuler
mekanizmasinin kesfi ve bu mekanizmanin tamir ya da tedavi edilmesi

molekdler tip biliminin en dnemli ugraglarindan biri haline gelmigtir.

Huntington hastaligi, genetik gecis godsteren, koretik (titreme,sigrama)
hareket, psikolojik ve davranigsal bozukluklar ile karakterize bir nérodejeneretif
bozukluktur. Her 100.000 kiside ortalama olarak bes ila on kiside rastlanmakta
olup, baslama ¢agina gore iki sinifa ayrilmaktadir (Bates G, Harper P, Jones Lc
2002). Juvenil HD olarak adlandirilan erken yas sendromu genellikle 20’li
yaslardan once baslar. Erigkin Sendrom ise ileriki yaslarda ortaya ¢ikmaktadir.
Huntington 6lumcll olarak ilerleyen acimasiz bir hastaliktir ve semptomlarin
ortaya c¢ikmasini takiben ortalama yasam suresi 15 ila 20 yil arasindadir
(Mestre D. Ve ark. 2009).

Huntington’un genetik temeli, HD geninin ilk ekzonunda bulunan ve
glutamin kodlayan CAG kodonunun fazla miktarda tekrar etmesi ile olugan
mutant huntingtin (mHTtt) proteininin verdigi nérolojik hasardir. Normal kosullarda
HD geni ilk onyedi aminoasidini takiben onbir ila otuz beg arasinda tekrarlanan
CAG kodonu igerir. Bu sayilar arasinda ki bir tekrar proteinin normal isleyisini
etkilemezken tekrar miktarinin otuzbesi asmasi durumunda yuksek olasilik ile

patalojik durum ortaya cikar. (Rubinsztein DC ve ark. 1996) . Calismalar



gOstermigtir ki yas ile birlikte gen igerisinde yer alan CAG tekrarlari artmaktadir.
Ayrica CAG tekrarlarinin uzunlugu hastahgin ilerleme ve seyir siddetini de
etkilemektedir (Brinkman RR ve ark. 1997, Trottier Y ve ark. 1994, Brandt J ve
ark. 1996).

Son yillarda Huntington hastaliginin tedavisine yonelik bir ¢ok yeni
molekuler yaklasim ortaya konulmustur. Hucre igi protein kalite kontrol
mekanizmasinda rol alan molekuler saperonlarin roli, DNA ve RNA temelli
yaklagimlar, Endoplasmik retikulum stresinin duzenlenmesi gibi yaklasimlar
bunlardan en onemlileridir. Bizde molekuler tip anabilim dali olarak genelde
norodejeneretif bozukluklar, 6zelde ise Huntington hastaliginin molekuler

mekanizmasinin kesfine yonelik benzer calismalar yuritmek istedindeyiz.

Bu tezin amaci bolumimuzde vyapilmasi planlanan Huntington
hastaliginin molekuler mekanizmasinin aydinlatiimasi ve muhtemel tedavi
yontemlerinin kesfedilebilmesine yonelik galismalar icin bir altyapi ve dayanak
olusturulmasi adina Huntington patalojisine sahip hucre hatlari Uretilmesini
saglamaktir. Tarafimizdan uygulanarak optimizasyonu saglanan bu metod
sayesinde hali hazirda ticari olarak bulunamayan model huntington hicre
hatlarinin elde edilmesi saglanacaktir. Olusturulan bu model hicre hatlar ve
metod Oncelikle boélumumuzde ve devaminda da ulkemizde yapilacak
huntington galismalar igin bir temel olusturacak ve ileride yapilacak ¢aligmalari

kolaylastiracaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Norodejeneratif Hastaliklar

Noérodejeneretif hastaliklar insan beyninde ki néronlari etkileyen
hastaliklar icin kullanilan semsiye bir terimdir. Dinya ¢apinda milyonlarca insani
etkilemektedir. Amerika’da bes milyon insan Alzheimer teshisi ile yasarken,
parkinsonlu hasta sayIsi da besyuzbinin
Uzerindedir("Https://www.niehs.nih.gov”). Avrupa’da ise yedi milyonun Uzerinde
ki insan Alzheimer ile yasamaktadir. Sinir hicreleri (néronlar) vicut tarafindan
yenilenemezler. Bu nedenle Alzheimer, Parkinson, Huntington ve benzeri
hastaliklar sonucu olusan néron kaybi telafi edilemez. Bunun sonucu olarak
hareket bozukluklari,psikiyatrik sorunlar,demans ve hatta 6lumle noktalanan
hasarlar meydana gelmektedir (“Http://www.neurodegenerationresearch.eu”).
Bu hastaliklarin bir gogu genetik bozukluklar olmasina ragmen tumor, inme ve

alkolizm nedenli olarak da olugabilirler.

Yas ile iligkili olan Alzheimer, Parkinson, ALS ve farkli olarak Huntington
gibi birka¢ poliglutamin hastaligi ve spinoserebral ataksinin farkli formlari
(SCA;SCA1-3, SCAB, SCA7) dahil olmak Uzere neredeyse tum norodejeneretif
hastaliklar 6lum sonrasi beyin orneklerinde protein agregatlarinin goérulmesi ile
karakterizedir (Harm H. Kmpinga, Steven Bergink 2016). Bu nedenle yanlis
katlanmis proteinlerin insan beyninde birikimi bir cok ndérodejeneretif hastaligin
kritik 6zelligidir (Rachel E Lake ve ark. 2017).

Proteinler fonksiyonlarini yerine getirebilmek amaci ile U¢ boyutlu
konformasyonlarina ulasmak zorundadirlar. Yapilan in-Vitro c¢alismalarda
proteinlerin kendi baglarina G¢ boyutlu konformasyonlarina ulastiklar
gOsterilmistir. Bunun sonucunda anlasiimistir ki proteinler nihai yapilarina
ulasmak icin gerekli olan bilgileri aminoasit dizileri Uzerinde tasimaktadir
(Anfinsen,1973). Bununla birlikte hiuicre icinde hem sureci hizlandirmak hem de
etkinligi arttirmak amaci ile katlanma asamasina yardimci proteinler eslik
etmektedir (Hartl 1996). Bunlar 1si soku proteinleri olarak da adlandirilan

saperonlardir.



Proteinler yaglanma, hucresel stres, genetik etmenler gibi bircok farkli
nedenden dolayl u¢ boyutlu yapilarina katlanamayabilirler. Yanlis katlanmis
(mis-folded) proteinler olarak adlandirilan bu molekdller hicrede birikerek
sitotoksik etkiye neden olurlar. Bu birikimin ana neden oldugu, yanlis katlanmig
protein hastaliklari ya da konformasyonel protein hastaliklari denilen ayri bir
hastalik grubu tanimlanmistir ve bu hastaliklarin nerede ise tamami ALS (
amyotrophic lateral sclerosis) Alzheimer’s, Parkinson’s, Huntington’s gibi

ndrodejeneretif hastaliklardir.

2.2. Poli Glutamin Zinciri (PoliQ) Kaynakh Hastaliklar
2.2.1. Cesitleri ve Nedenleri

Huntington’un da dahil oldugu poliglutamin (PoliQ) hastaliklari otozomal
gegisli kalitsal hastaliklarken Alzheimer, Parkinson ve Amyo-Trofik Lateral
Sklerozun(X baglantili spinal bulbar kas atrofisi hari¢) birgogu sporadiktir (Harm

H. Kmpinga, Steven Bergink 2016).

Birbirleri ile iligkisi tespit edilememis en az 9 farkh proteinde;
uzamig(geniglemis) poliglutamin zincirlerinin ndéronal isev bozuklugu ve
dejenerasyona neden oldugu tanimlanmistir. Tim bu hastaliklarda poliglutamin
zincirlerinin uzunlugunun hastaligin ortaya ¢ikis yasi ve poliQ birikimi ile iligkili
oldugu gosterilmis; hastaligin baslama yasinin tamami ile poliQ zincirlerinin
uzunlugu tarafindan belirlendigi ortaya konmustur. ilging bir sekilde bahsedilen
hastliklarda poliQ zincir uzunluklarinin patolojik etkilerinin baslamasi igin
gereken tekrar sayisinin hastadan hastaya degisenlik gosterebildigi ortaya
ctkmistir. Farkl poliQ hastaliklarinin karsilastiriimasi sonucu poliQ tekrarlarinin
uzunlugunun hastaligin ortaya c¢ikisi Uzerinde ki etkisinin ve agregasyon
birikimlerinin ayni zamanda poliQ zincirinin basinda ve sonunda yer alan
aminoasit dizisi ile de ilgikili oldugu goérulmuastir. Bu bize agregasyonun
olusmasinda basi ve sonu ile poliQ tekrar bélgesinin dogrudan ya da protein
kalite kontrol aginin bilegenleri ile etkilesimi nedeni ile dolayli olarak rol
oynadigdini gosterebilir. Gergekten de yapilan ¢alismalar molekuler saperonlarin
farkh poliQ proteinlerinin iglenmesinde etkileri oldugunu goéstermistir. PoliQ
zincirinin uzunlugunun kendisi, poliQ zincirinin 6ncll ve ardil aminoasit dizileri,

iliskili oldugu diger hicresel bilesenler, poliQ tasiyan proteinlerin islenmesi ve



translasyon sonrasi modifikasyonlar farkl sekillerde polyQ agregasyonunda rol
almaktadir (E.F.E. Kuiper ve ark. 2017).

PoliQ agregatlari diger bir ¢ok noérodejeneretif hastalikta oldugu gibi
hicresel protein dénglstne ket vurabilirler (Soto 2003). Bu 9 mutant protein biri
resesif kalitsal gegigli; X-linked spinal ve bulbar kas atrofisi(SBMA) ve
Huntington (HD), dentatorubral pallidoluysian atrofi (DRPLA) ve tip 1,2,3,6,7,17
spinoserebral ataksi olmak Uzere kalan sekizi dominant kalitsal gecislidir
(Margolis ve Rose 2001). Tium bu hastaliklarda poliQ zincirinin uzunlugu ile
hastaligin ortaya cikisi ve ilerleyisi ile dogrudan bir iliski vardir. Tekrarlar ne
kadar fazla ve zincir ne kadar uzunsa hastalik o kadar erken baglar ve agresif
bir sekilde seyreder. Farkli hastaliklarda poliQ zincirinin uzunlugunun hastalgin
baslamasi ile iligkisinin gosterdigi farkhlik ve ek olarak ayni hastalija sahip
insanlarda farkli poliQ uzunluklarinin hastaligin baglamasinda ki etkisi,
uzunlugun hastalik baglangici ile dogrudan iligkisi olsa da yardimci faktorlerden
de etkilendigini gostermektedir (Ranum ve ark. 1994; DeStefano ve ark., 1996;
Hayes ve ark., 2000; Wexler ve ark., 2004; van de Warrenburg ve ark., 2005;
Kaltenbach ve ark. 2007; Branco ve ark. 2008; Lessing ve Bonini 2008;
Bettencourt ve ark. 2011; Tezenas du Montcel ve ark. 2014; Becanovic ve ark.
2015).

2.2.2. Patolojisi ve Tedaviye Yonelik Yaklagimlar

Poliglutamin tekrarlarinin 6ncul ve ardil bolgelerinde yer alan aminoasit
dizileri bir ¢ok yoldan protein agregasyonunu etkiliyor ve yonlendiriyor gibi
g6zukmektedir. Muhtemeldir ki bu etkilesim her bir protein 6zelinde molekuler
saperonlar, ubiqutin proteozom sistem ve otofaji gibi hlcrenin protein kalite
kontrol sistemini olugturan elementler Gzerinden yuriyen farkl davraniglarin bir

sonucu olabilir (Rubinsztein 2006).

PoliQ zincirlerinin agregat formlari merkezlerinde tanimlanmig B-bikim
cekirdekler igerir. Uzamig PolyQ zincirlerinin B-bikim katlanma potansiyeli
daha once kanitlanmistir (Perutz ve ark. 1994). Ayrica PoliQ zincirleri yan
zincirlerinin yaptid1 3-sa¢ tokasi ve bunlar arasinda ki guclu hidrojen baglari
sayesinde B-tabakalanma da yapabilir (Hoop ve ark. 2016). B-Sag¢ tokalari

agregasyon surecinde énemli rol oynarlar. 25 tekrardan az poliQ iceren zincirler



kararli 3-sa¢ tokasi yapilar olusturamazlar ve bu nedenle de agregasyonu
baglatamazlar. Bu bilgi 1s1ginda ancak yirmi bes glutamin tekrarindan daha
uzun zincirlerin kararli bir B-sa¢ tokasi ¢ekirdegi olusturarak agregasyonun

baslamasina neden olabilecedi 6ne surtlmustir (Kar ve ark 2011).

B-sa¢ tokasi yapisinin oynadigl kritik rol CAG tekrarlarinda olusan
mutasyonun sonuglari ile daha net olarak ortaya konmustur. Tekrar dizisinin
icerisinde olusabilecek CAG-CAT mutasyonu protein zincirine glutamin yerine
histidin yerlesmesine neden olur. Zincir icinde glutaminden farkli herhangi bir
aminoasidin varligi B-sa¢ tokas! yapisinin olusamamasina neden olarak
agregasyonunu etkiler. (Sobczak ve Krzyzosiak ve ark. 2004, Jayaraman ve
ark. 2009, Menon ve ark. 2015). PoliQ zincirlerine giren bir veya daha fazla
farkh aminoasidin varliginin hastahigin ortaya cikis yasini geciktirdigi
gosterilmigtir (Menon ve ark. 2013). PoliQ zincirleri farkli aminoasitlerin varligi
nedeniyle degismez fakat bu aminoasitlerin varligi proteinin agregasyonunun
baslamasina neden olacak ¢ekirdek formun olusumunu engeller (Jayaraman ve
ark. 2009, Menon ve ark. 2013).

Belli saperonlar protein yikim makineleri ile birlikte hareket ederek poliQ
iceren proteinlerde dahil olmak Uzere hicresel yikim sureglerinde 6énemli rol
oynamaktadir (Dekker ve ark. 2015). Birgok farkli saperonun iginde yalnizca
DNAJ ailesine ait Hsp70 ortak saperonlari olan DNAJB6 ve onun homologu
DNAJBS8’in glutamin zincirleri tarafindan sekillendirilen B-tabaka ya da [B-sac¢
tokasi yapilarinin olusmasinda rolu oldugu gosterilmistir. Huntingtin (Htt-119Q)
birikimi  baskilayicilarini  taramak igin yapilan c¢alismada proteinin
agregasyonunun DNAJB6 ve DNAJBS8 varlginda baskilandigi gosterilmigtir. Bu
iki saperon benzer sekilde ATXN3, Androjen reseptor (AR) ve saf poliQ
zincirinin kendisi de dahil olmak Uzere benzer yapiya sahip proteinler Uzerinde
ayni etkiyi gostermislerdir (Hageman ve ark., 2010; Mansson ve ark. 2013).
DNAJ saperonlari serin ve treoninden olusan 6zgun bir 18 amino asitlik polar
hidroksil grup tasirlar. Bu bdolge DNAJB6 monomerinin bir yuzunde agikta
bulunmaktadir ve bu ylzeyin PoliQ proteinlerin olusturdugu [B-sag¢ tokasi
yapilarinda yer alan hidrojen badglar ile etkileserek is goérdugu tahmin
edilmektedir (Mansson ve ark. 2013, Kakkar ve ark 2016).



Glutamin zincirinin uzamasi yalnizca agregasyon egilimini arttirmakla
kalmaz, proteinin diger kisimlarinin konformasyonunu da etkiler. Buda protein
uzerinde bulunan ve agregasyon egilimini daha da arttiracak bodlgelerin U¢
boyutlu yapida ulasilabilir hale gelmesine neden olabilir (Ellisdon ve ark, 2006;
Kelley ve ark, 2009; Tam ve ark. 2009). Bu durum birbirini besleyerek
hizlandirilmig bir agregasyon surecini baslatir ki Huntingtin ve ATXN3 proteini
icin bu tarz bir mekanizmanin varligi bilinmektedir (Ellisdon ve ark, 2007,
Saunders ve ark. 2011).

2.2.3. Bir PoliQ Hastaligi olarak Huntington

Huntingtin gorece buyuk bir proteindir, ilk ekzonda bulunan poliQ zincirin
N-terminal ucunda 17 aminoasidlik bir bolge ve C terminal ucunda ise poliprolin
bir bolge icerir (Dehay ve Bertolotti, 2006; Rockabrand ve ark. 2007). N17
bdlgesi kendi kendine ylksek derecede c¢ozunurdur (hidrofilik) ve o6zunde
agrega olmaya karsi direnglidir. Kompakt bir yapiya ve sarmal sekilde yikilma
egilimine sahiptir (Thakur ve ark. 2009; Crick ve ark. 2013). PoliQ zinciri
uzadikca N17 domaini kendi Uzerine katlanarak daha a-heliks bir hal alacak
sekilde konformasyonel degisime ugrar ve hidrofobik ylzeyi ulasilir pozisyona
gelir. Bunun sonucu olarak agregasyon potansiyeli artar. (Kelley ve ark. 2009;
Liebman ve Meredith, 2010). Htt'nin agregasyonu, bu a-heliks hidrofobik
ylzeyin modifiye edilmesi ile 6nlenebilir (Tam ve ark. 2009) ve bu durum N17
bdlgesinin agregasyonun baslama aninda énemli rolii oldugunu kanitlar. ilging
bir sekilde N17 alanindan yoksun sentetik polyQ peptidleri, cok daha yavas
agregasyon kinetigi gostermektedir. (Mansson ve ark. 2013; Monsellier ve ark.
2015; Sahoo ve ark.).

PoliQ proteinlerinin agregasyon davraniglarini etkileyen diger bir faktor
ise fragmantasyondur. Calismalar HD’de fragmante olmus proteinin agregasyon
kapasitesinin tam uzunlukta ki proteine gére daha fazla oldugunu gostermistir
(Mangiarini ve ark. 1996; Martindale ve ark. 1998). Sasirtici olan bu durumun
nedeni olarak hucre i¢i koruyucu mekanizmalarin kuguk pargalara ayrilan
proteinin toksik kisimlarina; konformasyonel, yerlesimsel ve molekuler
etkilesimlerinde ki degisiklikler nedeni ile mudahale etmekteki basarisizligi

oldugu disunulmektedir (Matos ve ark. 2016).



Hayvan ve insanlarda yapilan ¢alismalarda toksik N terminal pargasinin
proteinin kaspazlar tarafindan yikilmasi sonucu olustugu gosterilmistir
(Wellington ve ark., 2002; Sawa ve ark., 2005; Graham ve ark., 2006; Maglione
ve ark, 2006 ). Kaspazlarin genetik ya da farmakolojik olarak inhibisyonu ya da
mutasyonu HD’nin fenotipik etkilerinin ortaya ¢ikigsini durdurabilir (Ona ve ark,
1999; Chen ve ark, 2000; Aharony ve ark, 2015).

Fosforilasyon, ubikutinasyon ve SUMOIlasyon gibi translasyon sonrasi
modifikasyonlar (PMTs) da agregasyon Kkareketirini etkilemektedir. Bu
modifikasyonlar proteinin konformasyonal yapisini degistirir, alternatif baglanma
bdlgeleri yaratarak saperonlar ve proteazlar ile iligkilierini etkiler. Bu etkiler
agregasyonu pozitif yada negatif yonde degistirebilir (E.F.E. Kuiper ve ark.
2017). Proteazlar PoliQ proteinlerinin fragmantasyonunda anahtar roli oynarlar.
Proteazlarin inhibisyonu yada kesim bdlgelerinde yapilan mutasyonlar
hastaligin ortaya ¢ikma yasini etkileyebilir (Ona ve ark, 1999; Chen ve ark,
2000; Graham ve ark, 2006; Aharony ve ark, 2015).

Htt'nin fosforilasyonu, kazpaz aracili fragmantasyonun dusurilmesi
araciligi ile poliQ agregasyonunda azalmaya sebep olur (Luo ve ark. 2005;
Warby ve ark. 2009; Humbert ve ark. 2001).

2.3. HUNTINGTON HASTALIGI (HD)
2.3.1. Genel Bilgiler

Huntington hastaligi (HD), otozomal dominant genetik gegis gosteren,
koretik (titreme,sigrama) hareket, psikolojik ve davranigsal bozukluklar ile
karakterize bir nérodejeneretif bozukluktur. Asya’da daha distk olmakla birlikte
Avrupa ve Amerika'da Her 100.000 kiside ortalama olarak 5.7 kiside
rastlanmakta olup, baslama cagina gore iki sinifa ayrilmaktadir (Prigsheim T. ve
ark. 2012). Bununla birlikte son yapilan calismalarda kafkas halklarinda
hastaligin prevelansinin 100.000 de 12 vaka oldugunu gdstermistir (Rawlins
MD ve ark. 2016). Hastaligin baslama yasi 20-65 arasinda degisiklik
gosterebilir. Juvenil HD olarak adlandirilan erken yas sendromu genellikle 20’li
yaglardan dnce baslar. Eriskin Sendrom ise ileriki yaslarda ortaya ¢ikmaktadir.

HD genel olarak motor, biligsel ve psikiyatrik bozukluklarin bir kombinasyonu



olarak anlagilabilir. Koretik hareket olarak adlandirilan kompleks hareket
bozukluklari, Yonetsel yetenekleri etkileyen biligsel sorunlar ve siklikla apati,
depresyon,sinirlilik belirtileri ile seyreden psikiyatrik sorunlar bu bozukluklara
verilebilecek o6rneklerdir (Tiago E. Mestre ve Cristina Sampaio 2017).
Hastaligin yonetim segenekleri su an i¢in hala sinirlidir ve nérodejenerasyonu
veya genel olarak iglev kaybini yavaslatmak i¢in henuz herhangi bir tedavi
yoktur. Bununla birlikte, son on yilda, semptomatik ve potansiyel norokoruyucu
tedaviler icin ¢ok daha fazla klinik c¢alisma yapilmaktadir. Ek olarak, gen
susturma teknikleri ile erken insan calismalari da devam etmektedir (Kara J.
Wyant, Andrew J. Ridder, Praveen Dayalu 2017). Tetrabenazine HD
hastalarinda sadece koretik haareketin icin uygulanan tek tedavi yontemidir
(Warby SC, Graham RK, Hayden MR 1993). Hali hazirda Huntington &limcdal
olarak ilerleyen acimasiz bir hastaliktir ve semptomlarin ortaya c¢ikmasini
takiben ortalama yasam suresi 15 ila 20 yil arasindadir (Mestre D. Ve ark.
2009).

Huntington’un genetik temeli, 4. Kromozomda bulunan HD geninin ilk
ekzonunda bulunan ve glutamin kodlayan CAG kodonunun fazla miktarda tekrar
etmesi ile olusan mutant huntingtin (mHTT) proteininin verdigi norolojik
hasardir. Bu nedenle HD tek gene bagli tanimlanmis tek bir mutasyonun neden
oldugu mendelyen genetik hastaliklar icin iyi bir rnektir. Normal kosullarda HD
geni ilk onyedi aminoasidini takiben onbir ila otuz bes arasinda tekrarlanan CAG
kodonu igerir. Bu sayllar arasinda ki bir tekrar proteinin normal isleyisini
etkilemezken tekrar miktarinin otuzbesi asmasi durumunda yuksek olasilik ile
patalojik durum ortaya cikar. (Rubinsztein DC ve ark. 1996) . Calismalar
gOstermistir ki yas ile birlikte gen icerisinde yer alan CAG tekrarlari artmaktadir.
Ayrica CAG tekrarlarinin uzunlugu hastalhdin ilerleme ve seyir siddetini
etkilemektedir (Brinkman RR ve ark. 1997, Trottier Y ve ark. 1994, Brandt J ve
ark. 1996).

Htt yuksek oranda korunmus, gelisim igin mutlak gerekli bir proteindir.
Fare deneylerinde yoklugunun olimcul oldugu gosterilmistir (Nasir J. Ve ark.
1995). Huntingtin (HTT) insan ndronlarinda yuksek miktarda eksprese olan ve

bircok fonksiyona sahip bir proteindir (Huntington disease collaborative
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Research Group 1993). Dogal HTT proteininin fonksiyonu hala tam olarak
anlasiimamakla birlikte devamli olarak sentezlenen ve hucrede birgok farkli
ortak ile iligki halinde olan bir proteindir. Dogal HTT’nin vesikuler trafik,
endositosisin duzenlenmesi, vesikuler geridonisum ve hucre bolunmesinin
koordinasyonu, transkirpsiyonun ve metabolizmanin duzenlenmesinden
sorumlu endozomal trafigin kontrolu gibi bilinen birgok gorevi vardir (Saudou F.
Humbert 2016). Mutant HTT'nin toksik etkileri ayni derecede c¢esitlidir,
varliginda bircok yolakda bozulma olusmaktadir (Bates GP ve ark. 2015).
Birgok denemeye ragmen, bu yolaklari hedefleyerek tasarlanmis higbir
yaklagim, insanlarda Huntington hastaliginin ilerlemesini yavaglatmamis veya
durdurmamistir (Mestre T., Ferreira J., Coelho M.M., Rosa M. Sampaio 2009).
Mutant Huntington proteini tasiyicilarinda, diger bazi proteinlerin fonksiyonlari
bozulabilir, ginkl mutant HTT, vahsi tip HTT'den daha az verimli sekilde islev
gérmektedir. Ornegin, vahsi tip HTT'nin asin ekspresyonu, BDNF proteininin
aksonal vesikuler tasinmasini in vitro olarak uyarir, ancak mutant HTT'nin agiri
ekspresyonu bunu saglamaz (Gauthier LR ve ark. 2004). Ayrica hayvan
modellemeleri ile yapilan g¢alismalar gostermistir ki; Huntingtin proteinini hi¢
tasimayan modellerde mutant protein tagiyan modellere gére daha az patolojik
etki ortaya cikmaktadir. Bunun nedeni olarak mutant proteinin hucreye verdigi

hasar gosterilebilir (Mangiarini L ve ark. 1996).

Diger PoliQ proteinlerinde de oldugu gibi tam uzunluktaki mutant
proteinin toksik etkisinin yani sira poliQ zincirini tasiyan ilk ekzonun kendi
basina varligi bile yuksek toksik etkiye sahiptir. Proteinin ilk 17 amino asidini
takiben uzun bir Glutamin zinciri iceren toksik kisim farkli mekanizmalar ile
olugabilir. Erken sonlanmis transkripsiyon, mRNA islenmesi, proteinin toksik
olmayan kisminin yikilarak geriye toksik bolgenin kalmasi bu mekanizmalardan
bazilaridir. Dogal proteinin uzunluguna oranla daha kisa olan ancak Glutamin
tekrarlarini tasiyon bu kisim tam uzunlukta ki mutant proteine gore daha
toksiktir (Satashivam K. Ve ark. 2013). Bu toksisitenin artis nedeni olarak hicre
ici koruyucu mekanizmalarin klguk pargalara ayrilan proteinin toksik
kisimlarina; konformasyonel, yerlesimsel ve molekller etkilesimlerinde Ki
degisiklikler nedeni ile mudahale etmekteki basarisizhgr  dusunulmektedir
(Matos ve ark. 2016).
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2.3.2. Semptomlar

Huntington semptomlari genel olarak U¢ grup altinda toplanabilir. Bunlar

sirasli ile motor bozukluklar, Biligsel problemler ve psikiyatrik sorunlardir.

2.3.2.1. Motor Bozukluklar

En taninan ve tek tedavi edilebilen kismi olsa da koretik hareket motor
bozukluklarin sadece kuguk bir pargasidir. Koretik hareket genellikle distal
ekstremitelerde gorulen kisa, bastirilabilir ve rastgele hareketler olarak baslar.
Bununla birlikte koretik hareket zamanla iyice artarak tedavisi giderek zorlasan
ileri motor bozulmalara neden olabilir. Bunlarin arasinda Bradikinezi, distoni,
esnekligin kaybolmasi ve ataksi sayilabilir. Disfaji kilo kaybina ve solunumun
bozulmasina katkida bulunur. Postural instabilite dugsmelere ve bunun sonucu
olarak yaralanmalara neden olabilir. Nihai olarak iyice ilerleyen motor
bozukluklar hayati sona erdiren komplikasyonlarin ana nedeni haline gelir (Kara
J. Wyant, Andrew J. Ridder, Praveen Dayalu 2017).

2.3.2.2. Biligsel Problemler

HD'de ilerleyici biligssel bozukluk kacinilmazdir. Hastalgin henuz
baglamadigr HD tasiyicilar ile yapilan bir ¢ok c¢alisma bilissel bozukluklarin
motor fonksiyonlarda ki bozulmalardan daha 6nce baglayabilecegini gostermigtir
ve bu durum hastalarin durumlarini reddetme oranlarini etkilemektedir. Bu
bilissel bozukluklar nihai olarak demansa ilerler. Demansin ilerleme hizi, dikkat,
problem c¢c6zme ve hafiza gibi bilissel kabiliyetlerin kaybinin ortaya cikisini
etkiler (Paulsen J.S. ve ark. 1995). HD'de biligsel islev bozuklugu, bu hastalarin
sosyal ve mesleki kabiliyetlerini bozar ve su an igin iyi bir tedavi segenekleri de

bulunmamaktadir (Kara J. Wyant, Andrew J. Ridder, Praveen Dayalu 2017).

2.3.2.3. Psikiyatrik Sorunlar

Psikiyatrik sorunlar HD’de gdrulen Uguncli ana problem grubudur Ki
hastaligin hastalari ve ailelerini en ¢ok etkileyen ve yoran kismi haline gelebilir.
islev bozuklugu, depresyondan psikoza kadar genis bir hastalik yelpazesi
olarak kendini gdsterebilir. Duygusal ve davranigsal olarak depresyon, OKB ve

diger problemler muhtemelen talamusun frontal lobu ve ventral anterior ve
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medial dorsal ¢ekirdegini iceren striatal devrelerde ki dejenerasyon ile iligkilidir
(Paulsen JS ve ark. 2001). Disinhibisyon ve Ozellikle de ilgisizlik, medyal
prefrontal, anterior singulat ve anterior temporal paralimbik kortekslerin dis-

regulasyonuna bagl olabilir (Levy ML ve ark. 1998).

Biligsel belirtilerde goruldugu gibi, davranigsal belirtilerde HD tanisindan
daha Once baglayabilir ve motor ve biligsel belirtilerden badimsiz olarak
hastaligin seyri boyunca neredeyse tium hastalarda daima bulunurlar (Paulsen
JS ve ark. 2001). Psikiyatrik semptomlarin kesin yayginhgini tespit etmek az
sayilda ki calismadan ve degisken tanimlardan dolayr zordur. HD'nin
davranigsal belirtileri daha ¢ok biligsel belirtilerde oldugu gibi klinik tani
sirasinda goze ¢carpmaktadir (Duff K. Ve ark. 2007).

Depresyon en yaygin psikiyatrik belirti olup, HD hastalarinin% 33-70'inde
goralur ( Van de Juin ve ark. 2007, 2014). Depresyon tedaviye iyi sekilde yanit

versede, hastaligin bir parcasi olarak daima devam etmektedir.

2.3.3. Hd’nin Tedavisi Ve Semptomlarin lyilestiriimesine Yoénelik
Yaklasimlar

2.3.3.1. Farmakoloijk Yaklagimlar

Motor Motor Semptomlarin Tedavisi; Tetrabenazine (TBZ) maddesi
koretik hareket bozukluklarinin HD’de uygulanan FDA onayli yegane tedavi
yontemidir (Sekil2.1). TBZ merkezi sinir sisteminde vesicular monoamine
transporter 2 (VMAT-2) uUzerinde ters cevrilebilir sekilde inhibisyon etkisi
goOsterir. VMAT-2, sitoplazmadan presinaptik vezikullere kadar seratonin,
dopamin ve norepinefrin tasinmasindan sorumlu oldudu igin, inhibisyonu bu
monoaminlerin erken bozunmasina neden olur (Hayden M.R. 2009). Dopamin
tukenmesi koretik hareketi azaltirken, bununla birlikte serotonin ve norepinefrin
tikenmesi depresyonu ve kaygi bozuklugunu kétulestirebilir. TBZ, fluoksetin ve
paroxetine tarafindan induklenen CYP2D6 sistemi yoluyla hepatik olarak
metabolize olur (Kenney C, Hunter C, Jankovic J 2007) .
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Sekil 2-1: Tetrabenzine kimyasal Yapisi

Biligsel Problemlerin Tedavisi; Diger demanslar turlerinde kullanilan
Kolinesteraz inhibitérleri ve Memantine’in HD hasta grubunda etkin olduguna
dair ¢ok az kanit vardir. Bu kolinesteraz inhibitorlerinden rivastigmine
muhtemelen en iyi opsiyondur. Rivastigmine ile kisa ve uzun vadeli tedavi
sonrasi biligsel testlerde iyilesme oldugunu dustnduren bilinen yalnizca Ug
klguk calisma bulunmaktadir (de Tommaso M ve ark. 2007)( Rot U. Ve ark.
2002) (Sesok S. 2014). Bununla birlikte bu ¢alismalarda birgok elestiriye maruz

kalmiglardir.

Psikiyatrik Sorunlarin Tedavisi; Yapilan a¢ farkli g¢alisma, HD
populasyonda SSRIl'lerin ve SNRI venlafaksin'in yararli oldugunu ileri
surmustir. SSRl'lardan, fluoksetin ve sitalopram, kullaniminin Hamilton
Depresyon Derecelendirme Olgeginde (HDRS) iyilesme yéniinde bir egilim
gosterdigi ortaya komustur (Como P.G: ve ark. 1997)(Beglinger ve ark. 2014).
VenlafaksinXR ile tedavinin 4. haftasindan sonra depresif belirtilerde iyilesme
oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, bu ¢alisma tipik depresyon caligmalariyla
karsilastirildiginda kontrol grubu olmayan ve kisa sureli bir galismadir (Holl A.K.

ve ark.).

2.3.3.2. Molekiler Yaklagimlar

Huntington hastaliginin tum vakalari ayni mutasyon sonucu olusur, bu
nedenle de hastalidin tedavisine yonelik yaklagimlar bu genetik nedenin yol
actigi patojenik stregleri hedefler. Huntington hastaligini kaltsal olarak tagimasi
muhtemel bireyler genetik testler ile tespit edilebilir. Bu erken tani sayesinde

oncul ve uzun vadeli tedaviler hastaligin ortaya ¢gikmasini geciktirebilir yada
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tamamen onleyebilir (Wild E.J., Tabrizi S.J. 2014). Bilinmektedir ki mutant HTT

uretiminin azaltilmasi hastaligin atolojik etkilerinin hafiflemesine neden olur.

Son vyillarda néredejeneretif hastaliklarla iligkili olarak genleri ve
proteinleri hedef alan terapiler adina ¢ok 6énemli gelismeler olmustur. Bu
baglamda 2016 yilinda SMA hastaliginda bir Antisense Oligonukletid olan
Nusinersen’in FDA onayli olarak uygulunmasi ilk klinik basaridir. Nusinersin
SMN2 (Survival Motor Néron 2) proteninin Uretimini arttirarak toksik proteinin
dretimini azaltmis ve hastalarda yasam suresinin uzamasini saglamistir (Finkel
R.S. ve ark, 2016; FDA 2017). SMA gibi agir ve agresif ilerleyen bir hastaliga
gore daha hafif ilerleyen Huntington hastaliginda daha kisa bir klinik deneme
sureciyle iyilestirici etki gdstermek daha kolay olabilir. Tek bir tedavi yontemini
genellemek ¢ok dogru olmasa da SMA'da elde edilen bu basari nérodejeneretif
hastaliklarin gen ekspresyonlarinin duzenlenmesi ile tedavi edilebilecegdini
gostermesi ve benzer bir yaklagimin Huntington iginde uygulanabilecegini

dusundldrmesi igin cesaret vericidir (Edward J. Wild, Sarah J. Tabrizi 2017).
RNA'’y1 Hedef Alan Terapiler

mRNA’lara hem nukleus ve hem de sitosol'de ulasilabilir ve DNA’nIn
aksine mRNA’lar tamir mekanizmalar tarafindan korunmazlar. Dolayisi ile
MmHTT mRNA’sinin translasyounun dusurdlmesi genin transkripsiyonunun
duzenlenmesinden daha kolay olmalidir. Translasyonun azaltiimasini saglayan
Uuc ana metod Antisense oligonukleotidler (ASOs) RNAI bilesenleri ve klguk-
molekul igleme (splicing) duzenleyicileridir (Sekil 2-2). ASO ve RNAi'ler Watson-
Crick tamamlayicihdi ile segici olarak mRNA'lara baglanirlar ve onlari RNA
yikim mekanizmasina yonlendirerek transkriptin ortadan kaldirilmasini saglarlar.
ASOQO’lar 6ncul mRNA’lara nukleusda baglanarak onlarin RNAse H tarafindan
yikilmasini saglayan tek zincirli sentetik DNA pargalaridir (Larrouy B. ve ark.
1992). RNAJ#'ler kisa interfering RNA (siRNA), kisa sa¢ tokasi RNA ve micro
RNA lardan olugan RNA temelli bir yaklagsim sunar. Bu bilesenler sitosolik olgun
mRNA'’ya baglanarak onu RNA induced silencing Complex (RISC) ile is goren
argonaute2 RNAse enzimine yonlendirerek yikimini saglar (Hutvagner G.,
Simard M.J. 2008). Tum bunlara ragmen ASO ve RNAi aracili mRNA yikimlari
geride toksik poliQ zincirini kodlayan RNA pargalari birakabilir. ASO’lar éncil
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mRNA’lar Gzerinden ig gordugu icin hem eksonlari hem intronlari hedefleyebilir.
Oncil mRNA'nin ASO aracili yikimi ile her ne kadar toksisitenin azaltiimasi
hedeflensede, yilkim sonucu uzun mutant proteinden daha toksik olan poliQ
zincirli Exon 1 pargasini uretebilecek mRNA pargalarinin olugsmayacagi
onceden kestirilemez. RNAI bilesikleri olgun mRNA GUzerinde is gorudkleri icin
yalnizca ekson igerisindeki spesifik hedef bolgelere yonelebilirler. Bu nedenle
geride toksik poliQ zincir pargalarida birakmalari muhtemeldir (Edward J. Wild,
Sarah J. Tabrizi 2017).
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Sekil 2-2: mHtt Transkripsyonunun dusiirilmesini hedef alan yaklagimlar

Tek zincirli DNA’lar beyin omurilik sivisina (BOS) enjekte edildiginde
(farelerde intraventrikller uygulama veya daha buyluk memelilerdeki lumbar
intratekal uygulama) merkezi sinir sisteminde iyi bir sekilde yayilirlar ve néronlar
ve diger hucreler tarafindan alinirlar. Bu sayede ilag beyinin tamaminda basarili
bir sekilde yayilir ve sonug olarak mRNA ve protein seviyesinde azalmayi saglar
(Kordasiewicz ve ark. 2012). Buna karsilik ¢ift zincirli DNA'nin merkezi sinir
sisteminde (MSS) yayilimi ve alinimi daha dusuktir. Bu nedenle bu mokdullerin
hedef hlcrelere daha etkili sekilde ulasmasi igin viral vektorler (6rnegin AAV)

kullanilarak, bunlarin dogrudan beyin parankimasina enjeksiyonu gereklidir.
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ASO ve RNA bilesenleri ile HTT dizeyinin azaltimasi in vitroda ve
hayvan calismalarinda basarili bir gsekilde gergeklestirilmistir. Huntington
hayvan modellerinde yapilan galismalarda gosterilmistir ki HTT mRNA'sindaki
bir azalma her zaman HTT proteininde eszamanli bir azalma ile sonuglanir ve
bu duruma genellikle patoloji ve norolojik hasarda iyilesmeler eslik eder.
Mutasyonu tasiyan hayvanlara eger semptomlarin ortaya c¢ikigindan once
uygulama yapilir ise hastalik belirtilerinin baslangici blyuk oélgide ertelenir
(Keiser M.S. ve ark.). Bu cesaret verici sonuglara ragmen, hayvan modellerinde
sinirlamalar vardir. Huntington hastahidi igin bir hayvan modelinde uygulanan
higbir terapotik basari, bir insan denemesinde klinik faydayr éngérmemistir
(Mestre T. ve Ark.). Bu konu dogrudan MSS'ye uygulanan terapétik ajanlar icin
0zel 6nem tasimaktadir: Bir insan beyni bir fareden 3000 kat daha buyuktir ve
tedavi edici ajanlarin BOS yolu ile beyine ve hucrelere yaylmasi ve

emilmesinde farkhliklar olusmasi muhtemeldir.

Bircgok ASO hali hazirda HD model organizlamalar Uzerinde
incelenmektedir.  Bununla  birlikte ilk insan klinik denemesi faz
1b/2a(NCT02519036), eylul 2015°de insan HTT hedefli IONIS-HTTrx ASO
kullanilarak University College London ingiltere ve University of British
Columbia Canada’da gergeklestirilmistir (Bennet C.F. Swayze E.E. 2010). Daha
sonra Almanya ve ingiltereden farkli kurumlar deneye katiimistir (Leawitt B.
2016).

IONIS-HTTrx, fosfodiester baglantilarini fosforotioata donustirmek igin,
fosfat omurgasindaki oksijen atomlarinin ¢gogunun sulfur ile ikame edildigi, 20
nukleotidlik sentetik bir dizdir. Buna ek olarak, ASO, her ucunda 2'-O-metoksietil
modifikasyonlu DNA benzeri bir merkezi bolgeye sahiptir; tim bu kombinasyon
MSS dagilimini, yarilanma omrinu, hdcresel alinimi ve RNase aktivasyonunu

optimize etmeyi amaclamaktadir (Sekil 2-3) (Bennet C.F. Swayze E.E. 2010).

Tam uzunlukta bir insan mutant HTT geni tasiyan BACHD farelerine 2
haftallk devamh intraventrikiler inflzyon sonrasinda, HTT mRNA
ekspresyonunda % 80'e kadar azalma gorulmustur. Yaklasik 4 ay boyunca
devam eden israrl bir tedavi ise proteinin ifadesinin 2 ila 3 kat azalmasina

neden olmustur (Bennet C.F. Swayze E.E. 2010). ASO’lar beyinde néronlar ve
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glialar olmak uzere bir cok hucreye dagiimiglardir. Hastalik fenotipi HD tagiyan

ucg farkh fare modelinde iyilesme gostermistir (Kordasiewicz ve ark. 2012).

Characteristic

Representative structure

Aim of modification

DNA
Native nucleic acid

First generation
Non-bridging oxygen in
phosphodiester bond replaced
by sulphur

+Q

Higher resistance to nuclease
degradation

Second generation

2-Alkyl ribose modifications

+Q

Higher nuclease resistance
and mRNA-binding affinity

Third generation

Furanose ring modifications

Locked nucleic acid

Further increases in nuclease
resistance and mRNA-binding

affinity

Sekil 2-3: ilk, ikincil, ligiinciil jenerasyon ASO ve dogal DNA Molekiilii

Her nesil, kirmizi renkle gosterilen karakteristik bolgeler etrafinda gesitli varyasyonlar igerebilir.
IONIS-HTTRX, bir fosforotiyoat omurgasini (birinci nesil) 2'-O-metoksietil modifikasyonuyla
(ikinci nesil) birlestirir ve olugsan molekul genel olarak ikinci nesil antisens oligonukleotid (ASO)

olarak kabul edilir.

Diger

norodejeneretif hastaliklarda gosterilen

ilerleme Huntington

hastaliginin tedavisinde omurilik icine uygulanan ASQO'larin gelecedi igin cesaret

vericidir. Super Oxide Dismutase 1 (SOD1) mutasyonuna bagl olusan ALS

hastalarinda iki farkhh ASO guvenli olarak denenmis ve her hangi bir olumsuz
geri bildirim alinmamistir (Miller T.M. ve ark. 2013). SMA’da kullanilan
Nusinersen ise daha once Uzerinde herhangi bir sekilde etki gostirelememis bir
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hastalikta ASO’larin iyilestirici gicunu gostermeye onemli bir ornektir (Finkel
R.S. ve ark, 2016; FDA 2017).

Henlz RNA temelli nukleotid ajanlar igin bazi hayvan deneyleri
gercgeklestiriimis ancak yakinda yapilmasi planlansa da insan caligsmalarinda
henliz uygulanmamigtir. Bunun temel nedeni RNA’nin damar igi
uygulamalardan sonra bile basarili bir sekilde dagilim ve hicreye alinim
gOstermemesidir. Bu durumda RNAIi uygulamalari sterotktik cerrahi mudahaleler
ile viral vektorler kullanilarak dogrudan beyin parankimasina yapilir. Ancak bu
sekilde yeterli dagilim ve uzun 6murll bir yerlesim gosterebilirler. Viral yoldan
iletilen RNA temelli toropatik ajanlar MSS hucrelerini kalici olarak donugturarler,
buda onlari mutant HTT’yi baskilamak i¢in kuvvetli birer ilag adayi yapmaktadir.
Viral iletimli gen terapisi diger nérodejeneretif hastaliklarda da kullaniimaktadir.
Alzheimerda Faz 2 c¢alismalari yapilan AAV2-kapsulli sinir bayume faktor
RNA’s1 (AAV2-encapsulated nerve growth factor RNA) buna 6rnek verilebilir.
Herhangi bir klinik fayda gértlmese de kullanilan teknikdin gutvenli ve iyi tolore
edildigi ortaya konmustur (Rafii M.S. 2015).

siRNA yaklagsimi birgcok hayvan sisteminde basarili olmustur. En
kapsamli yayinlanmis c¢alismalar Beverly Davidson tarafindan yurataimastar
(Harper S.Q. ve ark. 2005.; Franich N.R. ve ark. 2008.). Bircok Huntington
hastasi kemirgen modelinde AAV ile iletilen siRNA’nin guvenli oldugunu,
HTT nin toksis etkisini azaltma glcu, potensiyeli ve fenotipik faydanin oldugunu
gOstermigtir.  Benzer bir c¢alisma microRNA tasiyan AAV-kapsulu ile
gergeklestrilmigtir. Uygulamayi takiben uygulama bolgesinin etrafinda yer alan
hicrelere basarili bir transfeksiyon gerceklestigi floresan bir ajan araciligi ile
g6zlenmistir. Bu hudcreler de HTT ekspresyonunun vyari yariya azaldigi
gorulmustir. Uygulamayi takiben 6 haftalik bir gézlem suresi sonunda yapilan
histolojik, biyokimyasal ve klinik kontrollerde 6nemli herhangi bir yan etkiye

rastlanmamistir (McBride JL ve ark. 2011).

DNA’y1 Hedef Alan Terapiler

Dogrudan DNA ile iliskiye girerek mutant HTT'nin ekspresyonunun

disurilmesi RNA yaklasimlarina gére hem buylk zorluklar fakat ayni zamanda
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da ¢ok daha buyuk dduller vaad eder. DNA’y1 hedefleyen téropatik ajanlarin her
acidan HD de iyilestirme gostermesi beklenir. Ayrica boyle bir tedavinin tasiyici
insanlarin Ureme hucrelerine uygulanabilmesi etik sorular dogursada gelecek ile
ilgili cok daha farkli sonuglar dogurabilir. Su anda Zinc-Finger protein ve
CRISPR-Cas9 olmak uzere iki DNA hedefli gen terapisi ile ilgili ¢calismalar
surmektedir (Tablo 2-1). Her iki tedavide de dogal olmayan bir protein kapsulli
viral vektorer kullanilarak omurilik ici olarak uygulanmakta ve hucreleri
donustlirerek onlarin dogal olmayan iyilestirici(téropatik) proteini Uretmesini
saglamaktadir (Edward J. Wild, Sarah J. Tabrizi 2017).

Zinc finger proteinler spesifik DNA bodlgelerine baglanabilen yapisal
motifler tasirlar, sentetik olarak uretilebilirler ve bu 6zelliklerinde dolayida DNA
hedefli iyilestirici ajanlar olarak kullanilabilirler. Terapétik kullanim igin dizayn
edilen Zinc-Finger proteinleri tipik olarak, DNA Uzerinde etki yapmayi
amaclayan iglevsel bir alan ve ona bitisik bir DNA kodon taniyici bir finger
(parmak) bolge icerir. Bunlara 6rnek olarak DNA kesimi yapan Zinc-Finger
nukelazlar ve transkripsyonu dizenleyen zinc-finger transkripsyon faktorleri
ornek verilebilir (Klug A. 2010).

Tablo 2-1: DNA’y1 hedef alan HTT azaltimi temelli yaklagimlar

Allel Segilimi ~ Ginderim  Vektdr  Sponsor Ana avantajlan Ana Dezavantajlart Referanslar

Zine finger transkripsyon faktor

Transkripsiyonel CAG repeat Intracranial AV~ Shire (Dublin,  Huntington hastaligi mutasyonunun tiim invazif, devre dist burakilamaz; Zeitler, 2014
baskalama Republic of tagtyrcilan icin tek ilag; uzun siireli tedavi kiigitk islem hacimleri; konak
Ireland) saglamak icin tekli uygulama; transkripsiyonu  olmayan baskulayic: proteinlerden
hedeflemek tiim patojenik yollar: iyilestirebilir  kaynaklanan iltihaplanma riski
Transkripsyonel (CAG repeat Intracranial  AAV  Imperial College Klinik aday bilesigin olarak insan Garriga-Canut,
baskalama London Yukandaki gibi, artt konakg tiir proteinlerinin ~ proteinlerinin kullanimast hayvan 20127
(London, UK)  kullanim inflamatuar etkileri azaltir cahigmalarinin kullanimimi Aqustin-
sinirlayabilir Pavén, 2016®
CRISPR-Cas9
Genom SNP-Hedefli Dogrudan Nome  Harvard Genetik nedenin kalici olarak ortadan Heniiz yalnizca model sistemlerinde  Shin, 2016™
Diizenleme fibroblastlar University kaldinlmasy; son derece spesifik ve hedefli yapilan cok yeni galigmalar olmasy;
(Cambridge, geri doniisii olmamass; Esey
MA, USA) Hiicreleri manipillasyonu igin etik
kaygilar; bakteriyel proteinler
immiinojenik olabilir
Genom Poli Glutamin Intracranial - AAV  Emory Yukartya Benzer Yang, 2017*
Diizenleme  Hedefleyerek University
Secici olmayan (Atlanta, GA, Yukarrya Benzer
HTT yikemt USA)

Zinc-Finger nikleazlarinin teorik olarak hedeflenmis genom dizenleme

yetenegine sahip olmalarina ragmen, etkilerinin devamliligi postmitotik hasta
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beyin hucrelerinde terapotik uygulama igin yeterince kesin veya o6ngorulebilir
degildir. Hatta CAG tekrar zinciri, zinc-finger nukleaz aracili kesim igin bir hedef
olarak Ozellikle istenmemektedir (Garriga Canut M. ve ark. 2012). Bununla
birlikte zinc-finger transkripsyon faktorlerinin klinik téropatik ajanlar olarak
digunulmesi oldukgca mumkundur. Transkripsiyon baskilayici Zinc-Finger dizisi
Ozellikle HTT promotor bolgesinde anlamli zincirin 3’ ucuna yakin olacak sekilde
spesifik olarak hedeflenmelidir. Bu sayede istenmeyen baska genlere
baglanarak onlarin transkripsyonunu engellememelidir (Edward J. Wild, Sarah
J. Tabrizi 2017).

Bir cok baska gen poliQ zinciri igersede tesadufen CAG tekrar kodonlari
HTT'de 3’ ucuna bu genlerdekinden daha yakindir. Bu nedenle Bu sekilde
olusturulan CAG tekrar hedefli zinc-finger proteinleri diger genlere ve genin
dogal alleline gore mHTT’yi daha secici olarak hedefler. Bu sekilde bir yapi iki
farkh grup tarafindan gelistiriimis ve her ikisinde de hayvan modellerinde
mHTT nin ekspresyonu noéronlarda herhangi bir yan etki gdstermeksizin
dusmastur (Zeitler B. ve ark. 2014; Garriga Canut M. ve ark. 2012). Bu su ana
kadar mHTT tasltyicilari igin uzun vadeli HTT azaltiimasi i¢in allel spesifik olarak

geligtirilen tek yaklasimdir.

CRISPR ve Cas birlikte yabanci DNA'yl taniyan ve yok eden bir
prokaryotik bagisiklik sisteminin bilesenleridir. Cas9 nikleazi, sentetik bir
rehber RNA ile kombine edilerek segilen herhangi bir yerde yuksek hassasiyetle
DNA'y1 kesebilecek bir yapi olusturabilir. Hedeflenen genom duzenlemesi igin
bdyle CRISPR-Cas9 komplekslerinin kullaniimasi, Huntington hastaligi da dahil
olmak uUzere hastaliklarin incelenmesi ve tedavisi igin buyuk bir potansiyele

sahip hizla geligen bir alan olusturmaktadir (Savic N., Schwank G. 2016).

Mutant allel igerisine durdurucu kodon ya da anlamsiz mutasyonlarin
yerlestiriimesi araciligiyla zararl proteinin birikimini engellemek gibi opsiyonlar
CRISPR-Cas9 kompleksinin Htt'ye yonelik tedavi edici 6zellikte kullaniimasi igin
blylk olanaklar saglamaktadir. Bununla birlikte CRISPR-Cas9 kompleksinin
Huntington hastaliginin tedavisine yonelik kullanilmasi erken asamadadir.
Metod ilk olarak hastalardan turetilmis fibroblastlar Gzrinde denenmis, mutant

Htt geninden blyUk bir ndlgeyi kesip ¢ikaran iki farkli yapi olusturularak yapilan
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¢alisma sonucunda hem mutant RNA hem de proteinin neredeyse tamami ile
azaltimi saglanmistir. 2017 yihinda yontem Huntington hastalidinin kemirgen
modelinde basarili bir sekilde test edilmis, striatuma bir CRISPR-Cas9 yapisi
uygulanarak mutant Htt geninden blyuk bir CAG tekrar bolgesinin silinmesi
sonrasi segici mutant HTT indirgenmesi saglanmis ve sonug olarak patolojinin
zayifladidi ve motor fonksiyonunun iyilestigi gorualmuagtir. Buna karsin
sagkalimin uzatilmasi saglanamamistir. Tum bu bulgular yaklagimin fizibilitesini
dogrulamaktadir, bununla birlikte teknolojinin hizla klinik agamalara getiriimesi

icin cok daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.

Huntington hastaligi, protein ifadesini dizenlemek igin DNA ve RNA'yi
hedef alan deneysel terapiler icin 0&zellikle uygundur. HTT mRNA'y
hedefleyerek mutant HTT proteininin Gretimini azaltmayr amaclayan bir
ASO'nun ilk insan deneyi devam etmektedir ve mutant HTT'yi segici olarak
dusurmek isteyen ajanlar dahil olmak Uzere gelecekteki ASO denemeleri
planlanmaktadir. Zinc-Finger transkripsyonel baskilayicilar mutant Htt'nin
uretimini yapisal bir degisiklige gerek kalmadan baskilam i¢in umut vadedici
gorunmektedir. CRISPR-Cas9 terapileri Huntington hastaliina neden olan
CAG tekrar mutasyonunu kalici olarak duzeltme vaadi vermektedir. Bununla
birlikte bu metod da ASO uygulamalari ile birlikte viral iletim zorunlulugunun

getirdigi dezavantajlari ve uygulama zorluklarini tagimaktadir.
Endoplazmik Retikulum (ER) Stresini Hedef Alan Terapiler

Mayadan insana kadar cesitli organizmalarda yapilan bir ¢cok calisma
HD’de Endoplazmik Retikulum igerisinde yanlis katlanmis salgi proteinlerinin
birikiminin hticresel toksisitenin dnemli bir pargcasi oldugunu géstermistir. (Yuwei
Jiang ve ark. 2016).

Endoplazmik retikulum protein sentezi ve katlanmasinda blyuk bir rol
oynar. Salgi proteinleri, saperonlarin da yer aldigi dogru protein katlanmalarina
yardimci olan kalite kontrol mekanizmasinin bulundugu ER'ye girer (Ron ve
Walter, 2007; Walter ve Ron 2011). ER protein katlama mekanizmasinda
meydana gelebilecek bir sikinti ve bozulma sonucu yanlis katlanmig ya da
katlanamamis proteinlerin ortamda birikmesi ER stresi denilen bir durumun

dogmasina neden olabilir. Eger ER stres altina girerse bazi 6zel transkripsyon
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faktorlerini kontrol ederek bu stres ile mucadele etmeyi saglayan katlanmamig
protein yaniti (Unfolded Protein Response, UPR) adi verilen bir hucresel yolak
aktif hale gelir (Sekil 2-4) (Hetz ve Glimcher, 2011; Hetz ve Soto, 2006; Scheper
ve Hoozemans, 2009; Torres ve ark., 2015; Vidal ve ark. 2011, 2012; Vidal ve
Hetz, 2012; Yang ve Luo, 2015).

Memelilerde PERK, ATF6 ve IRE1 olmak Uzere ug farkli membran gegigli
protein stres sensorl olarak gorev almaktadir. Stres sonrasi PERK'in
aktivasyonu hiicrede birka¢ transkripsyon faktérinin ekspreyonunu uyararak
icerisinde molekuler saperonlarin, UPR iligkili genlerin, apoptoz ydnlendirici
mekanizmalarin oldugu bir seri hicresel yaniti uyarir. Benzer sekilde IRE1’in
uyarimi, UPR iligkili bircok geni uyarak protein katlanmasini, ER membran
sentezini, ER ligkili protein yikim (Endoplazmik Retikulum Associated

Degredation, ERAD) yolaklarini aktive eder.

S. cerevisiae S. pombe

HAC1 splicing
++ Chaperones, ERAD, RIDD

lipid synthisis ++ Bip1 protein levels

Iret Iret

Mammals

++Xbp1

++ATF4 ++Chaperone
XBP1 splicing ++p-elF2a ++ERAD
RIDD translation attenuation ++Lipid synthesis

ytoplasm

lumen

IRE1 PERK ATF-6

Sekil 2-4: Farkh tiurlerde karekteristik UPR Yolaklarinin genel semasi

Bazi durumlarda yukarida yer alan UPR kurtarma ve yikim
mekanizmalari yanls katlanmis proteinlerini birikimi ve geri donisuma igin

yeterli etkiyi gosteremez ve stres devam eder. Bu durum hlcre olumu ve
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apoptoziz ile sonlanabilir. Stresin ¢ok uzun sUrmesi ve azaltimamasi
sonucunda UPR uyariminin uzun sure devam etmesi apoptatik uyarimin
gerceklesmesine neden olabilir (Scontal, 2012). Bununla birlikte ER stres ve
apoptoz arasindaki etkilesim oldukga karmasik bir sdrectir. Ayni UPR
sensorleri, hicre sagkalimini desteklemeyi ve hlcre stresini ¢ozmeyi
hedeflerken bir noktadan sonra adaptif yanitlari engelleyip apoptozu baglatabilir.
Hangi cevabin meydana gelecegini belirleyen faktér yalnizca uyarinin siresi
gibi gézikmektedir. Hlicrede UPR'nin ne kadar sure ile aktif olduguna ve
hdcrenin ER stresini zamaninda ¢0zup ¢0zemeyecedine bagl olarak her iki

yoldan birine yonelinebilir (Hetz, 2012).

Htt sitoplazmada yer alan bir protein olmasina ragmen dolaylida olsa ER
fonksiyonlari tzerinde kuvvetli bir etkisi vardir (Sharp ve ark., 1995; Trottier ve
ark., 1995). Mayalar ve memelilerde yapilan bir dizi galisma mHtt toksisitesinin
ER kalite kontrol sisteminde bozulmalara neden oldugunu gdstermistir. Ayrica
genlesmis polyQ ifadesinin hem maya hem de PC12 hucrelerinde erken ERAD
bozukluguna yol actigi gosterilmistir. mHtt varliginda ERAD iliskili Np14, Ufd1
ve p97 proteinlerinin ekspresyonu azalmakta ve bunun sonucu olarak da
katlanmamig proteinlerin sitosdle taginmasinda yetersizlik olugsmaktadir. Bu gibi
durumlarda Np14 ve Ufd1’in ekspresyonunun arttiriimasiyla poliQ toksisitesinin
azaldigi gosterilmistir (Duenwald ve Linquist, 2008). HEK293 hiicre hattinda
yapilan ¢aligmalar, mHtt'nin ER membranina bagh bir ubikuitin ligaz olan gp78
ile etkilestiginde, onun p97'ye baglanmasini bloke ederek ERAD'I engelledigi ve
ER stresine yol agtigini kanitlamisgtir (H.Yang ve ark., 2016).

iiging olarak, mHtt'nin neden olduju ER stresi, agregatlardan ziyade,
mHtt ¢ézinur oligomerlerine bagh gibi gérinmektedir (Leitman ve ark, 2013).
Bu bilgi mHtt'nin en zehirli thrindn ¢6zunur oligomerler oldugu bilgisi ile
ortusmektedir ( Arrasate ve ark., 2004; Herrera ve ark., 2011; Lajoie ve Snapp,
2010; Takahashi ve ark., 2008).

Otofajik yikim Huntington’'un da iginde yer aldidi poliQ uzamasi temelli
protein agregatlarinin temizlenmesi igin ideal bir yolak olarak gérinmektedir.
Buna bagl olarak otofajinin uyariimasi ile mHtt birikiminin azaldigi ve yasam

suresinin arttirildigi  gosterilmigtir. Autofagozomlar, mHtt'yi eksprese eden
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hicrelerde normal bir hizda olugmasina ragmen, otofajinin mHtt varliginda
bozulduguna dair kanitlar vardir. Bunun nedeni olarak otofagozomlarin mHitt'yi
kargo olarak tanimakta basarisiz olmasi ve bu nedenle agregatlarin lizozomla
kaynasacak kadar uzun siure igeride kalarak yikilmaktan korundugu 6ne

surulmastur. (Martinez-Vicente ve ark., 2010).

Huntington dahil tim poliQ temelli hastaliklarin ER stersi ile iligkili oldugu
hali hazirda gosterilmigtir. Bu nedenle, HD ve diger ER stresle iligkili
hastaliklarda UPR ve diger vyanlis katlanmis protein stres vyollarinin
hedeflenmesi, bu bozukluklara karsi etkili tedavilerin gelistiriimesi i¢in ¢ekici bir

yaklagim olmaya devam etmektedir (Yuwei Jiang ve ark., 2015).

2.4. Caligmanin Literatir ile uyumu

HD’nin tedavisine yobnelik c¢alismalar son yillara kadar yalnizca
semptomlari baskilamak, yasam suresini ve kalitesini arttirmak (zerine
olmustur. Hastaligin molekller nedeni uzun sdredir bilinmesine ragmen,
oluasan patalojinin hucrede neden oldugu hasar, tepki ve kurtarim
mekanizmalarinin anlasiimasi son yillarda Uzerine iyice yogunlasilan konular
olmustur. Yalnizca mekanizmanin kesfi degil, son yillarda geligtirilien ASO,
CRISPR, ER Stresi vb. bir cok yeni metod ile hastaliin tedavisine yonelik
calismalarda oldukga hizlanmistir. Ozellikle ¢ok benzer bir hastalik olan
SMA’nin Nuisnersen adi verilen ve FDA'den onay alan bir Anti-Sens
Oligonukleotid aracihdi ile tedavisi benzer hastaliklar icin buyuk bir umut

olmustur.

Huntington hastaliginin molekuiler mekanizmasi ve tedavisine yonelik
calismalarda hucre modelleri olusturmak hasta sayisinin azligi, gerekli ve yeterli
miktarda doku temin etmek, etik nedenler gibi bir ¢ok farkli etkenden dolayi
daima bir zorunluluk olarak ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle hastalik Gzerine galisan
ve calismak isteyen arastirmacilar molekuler klonlama teknikleri kullanarak
Huntington hiicre modelleri Gretmek durumunda kalmigtir. Uretilen hiicre
modelleri sitoplazmada birikim gdsteren mutant huntington proteini ile
karakterizedir (Arrasate M., Siddartha M. ve ark. 2004). Bu modeller ile yapilan
calismalar protein agregasyonunu azaltma ve geri dondurmek Uzerine

olabilecegi gibi, DNA ve RNA duzeyinde uygulanacak tedavilerle protein
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agregasyonunu henlz baslamadan engellemek Uzerinede kurulabilir. Hucre
modelelleri Uzerinde gergeklestirilen galismalari mutlaka hayvan modelleri ve

nihai olarak klinik calimalar takip etmelidir.

Bizde calismamizda literature bennzer ve uyumlu sekilde molekuler
klonlama teknikleri kullanarak Huntington hucre modelleri elde etmeyi
hedefledik. Bu sayede takiben gerceklestirmek istedigimiz genetik tedaviye
yonelik calismalarimizi bu modeller Uzerinde uygulayabilecegiz. Bu modeller
uzerinde gergeklegtirilecek basarili galigmalari takiben hayvan deneyleri ve

klinik uygulamalar yapabilmek en 6nemli hedeflerimiz olacaktir.



3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Reaktifler

3.1.1. Cihazlar

Yatay Elektroforez Sistemi
Elektroforez icin gu¢ kaynagi
Analitik terazi

Isiticili manyetik karistirici
Mikrodalga firin

PZR cihazi

Otomatik pipet takimi
Sogutmali santrifij
Spektrofotometre

Su banyosu

UV transilluminator

Vorteks

Klas Il biyolojik emniyet kabini
Co2 etuv

Etav

ZOE™ Fluorescent Cell Imager

Nicon Eclipse Ti Floresan Mikroskop

3.1.2. Kitler ve Reaktifler
* PoliQ25-103 Sentetik genler, EcoRI ve Bam HI Restriksyon Enzim ve

Bufferlari,

pcDNA3.1-GFP floresan protein flzyonlu memeli

26

ekspresyon

plasmidi, Hizli DNA Ligasyon Kiti, Taq DNA polimerase, Plazmid izolasyon Kiti,
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Lipofektamin 3000 transfeksiyon kiti, Agarose, DNA Ladder, HEK293 hucre
hatti, SHSYSY hucre hatt

3.2. Sentetik Genlerin Temini

Huntington hicre modellerinin olusturulmasi i¢in Huntington geninin ilk
ekzonunda yer alan 17 aminoaside ait DNA dizisini takiben sirasi ile; kontrol
olarak 25 CAG kodon tekrari (PoliQ25) ve 103 CAG kodon tekrari (PoliQ103)
icerecek sekilde sentetik olarak urettirilmigtir. Daha sonra gergeklestirilecek
klonlama asamalarina uygun olarak sentetik genlerin 5 ve 3’ uclarina

restriksyon enzim kesim bolgeleri yerlestiriimistir.

3.3. Restriksiyon Kesim Reaksiyonu

Restriksiyon Restriksiyon kesimi yapilacak PoliQ25, PoliQ103 sentetik
genleri ve klonlamanin yapilacagi floresan pcDNA3.1-GFP plasmidi icin Tablo
3-1 de yer alan protokol uyarinca reaksiyonlar hazirlandi. Kesim 37 °C de 2
Saat yapildi. Takiben 65 °C de 20 dk bekletilerek enzim inaktivasyonu
gerceklestirildi.

Tablo 3-1: Restriksyon Kesim Reaksiyonu

Adi Hacim
Steril Deiyonize Su 16.3 ul
10X Restriksyon Enzim Buffer 2 ul
Acetile BSA 0.2 ul
DNA 1 ug/ml 1.0ul
Restriksyon Enzim 10 u/ul 0.5ul
Total 20 ul

3.4. DNA Ligasyon Reaksiyonu

Enzim Kesimini takiben ligasyona hazir poliQ25 ve PoliQ103 sentetik DNA'lari
ile pcDNA3.1-GFP plazmidinin ligasyonu igin Tablo 3-2 de yer alan sekilde her
bir gen igin reaksiyon karigimlari hazirlanir. Karigim 22 °C de 5 Dakika inklibe
edilir. Inkibasyonu takiben transfeksiyon yapilabilecedi gibi reaksiyon karisimi

+4 °C de ileri bir kullanim i¢in de saklanabilir.
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Tablo 3-2: DNA Ligasyon Reaksiyonu

Adi Hacim
Lineer Plazmid DNA’si (100ng/ul) 1ul
insert DNA (100 ng/ul) 3ul
5X hizl ligasyon tamponu 4 ul
T4 DNA Ligaz 5 u/ul 1ul
Deiyonize Su 11 ul
Toplam 20 ul

3.5. pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 ve pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidlerinin
E.coli DH5a bakteri hiicrelerine transformasyonu

3.5.1. Inoue Tamponu Kullanilarak Kompetant Hiicrelerin Hazirlanigi

Gece boyu sivi LB besiyerinde inkube edilen DH5a hicrelerinden 2mi
alinarak taze 250 ml sivi LB besiyerine ekimi yaapilir. EKimi yapilan taze kultar
belli araliklar ile dlglilerek ODeoo de 0,55 olana kadar inkiibe edilir. istenilen
degere ulasilinca kultur 50 ml’lik santrflj tiplerine alinarak 10 dakika buzda
bekletilir. Daha sonra kuiltur +4 °C 2500 g'de 10 dakika santrifuj edilir.
Supernatant atilarak pellet Tablo 3'de detaylari belirtilen inoue transformasyon
tamponu ile buz uzerinde ¢ozullir. Hucreler yukarida bahsedilen sartlarda
yeniden santrifQj edilir. Supernatant atilir. Pellet 20 ml inoue transformasyon
tamponu ve 1.5 ml DMSO eklenerek ¢ozulur. Hucreler hemen transformasyon

icin kullanihir ya da uzun sureli muhafaza ic¢in hizla dondurulur.

Tablo 3-3: Inoue Transformasyon Tampon igerigi

Inoue Transformasyon Tampon 1 Litre igin

55 mM MnCl; 10.88 gr
15 mM CacCl, 2.20 gr
250 mM KCL 18.65 gr
10 mM PIPES (0.5M, pH 6.7) 20 ml
H.0O 1 litreye tamamlanir
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3.5.2. Transformasyon Reaksiyonu ve Kolonilerin Segimi

200 ul kompetan hicreye 500 ng Plasmid DNA’si eklenir. DNA hicre
karisimi 30 dk buzda bekletilir. Daha sonra 42 Co de 90 saniye I1sI soku
uygulanir ve tip yeniden buza alinarak 5 dakika bekletilir. Transformasyon
karigsiminin tzerine 800 mikrolitre sivi LB besiyeri eklenerek 37 Co de 60 dakika
inkibe edilir. Daha sonra hucreler klonlamanin dogrulanmasi igin ampisilin

iceren kati LB besiyerine ekilirek bir gece 37 Co de inklbe edilir.

3.5.3. Klonlanmis Kolonilerden Plazmid izolasyonu

Ampisilin iceren secic besiyerinde buyuyen koloniler secilerek 100 ml sivi
LB besiyerine ekilerek gece boyu 37 C° de inkube edilir. Ertesi glin kultlirden
InnuPrep Plasmid Midi (Analytik Jena AG) kiti kullanilarak ureticinin 6nerdigi

protokol geregince plazmid izolasyonu gerceklestirilmigtir.

3.5.4. Plazmidlerin Restriksyon Enzim Kesimi ile Dogrulanmasi

izolasyonu gergeklestirilen plazmidler BAMHI restriksyon enzimi ile tablo
3-1’'de yer alan reaksiyon karisimi hazirlanarak 37 C° de 90 dakika kesime
ugratiimis. Kesim sonuglari %1’lik agaroz jel Uzerinde ortalama 120 Volt gug¢

altinda yaklasik 1 saat yurutalmastur.

3.6. pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 ve pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidlerinin
HEK293 ve SHSYS5Y hiicre hattina Transfeksiyonu

3.6.1. Hiicre Kiiltiirii Hazirlanisi ve inkubasyonu

Ticari olarak temin edilen HEK293 ve SHSY5Y hucre hatlar Ureticinin
onerdigi protokol uyarinca acildi ve alt kaltur icin daima yuksek—glikoz igerikli
DMEM besiyerinde buyutuldid. Calisma boyunca besiyerlerine %10 FBS ve %1
Penisilin — Streptomisin antibiyotik karigimi eklendi. Hucreler %5 oraninda CO2
iceren ortamda inkibe edildi. Yapigkan ozellikli HEK293 ve SHSYS5Y hucre
hatlarinin petri kaplarindan kaldirlarak pasajlanmasi i¢in sirasi ile 3x ve 1x
tripsin kullanildi.

3.6.2. Transfeksiyon Reaksiyonun Hazirlanigi

Transfeksiyon icin Lipofectamine™ 3000 Reagent kiti kullaniimistir.
Hucreler Transfeksiyon oOncesi 6 kuyucuklu plakalar igerisine ekilmistir ve
ureticinin 6nerdigi protokol uyarinca HEK293 ve SHSYSY Hucreleri % 70-90
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yogunluga ulasincaya kadar buyutulmustar. Kit icerisinde yer alan lipofektamin
3000 ve P3000 reaktifleri 125°er mikrolitre olacak sekilde opti-mem besiyeri
icerisinde seyreltimis, ayrica kuyucuk basina 2.5 mikrogram plazmid DNA’sI
P3000 reaktifine ilave edilmigstir. Takiben iki tlp birbirine karistirilarak 10 dakika
boyunca oda sicakliginda inkibe edimigtir. Elde edilen karisim nazikge
damlatilarak hdcrelerin Gzerine eklenmis ve hlcreler 24., 48. Ve 72. saatlerde

goruntulenmistir.

3.7. Transfekte olmus HEK293 Hiicre hattinin ZOE™ Fluorescent Cell
Imager ile goruntilenmesi

Transfekte olan hicreler BioRad marka ZOE™ Fluorescent Cell Imager ile optik
ve digital yakinlastirma teknigi kullanarak goruntulenmigtir. Goruntiler cihaz

yazilimi taarafindan kayit altina alinmistir.

3.8. Transfekte olmus HEK293 Hiicre hattinin Nicon Eclipse Ti model
floresan mikroskop ile goriintiilenmesi

Transfekte olan hucreler Nicon marka Eclipse Ti model floresan mikrokop ile
40x ve 100x buylatme altinda goérintilenmis. Gorlntiler Nicon NIS-Elements
yazihmi kullanilarak kayit altina alinmig ve analiz edilmigtir. Her bir goruntu

beyaz isik, floresan i1sik ve merge olmak Uzere ug¢ sekilde kayit altina alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sentetik Genlerin Memeli Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

4.1.1. Plazmide Klonlama

Sentetik olarak temin edilen Htt geninin ilk ekzonunda yer alan 17
aminoasidi kodlayan DNA dizisini takiben 25 ve 103 adet CAG tekrar tasiyan
oligonukleotid parcalar ve Memeli ekspresyon vektori pcDNA3.1-GFP EcoRI
kesim bolgeleri olusturmak igin restriksiyon enzim kesim reaksiyonuna
ugratilimig ve akabinde DNA ligasyon reaksiyonu kurularak ilgili sentetik gen
bolgesinin plazmide yerlegtiriimesi saglanmistir. Ligasyonun dogrulugunu
kontrol etmek igin reaksiyon karisimindan alinan plazmidler BAM HI restriksyon

enzimi kullanilarak kesime ugratilmistir (Sekil 4-1).

Sekil 4.1. BAM HI Plazmid kesim reaksiyonu

1) Marker 1 Kb DNA Ladder 2) pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 3) pcDNA3.1-GFP-PoliQ25
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4.2. PoliQ25 ve PoliQ103 plazmidlerinin transformasyonu

4.2.1. Transformasyon
Ligasyon reaksiyonu basaril klonlarin segimi ve ¢ogaltimi i¢in E.coli DH5
alpha bakteri hucrelerine transforme edilmistir. Kultirler 37 °C derecede

ampisilin iceren besiyerinde bir gece inkiibe edilmistir (Sekil 4-2).

Sekil 4-2: Transformasyonu takiben ampisilin iceren segici besiyeri
goruntileri 1) PoliQ25 igin negative Kontrol, 2) PoliQ103 icin Negatif Kontrol, 3)
PoliQ25 plazmidi tagiyan koloniler, 4) PoliQ 103 tagiyan koloniler.

4.2.2. Plazmid izolasyonu ve Kesim ile dogrulama

Ampisilinli besiyerinde segici olarak buyldylen koloniler toplanarak bir
gece 37 oC de sivi LB besiyerinde buyuatilmis ve daha sonra plazmid
izolasyonu gergeklestiriimistir. izolasyonu takiben plazmidler klonlamanin
dogrulugunu ispatlamak igin BAM HI restriksyon enzim kesim reaksiyonuna

ugratiimis ve lineer hale getirilerek %1’lik agaroz jelde yuratulmustur (Sekil 4-3).
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8000bp

6000bp

5000bp
4000bp

3000bp
Y. R

Sekil 4-3: BAM HI enzimi ile Transformasyon Sonrasi Plazmid Kesimi

4.3.PoliQ25 ve PoliQ103 Plazmidlerinin HEK293 Hiicre Hattina
Transfeksiyonu ve GFP-Fuzyonlu mutant Htt proteini birikiminin
gosterilmesi

pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 ve pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidlerinin
HEK293 hicre hattina transfeksiyonlari gerceklestrilmistir. 24., 48. ve 72.
Saatlerde 6nce ZOE™ Fluorescent Cell Imager ve takiben Nikon ECLIPSE Ti

Floresan Mikroskop ile gorunttlenmisgtir.

4.3.1. HEK293 Transfeksiyonlarinin ZOE™ Fluorescent Cell Imager ile
goruntilenmesi

PoliQ25 ve PoliQ 103 transferlerinin  HEK293 hicre hatlarina
transfeksiyonunu takiben ZOE™ Fluorescent Cell Imager ile yapilan
goruntilemelerde her iki plazmidin de basarili olarak hicre hattina transfekte

oldugu gorulmustar.

pcDNAS3.1-GFP-PoliQ25 plazmidlerinin transfekte oldugu hiicrelerde Htt-
GFP flzyon proteininin eksprese oldugu ve literatire uygun olarak hicre
sitoplazmasinda homojen olarak dagildigi gorilmustir. Bu kanitlar 1s1ginda
Huntington geninin 17 aminoasidlik ilk ekzonunu ve takiben 25 CAG kodonunu

kodlayan DNA bdlgesinin kodladigi proteinin sorunsuz olarak u¢ boyutlu
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yapisina kavustugu ve sentezlendigi bolgeden ayrilarak sitoplazma igerisine
ulastigr ortaya konmustur. Hucre cekirdeklerinin 1sima yapmamasi bu olguyu
destekleyen diger bir kanit olarak ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 4-4, Sekil 4-5, Sekil
4-6).

pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidlerinin basarih sekilde klonlanarak
transfekte oldugu hucrelerde mHtt-GFP fuzyon proteininin eksprese oldugu ve
floresan isik altinda kuvvetli parlamalar veren ve zamanla blylyen agregatlar
olusturdugu goézlenmistir. Bu kanitlar literatlire uygun olarak 103Q-GFP fiuzyon
proteinlerinin 35 CAG tekrarinin asilmasi durumunda B-katlanmalar yapmak
sureti ile patalojinin basladigini ifade eden literatir bilgisi ile uyumlu olarak
hlcre icinde biriktigi gozlenmistir. Bu birikimin hucrelere verdigi zarar 6zellikle
48. Saatden sonra pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi tasiyan hucrelerin
pPcDNA3.1-GFP-PoliQ25 tasiyan hlcrelere gore daha yogun olarak oldugunin
gOzlenmesi ile desteklenmistir (Sekil 4-7, Sekil 4-8, Sekil 4-9).




Sekil 4-4: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmis HEK293
hiicrelerinin Beyaz ve Floresan Isik altinda ki 24. Saat Gorintisii

Sekil 4-5: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmis HEK293
hiicrelerinin 48. Saat Goruntisi
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Sekil 4-6: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmis HEK293
hiicrelerinin 72. Saat Goriintiisi

36
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Sekil 4-7: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmis HEK293
hucrelerinin 24. Saat Goriintlisi

Sekil 4-8: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmis HEK293
hiicrelerinin 48. Saat Goriintlisi
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Sekil 4-9: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmis HEK293
hucrelerinin 72. Saat Gorintusii

4.3.2. HEK293 Transfeksiyonlarinin Nikon Eclipse Ti Floresan Mikroskop
ile goriintilenmesi

Floresan mikroskop ile ZOE™ Fluorescent Cell Imager ile yapilanlara
nazaran ¢ok daha detayli ve tek bir hicreyi hedef alabilen goéruntilemeler
yapilmistir. Floresan goériintilemeleri (i¢ farkli sekilde gerceklesmistir. ilk olarak
beyaz ve yesil floresan is1gin ortak olarak aydinlatmasi (Merge) saglanarak
dogru hiicrenin secilimi ve floresan isimanin yeri saptanmistir. ikinci olarak
yalnizca yesil floresan i1sima altinda GFP flzyon proteinlerinin i1simasi
saptanmistir. Son olarak ise beyaz isikta hicrenin detayli gorintilenmesi
gerceklestiriimistir. Yapilan bu goruntilemelerde yukarida yer alan goruntuler ile
uyumlu olarak pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidinin transfekte oldugu
hicrelerde floresan 1simanin homojen olarak dagildigi gosterilmistir (Sekil 4-10,
Sekil 4-11, Sekil 4-12). pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi tasiyan hucrelerde

ise floresan isimalarin hicre sitoplazmasinin bir noktasinda toplanarak yogun
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bir 1gima verdigi gozlenmigtir. Bu veri GFP proteini ile fuzyon halinde
sentezlenen 103 CAG tekrari tagiyan mHtt proteininin B-katlanmalar nedeni ile
dogru bir sekilde katlanamayarak hucre icinde agregatlar seklinde biriktigini
kanitlamaktadir (Sekil 4-13, Sekil 4-14, Sekil 4-15).

Sekil 4-10: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmis HEK293
hiicrelerinin Sirasi ile 40x ve 100x 24. Saat Goriintisi
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Sekil 4-11: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmis HEK293
hiicrelerinin Sirasi ile 40x ve 100x 48. Saat Goriintlsi

Sekil 4-12: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmis HEK293
hiicrelerinin Sirasi ile 40x ve 100x 72. Saat Goruintlsii
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Sekil 4-13: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmis
HEK293 hiicrelerinin Sirasi ile 40x ve 100x 24. Saat Gorlintiisii
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Sekil 4-14: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmis
HEK293 hiicrelerinin Sirasi ile 40x ve 100x 48. Saat Goriintis

Sekil 4-15: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmis
HEK293 hiicrelerinin Sirasi ile 40x ve 100x 72. Saat Goriintiisii
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4.3.3. SHSY5Y Transfeksiyonlarinin ZOE™ Fluorescent Cell Imager ile
goruntulenmesi

SHSY5Y noral dokulardan elde edilen bir ndroblast hicre hattidir. Uzun
suredir norodejeneretif hastaliklar icin model gorevi gormektedir. Yaptigimiz
calismalar da SHSYSY hatlarinin canlihginin ve devamliliginin HEK293’e goére
¢ok daha zor oldugu go6zlenmistir. Bu nedenle SHSYSY hdacreleri ile
gelistirilecek kararli bir Huntington modelinin ve bunu gergeklestirmeye yarayan

optimize bir yontemin olusturulmasi oldukga 6nemli gozikmektedir.

Her iki plazmidin de SHSY5Y hicrelerine basarili bir sekilde transfekte
oldugu ZOE™ Fluorescent Cell Imager ile g0sterilmistir. Literatire ve
calismamizda HEK293 hucrelerinde gozlenen verilere uygun olarak pcDNA3.1-
GFP-PoliQ25 plazmidinin basarili bir sekilde transfekte ettigi hicrelerde
floresan 1sima hicre sitoplazmasinda homojen bir sekilde dagilmistir (Sekil 4-
17, Sekil 4-18, Sekil 4-19). Buna karsin pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidinin
transfekte ettigi hucrelerde floresan i1sima yanlis katlanan mHtt proteininin
olusturdugu agregatlar Gzerinde yogun noktalar olarak gozlenmistir (Sekil 4-20,
Sekil 4-21, Sekil 4-22).

Sekil 4-16: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmis SHSY5Y
hiicrelerinin 24. Saat Goriintiisii
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Sekil 4-17: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmis SHSY5Y
huicrelerinin 48. Saat Goriintlisi

Sekil 4-18: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmis SHSY5Y
hiicrelerinin 72. Saat Goriintlisi



Sekil 4-19: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmis
SHSY5Y hiicrelerinin 24. Saat Goruntusii

Sekil 4-20: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmis
SHSYS5Y hicrelerinin 48. Saat Goruntusii
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Sekil 4-21: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmis
SHSY5Y hiicrelerinin 72. Saat Gorlintiisi

4.3.4. SHSY5Y Transfeksiyonlarinin Nikon Eclipse Ti Floresan Mikroskop
ile goriintilenmesi

Transfekte olmus SHSYS5Y hdcrelerinin  floresan  mikroskop ile
goruntulenmesin de HEK293 hucrelerinin goruntulenmesi ile ayni metod
kullaniimistir. Hucreler Beyaz,Floresan ve Merge olma uzere ug¢ farkh 1sik
kaynag! altinda goruntilenmigtir. Literatire ve galismamizda kullanilan HEK293
hidcre hatti goruntulerine uyumlu olarak pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidini
tasiyan hucrelerde agregat olusumu gosterilmistir. Calismalar da HEK293
hicrelerinden farkli olarak SHSYSY hucreleri sinir hlcreleri ile karakterize
sitoplazmik uzantilar yaptigi gézlenmistir. Bazi hiacreler de yanhs katlanmig

protein birikiminin bu uzantilar igerisinde lokalize oldugu gozlenmigtir.
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Sekil 4-22: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmis SHSY5Y
hucrelerinin 24. Saat Goriintlisi

Sekil 4-23: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmis SHSY5Y
hiicrelerinin 48. Saat Goriintlisii

o

& A ARy
Pt

Sekil 4-24: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmis SHSY5Y
hicrelerinin 72. Saat Goriintusii
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Sekil 4-25: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmis
SHSY5Y hiicrelerinin 24. Saat Goruntusii

Sekil 4-26: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmisg
SHSY5Y hiicrelerinin 48. Saat Goriintlisii

Sekil 4-27: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmis
SHSY5Y hiicrelerinin 72. Saat Goriintisii
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5. TARTISMA

Calismamizda bir nérodejeneretif bozukluk olan Huntington hastaliginin
molekller mekanizmasinin kesfedilmesi ve olasi tedavi yontemlerinin kesfine
yonelik olarak Universitemizde ve bolimimuizde vyapilmasi planlanan

calismalara dnculuk etmesi igin Huntington hiicre modelleri geligtiriimigtir.

Noérodejeneretif hastaliklar dlinya Gzerinde milyonlarca insani etkileyen
genis bir hastallk grubunu ifade eder. Nedenleri bakimindan cesitlilik ve
hastaliga 06zglin patalojiler gosterselerde neredeyse tamami genetik
mutasyonlar sonucu dogal yapilari bozulan ve hulcre igerisinde birikerek toksik
bir etki gosteren mutant proteinler nedeni ile olusur. Parkinson ve Alzheimer gibi
hastaliklarda genetik probleme ek olarak yas ve benzeri bir gok baska neden
hastaligin patalojisine katikida bulunarak multifaktoriyel bir sebepler agi
olusturabilirken, Huntington gibi 6rneklerde yalnizca tek bir gen (zerinde
meydana gelen mutasyon kendi basina hastaligin nedeni olabilir.
Noérodejeneretif bozukluklar toksik etkinin meydana geldigi hiicre, doku grubuna
bagli olarak, hastaliga 6zgun farkli fenotipler gosterirler. Bu toksik etki basit
hareket bozukluklari, hafiza kaybi, psikiyatrik sorunlar, fel¢ ve hatta olimle
noktalanan bir ¢ok klinik bulguya neden olabilir. Bu nedenle de nérodejeneretif
hastaliklarin 6nlenmesi, tedavisi, ya da seyrinin hafifletiimesi tip alaninda
Ozellikle de son yillarda Uzerine odaklanilan konulardan biri olmustur.
Norodejeneretif  bozukluklarin  molekuler altyapisinin  6grenilmesi ve bu
mekanizmanin tamir ya da tedavi edilmesi molekuler tip biliminin en énemli

ugraglarindan biri haline gelmigtir.

Huntington hastaligi (HD), otozomal dominant genetik gegis gdsteren,
koretik (titreme,sigrama) hareket, psikolojik ve davranigsal bozukluklar ile
karakterize bir norodejeneretif bozukluktur. Huntington’'un genetik temeli, 4.
Kromozomda bulunan HD geninin ilk ekzonunda bulunan ve glutamin kodlayan
CAG kodonunun fazla miktarda tekrar etmesi ile olusan mutant huntingtin

(mHTT) proteininin verdigi norolojik hasardir.

Literatirde Huntington hicre modelleri olustumak adina molekuller

klonlama tekniklerinin kullanildi§i c¢aligmalar bulunmaktadir. Uretilen hiicre
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modelleri sitoplazmada birikim gosteren mutant huntington proteini ile
karakterizedir. Bizde c¢alismamizda literatire benzer ve uyumlu sekilde

molekuler klonlama teknikleri uygulayarak Huntington hiicre modelleri elde ettik.

Transfeksiyon ve klonlama i¢in pcDNA3.1-GFP isimli memeli ekspresyon
vektoru kullaniimistir.  Bu vektor hicrede mutant protein birikiminin
gosterilemesini saglamak adina gerekli olan floresan 1sima igin yesil floresan
protein (GFP) ile fuzyon olusturulmasina izin vermektedir. 25 CAG tekrari
tasiyan vahsi tip ve 103 CAG tekrar kodonu tasiyan toksik mHTT Exon 1 gen
bdlgesi vektor Uzerinde yer alan ¢oklu klonlama alaninda ki kesim bolgeleri
kullanilarak ve GFP ile fuzyon bir protein olusturacak sekilde tasiyici vektor

uzerine klonlanmistir. Klonlamanin varhigi agaroz jel izerinde gosterilmigtir.

Kontrol ve Mutant Htt tasiyan vektérimiz  Lipofectamine 3000
transfeksiyon reaktifleri kullanilarak hem HEK 293 hem de SHSYS5Y hucre
hatlarina transfekte edilmigtir. Hucreler transfeksiyon sonrasi u¢ gun yukek
glikozlu DMEM besiyerinde buyutlilmis ve 24., 48. Ve 72. saatlerde Floresan
mikroskobu altinda goruntulenmistir. Elde edilen goruntuler klonlamanin basaril
bir sekilde gergeklestigini ve Mutant Htt proteinlerinin olusturdugu agregatlarin
hicre sitosollerinde biriktigini gostermistir. Kontrol grubunda ise her hangi bir
birikim olmamig, floresan i1sima hicre sitosélinde homojen bir sekilde

gozlenmisgtir.

Huntington ve diger noérodejeneretif hastaliklarin tani ve tedavisine
yonelik calismalar yogun olarak surmekle birlikte hentz bu hastaliklar icin etkili
bir tedavi yontemi gelistirilememistir. Ozellikle Ulkemizde bu yénde yapilan
calismalarin azligi bizi bu c¢alismayl yapmaya iten ana etken olmustur.
Noérodejeneretif hastaliklarin tedavisine yonelik olarak son yillarda gelistirilen
Ozellikle DNA ve RNA temelli yaklagimlar nérodejeneretif hastaliklarin tedavisi
icin olduk¢a umut vericidir. Diger bir poliQ temelli hastallk olan SMA’nin
tedavisinde kullanilan Nusinersen isimli ASO’nun FDA’dan onay almasi ve
hastalar Uzerinde basarih bir gekilde kullaniimasi benzeri yaklagimlarin
Huntington’un da dahil oldugu diger poliQ hastaliklari igin de uygulanabilir
oldugunu dusundurmektedir. Son zamanlarda Uzerine yogunlasilan diger bir

konu ise ER stresinin Huntington Uzerinde ki neden-sonug iligkisidir. Bu ilisikiyi
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dogru bir sekilde ortaya koyabilmek hastaligin molekuler patalojisini anlamak ve
yeni tedaviler 6nermek igin mutlak surette énemlidir. TUm bunlar géz 6nlune
alindiginda Huntington gib nérodejeneretif hastaliklarin tedavisi icin molekuler
yaklagimlar geligtirerek 6zgun calismalar Uretmek ve hem bilime hem de

gelistirilebilecek olasi tedaviler ile ulkemize katkida bulunmak bir zorunluluktur.

Calismamiz ile birlikte Huntington hicre modellerinin elde edilmesi ve
belki de daha onemli olarak dogru sekilde ¢alisan ve uygulunabilir optimize bir
metodun gelistiriimis olmasi bu agidan olduk¢ga 6nemlidir. Calismamizda hem
HEK293 gibi genel bir hicre hatti Uzerinde hem de bir néronal hlcre hatti olan
SHSYSY uzerinde huntington patalojisine sahip hicre modelleri elde edilmistir.
Ozellikle néroblastoma hiicre modelleri kullanilarak yapilacak daha ileri
calismalar oncelikle hastaligin molekuler mekanizmasini ¢ozmek ve akabinde

de yeni tedavi ve terapi yontemleri dnermek igin kuvvetli bir ilk adim olmustur.

Bu yontem sayesinde bolumumuzde ve Ulkemizde yakin gelecekte
gerceklestirilecek gerek Huntington gerekse diger Norodejeneretif hastaliklar
icin benzer modellerin olusturulmasi mumkun olacaktir. Hucre modellerinde
elde edilecek basarili ¢alismalari hayvan modelleri ve nihai olarak klinik

denemeler takip edecektir.
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