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ÖZET 

CAMCI H. Nörodejenaritif Hastalıkların Tedavisi Çalışmalarında Kullanılmak 

Üzere Huntington Hücre Hattı Modellerinin Üretilmesi. İstanbul Üniversitesi 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Moleküler Tıp ABD. Doktora Tezi. İstanbul. 2018. 

Nörodejeneretif hastalıklar çağımızın en önemli sağlık sorunlarından biri olup 

birçok insanı etkilemektedir. Alzheimer, Parkinson, MS ve Huntington gibi birçok 

çeşidi olan bu hastalıklar genel itibarı ile anormal, yanlış katlanmış proteinlerin 

birikimi sonucu meydana gelmektedir. 

Huntington hastalığı genetik geçiş gösteren, koretik hareket, psikolojik ve 

davranışsal bozukluklar ile karakterize bir nörodejeneretif bozukluktur. 

Huntingtin proteinini kodlayan HD geninin 1.Exonunda bulunan Glutamin 

kodlayan CAG kodonunun fazla miktarda tekrar etmesi nedeni ile oluşur. İlk on 

yedi aminoasidi takiben başlayan CAG kodon tekrarlarının otuz beşi aşması 

durumunda hastalık görünür. Oluşan mutant proteinler sitoplazmada birikerek 

toksik bir etkiye neden olur.   

Nörodejeneretif rahatsızlıklar son yıllarda moleküler tıbbın ilgisinin yoğunlaştığı 

bir hastalık grubudur. Bir tek gen hastalığı olarak Huntington tüm 

nörodejeneretif rahatsızlıklara yönelik tedaviler geliştirebilmek için iyi bir 

başlangıç noktası ve model olarak görünmektedir.    

Çalışmamızda moleküler gen klonlama teknikleri kullanılarak huntington 

hastalığının tedavisine yönelik gerçekleştirilmesi planlanan çalışmalarda 

kullanılmak üzere model hücre hatları elde edilmiştir. Başarılı bir şekilde elde 

edilen bu hücreler, ileride gerçekleştirmek istediğimiz daha ileri ve detaylı 

çalışmalar için temel alacağımız modeller olacaktır. 

Anahtar Kelimeler: Nörodejeneratif Hastalıklar, Huntington, Çoklu Glutamin 

Zinciri, Model Hücre Hattı, Protein topaklanması,  

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. 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 İstanbul University, Institute 

of Health Science, Department of Molecular Medicine. İstanbul. 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. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Parkinson, ALS, Alzheimer, MS, Huntington ve benzeri bir çok hastalığın 

içinde bulunduğu nörodejeneretif hastalıklar dünya nüfusunun önemli bir 

bölümünü etkilemektedir. Nörodejeneretif hastalıklar proteinlerin yanlış 

katlanarak sinir hücreleri içerisinde birikmesi ve toksik etkiler oluşturması 

sonucu meydana gelmektedir. Geri döndürülemeyen bu toksik etki basit hareket 

bozuklukları, hafıza kaybı, psikiyatrik sorunlar, felç ve hatta ölümle noktalanan 

bir çok klinik bulguya neden olabilir. Bu nedenle nörodejeneretif hastalıkların 

önlenmesi, tedavisi, ya da seyrinin hafifletilmesi tıp alanında daima üzerine 

yoğunlaşılan konulardan biri olmuştur. Farklı türlerinde farklı etmenlerin dahli 

olmakla birlikte nörodejeneretif hastalıkların neredeyse tamamı genetik 

temellere, bozukluklara dayanmaktadır ve tedavilerine yönelik yaklaşımlarda bu 

doğrultuda yürümektedir. Bu bağlamda nörodejeneretif  hastalıkların moleküler 

mekanizmasının keşfi ve bu mekanizmanın tamir ya da tedavi edilmesi 

moleküler tıp biliminin en önemli uğraşlarından biri haline gelmiştir.   

Huntington hastalığı, genetik geçiş gösteren, koretik (titreme,sıçrama) 

hareket, psikolojik ve davranışsal bozukluklar ile karakterize bir nörodejeneretif 

bozukluktur. Her 100.000 kişide ortalama olarak beş ila on kişide rastlanmakta 

olup, başlama çağına göre iki sınıfa ayrılmaktadır (Bates G, Harper P, Jones Lc 

2002). Juvenil HD olarak adlandırılan erken yaş sendromu genellikle 20’li 

yaşlardan önce başlar. Erişkin Sendrom ise ileriki yaşlarda ortaya çıkmaktadır. 

Huntington ölümcül olarak ilerleyen acımasız bir hastalıktır ve semptomların 

ortaya çıkmasını takiben ortalama yaşam süresi 15 ila 20 yıl arasındadır 

(Mestre D. Ve ark. 2009). 

Huntington’un genetik temeli, HD geninin ilk ekzonunda bulunan ve 

glutamin kodlayan CAG kodonunun fazla miktarda tekrar etmesi ile oluşan 

mutant huntingtin (mHtt) proteininin verdiği nörolojik hasardır. Normal koşullarda 

HD geni ilk onyedi aminoasidini takiben onbir ila otuz beş arasında tekrarlanan 

CAG kodonu içerir. Bu sayılar arasında ki bir tekrar proteinin normal işleyişini 

etkilemezken tekrar miktarının otuzbeşi aşması durumunda yüksek olasılık ile 

patalojik durum ortaya çıkar. (Rubinsztein DC ve ark. 1996) . Çalışmalar 
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göstermiştir ki yaş ile birlikte gen içerisinde yer alan CAG tekrarları artmaktadır. 

Ayrıca CAG tekrarlarının uzunluğu hastalığın ilerleme ve seyir şiddetini de 

etkilemektedir (Brinkman RR ve ark. 1997, Trottier Y ve ark. 1994, Brandt J ve 

ark. 1996).  

Son yıllarda Huntington hastalığının tedavisine yönelik bir çok yeni 

moleküler yaklaşım ortaya konulmuştur. Hücre içi protein kalite kontrol 

mekanizmasında rol alan moleküler şaperonların rolü,  DNA ve RNA temelli 

yaklaşımlar, Endoplasmik retikulum stresinin düzenlenmesi gibi yaklaşımlar 

bunlardan en önemlileridir. Bizde moleküler tıp anabilim dalı olarak genelde 

nörodejeneretif bozukluklar, özelde ise Huntington hastalığının moleküler 

mekanizmasının keşfine yönelik benzer çalışmalar yürütmek isteğindeyiz.  

Bu tezin amacı bölümümüzde yapılması planlanan Huntington 

hastalığının moleküler mekanizmasının aydınlatılması ve muhtemel tedavi 

yöntemlerinin keşfedilebilmesine yönelik çalışmalar için bir altyapı ve dayanak 

oluşturulması adına Huntington patalojisine sahip hücre hatları üretilmesini 

sağlamaktır. Tarafımızdan uygulanarak optimizasyonu sağlanan bu metod 

sayesinde hali hazırda ticari olarak bulunamayan model huntington hücre 

hatlarının elde edilmesi sağlanacaktır. Oluşturulan bu model hücre hatları ve 

metod öncelikle bölümümüzde ve devamında da ülkemizde yapılacak 

huntington çalışmaları için bir temel oluşturacak ve ileride yapılacak çalışmaları 

kolaylaştıracaktır.    
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Nörodejeneratif Hastalıklar 

Nörodejeneretif hastalıklar insan beyninde ki nöronları etkileyen 

hastalıklar için kullanılan şemsiye bir terimdir. Dünya çapında milyonlarca insanı 

etkilemektedir. Amerika’da beş milyon insan Alzheimer teşhisi ile yaşarken, 

parkinsonlu hasta sayısı da beşyüzbinin 

üzerindedir(‘’Https://www.niehs.nih.gov’’). Avrupa’da ise yedi milyonun üzerinde 

ki insan Alzheimer ile yaşamaktadır. Sinir hücreleri (nöronlar) vücut tarafından 

yenilenemezler. Bu nedenle Alzheimer, Parkinson, Huntington ve benzeri 

hastalıklar sonucu oluşan nöron kaybı telafi edilemez. Bunun sonucu olarak 

hareket bozuklukları,psikiyatrik sorunlar,demans ve hatta ölümle noktalanan 

hasarlar meydana gelmektedir (‘’Http://www.neurodegenerationresearch.eu’’). 

Bu hastalıkların bir çoğu genetik bozukluklar olmasına rağmen tümör, inme ve 

alkolizm nedenli olarak da oluşabilirler.  

Yaş ile ilişkili olan Alzheimer, Parkinson, ALS ve farklı olarak Huntington 

gibi birkaç poliglutamin hastalığı ve spinoserebral ataksinin farklı formları 

(SCA;SCA1-3, SCA6, SCA7) dahil olmak üzere neredeyse tüm nörodejeneretif 

hastalıklar ölüm sonrası beyin örneklerinde protein agregatlarının görülmesi ile 

karakterizedir (Harm H. Kmpinga, Steven Bergink 2016). Bu nedenle yanlış 

katlanmış proteinlerin insan beyninde birikimi bir çok nörodejeneretif hastalığın 

kritik özelliğidir (Rachel E Lake ve ark. 2017).  

  Proteinler fonksiyonlarını yerine getirebilmek amacı ile üç boyutlu 

konformasyonlarına ulaşmak zorundadırlar. Yapılan in-Vitro çalışmalarda 

proteinlerin kendi başlarına üç boyutlu konformasyonlarına ulaştıkları 

gösterilmiştir. Bunun sonucunda anlaşılmıştır ki proteinler nihai yapılarına 

ulaşmak için gerekli olan bilgileri aminoasit dizileri üzerinde taşımaktadır 

(Anfinsen,1973). Bununla birlikte hücre içinde hem süreci hızlandırmak hem de 

etkinliği arttırmak amacı ile katlanma aşamasına yardımcı proteinler eşlik 

etmektedir (Hartl 1996). Bunlar ısı şoku proteinleri olarak da adlandırılan 

şaperonlardır.  
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Proteinler yaşlanma, hücresel stres, genetik etmenler gibi birçok farklı 

nedenden dolayı üç boyutlu yapılarına katlanamayabilirler. Yanlış katlanmış 

(mis-folded) proteinler olarak adlandırılan bu moleküller hücrede birikerek 

sitotoksik etkiye neden olurlar. Bu birikimin ana neden olduğu, yanlış katlanmış 

protein hastalıkları ya da konformasyonel protein hastalıkları denilen ayrı bir 

hastalık grubu tanımlanmıştır ve bu hastalıkların nerede ise tamamı ALS ( 

amyotrophic lateral sclerosis) Alzheimer’s, Parkinson’s, Huntington’s gibi 

nörodejeneretif hastalıklardır. 

2.2. Poli Glutamin Zinciri (PoliQ) Kaynaklı Hastalıklar 

2.2.1. Çeşitleri ve Nedenleri 

Huntington’un da dahil olduğu poliglutamin (PoliQ) hastalıkları otozomal 

geçişli kalıtsal hastalıklarken Alzheimer, Parkinson ve Amyo-Trofik Lateral 

Sklerozun(X bağlantılı spinal bulbar kas atrofisi hariç) birçoğu sporadiktir (Harm 

H. Kmpinga, Steven Bergink 2016). 

Birbirleri ile ilişkisi tespit edilememiş en az 9 farklı proteinde; 

uzamış(genişlemiş) poliglutamin zincirlerinin nöronal işev bozukluğu ve 

dejenerasyona neden olduğu tanımlanmıştır. Tüm bu hastalıklarda poliglutamin 

zincirlerinin uzunluğunun hastalığın ortaya çıkış yaşı ve poliQ birikimi ile ilişkili 

olduğu gösterilmiş; hastalığın başlama yaşının tamamı ile poliQ zincirlerinin 

uzunluğu tarafından belirlendiği ortaya konmuştur. İlginç bir şekilde bahsedilen 

hastlıklarda poliQ zincir uzunluklarının patolojik etkilerinin başlaması için 

gereken tekrar sayısının hastadan hastaya değişenlik gösterebildiği ortaya 

çıkmıştır. Farklı poliQ hastalıklarının karşılaştırılması sonucu poliQ tekrarlarının 

uzunluğunun hastalığın ortaya çıkışı üzerinde ki etkisinin ve agregasyon 

birikimlerinin aynı zamanda poliQ zincirinin başında ve sonunda yer alan 

aminoasit dizisi ile de ilşikili olduğu görülmüştür. Bu bize agregasyonun 

oluşmasında başı ve sonu ile poliQ tekrar bölgesinin  doğrudan ya da protein 

kalite kontrol ağının bileşenleri ile etkileşimi nedeni ile dolaylı olarak rol 

oynadığını gösterebilir. Gerçekten de yapılan çalışmalar moleküler şaperonların 

farklı poliQ proteinlerinin işlenmesinde etkileri olduğunu göstermiştir. PoliQ 

zincirinin uzunluğunun kendisi, poliQ zincirinin öncül ve ardıl aminoasit dizileri, 

ilişkili olduğu diğer hücresel bileşenler, poliQ taşıyan proteinlerin işlenmesi ve 



 5 

translasyon sonrası modifikasyonlar farklı şekillerde polyQ agregasyonunda rol 

almaktadır (E.F.E. Kuiper ve ark. 2017).  

PoliQ agregatları diğer bir çok nörodejeneretif hastalıkta olduğu gibi 

hücresel protein döngüsüne ket vurabilirler (Soto 2003). Bu 9 mutant protein biri 

resesif kalıtsal geçişli; 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 üzere kalan sekizi dominant kalıtsal geçişlidir 

(Margolis ve Rose 2001). Tüm bu hastalıklarda poliQ zincirinin uzunluğu ile 

hastalığın ortaya çıkışı ve ilerleyişi ile doğrudan bir ilişki vardır. Tekrarlar ne 

kadar fazla ve zincir ne kadar  uzunsa hastalık o kadar erken başlar ve agresif 

bir şekilde seyreder. Farklı hastalıklarda poliQ zincirinin  uzunluğunun hastalığın 

başlaması ile ilişkisinin gösterdiği farklılık ve ek olarak aynı hastalığa sahip 

insanlarda farklı poliQ uzunluklarının hastalığın başlamasında ki etkisi, 

uzunluğun hastalık başlangıcı ile doğrudan ilişkisi olsa da yardımcı faktörlerden 

de etkilendiğini göstermektedir (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 Yönelik Yaklaşımlar 

Poliglutamin tekrarlarının öncül ve ardıl bölgelerinde yer alan aminoasit 

dizileri bir çok yoldan protein agregasyonunu etkiliyor ve yönlendiriyor gibi 

gözükmektedir. Muhtemeldir ki bu etkileşim her bir protein özelinde moleküler 

şaperonlar, ubiqutin proteozom sistem ve otofaji gibi hücrenin protein kalite 

kontrol sistemini oluşturan elementler üzerinden yürüyen farklı davranışların bir 

sonucu olabilir (Rubinsztein 2006).  

PoliQ zincirlerinin agregat formları merkezlerinde tanımlanmış β-büküm 

çekirdekler içerir. Uzamış PolyQ zincirlerinin β-büküm katlanma potansiyeli 

daha önce kanıtlanmıştır (Perutz ve ark. 1994). Ayrıca PoliQ zincirleri yan 

zincirlerinin yaptığı β-saç tokası ve bunlar arasında ki güçlü hidrojen bağları 

sayesinde β-tabakalanma da yapabilir (Hoop ve ark. 2016). Β-Saç tokaları 

agregasyon sürecinde önemli rol oynarlar. 25 tekrardan az poliQ içeren zincirler 
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kararlı β-saç tokası yapıları oluşturamazlar ve bu nedenle de agregasyonu 

başlatamazlar. Bu bilgi ışığında ancak yirmi beş glutamin tekrarından daha 

uzun zincirlerin kararlı bir β-saç tokası çekirdeği oluşturarak agregasyonun 

başlamasına neden olabileceği öne sürülmüştür (Kar ve ark 2011).  

β-saç tokası yapısının oynadığı kritik rol CAG tekrarlarında oluşan 

mutasyonun sonuçları ile daha net olarak ortaya konmuştur. Tekrar dizisinin 

içerisinde oluşabilecek CAG-CAT mutasyonu protein zincirine glutamin yerine 

histidin yerleşmesine neden olur. Zincir içinde glutaminden farklı herhangi bir 

aminoasidin varlığı β-saç tokası yapısının oluşamamasına 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 

farklı aminoasidin varlığının hastalığın ortaya çıkış yaşını geciktirdiği 

gösterilmiştir (Menon ve ark. 2013). PoliQ zincirleri farklı aminoasitlerin varlığı 

nedeniyle değişmez fakat bu aminoasitlerin varlığı proteinin agregasyonunun 

başlamasına neden olacak çekirdek formun oluşumunu engeller (Jayaraman ve 

ark. 2009, Menon ve ark. 2013). 

Belli şaperonlar protein yıkım makineleri ile birlikte hareket ederek poliQ 

içeren proteinlerde dahil olmak üzere hücresel yıkım süreçlerinde önemli rol 

oynamaktadır (Dekker ve ark. 2015). Birçok farklı şaperonun içinde yalnızca 

DNAJ ailesine ait Hsp70 ortak şaperonları olan DNAJB6 ve onun homoloğu 

DNAJB8’in glutamin zincirleri tarafından şekillendirilen β-tabaka ya da β-saç 

tokası yapılarının oluşmasında rolü olduğu gösterilmiştir. Huntingtin (Htt-119Q) 

birikimi baskılayıcılarını taramak için yapılan çalışmada proteinin 

agregasyonunun DNAJB6 ve DNAJB8 varlğında baskılandığı gösterilmiştir. Bu 

iki şaperon benzer şekilde ATXN3, Androjen reseptör (AR) ve saf poliQ 

zincirinin kendisi de dahil olmak üzere benzer yapıya sahip proteinler üzerinde 

aynı etkiyi göstermişlerdir (Hageman ve ark., 2010; Månsson ve ark. 2013). 

DNAJ şaperonları serin ve treoninden oluşan özgün bir 18 amino asitlik polar 

hidroksil grup taşırlar. Bu bölge DNAJB6 monomerinin bir yüzünde açıkta 

bulunmaktadır ve bu yüzeyin PoliQ proteinlerin oluşturduğu β-saç tokası 

yapılarında yer alan hidrojen bağları ile etkileşerek iş gördüğü tahmin 

edilmektedir (Månsson ve ark. 2013, Kakkar ve ark 2016).     
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Glutamin zincirinin uzaması yalnızca agregasyon eğilimini arttırmakla 

kalmaz, proteinin diğer kısımlarının konformasyonunu da etkiler. Buda protein 

üzerinde bulunan ve agregasyon eğilimini daha da arttıracak bölgelerin üç 

boyutlu yapıda ulaşılabilir hale gelmesine neden olabilir (Ellisdon ve ark, 2006; 

Kelley ve ark, 2009; Tam ve ark. 2009). Bu durum birbirini besleyerek 

hızlandırılmış bir agregasyon sürecini başlatır ki Huntingtin ve ATXN3 proteini 

için bu tarz bir mekanizmanın varlığı bilinmektedir (Ellisdon ve ark, 2007, 

Saunders ve ark. 2011).  

2.2.3. Bir PoliQ Hastalığı olarak Huntington 

Huntingtin görece büyük bir proteindir, ilk ekzonda bulunan poliQ zincirin 

N-terminal ucunda 17 aminoasidlik bir bölge ve C terminal ucunda ise poliprolin 

bir bölge içerir (Dehay ve Bertolotti, 2006; Rockabrand ve ark. 2007). N17 

bölgesi kendi kendine yüksek derecede çözünürdür (hidrofilik) ve özünde 

agrega olmaya karşı dirençlidir. Kompakt bir yapıya ve sarmal şekilde yıkılma 

eğilimine sahiptir (Thakur ve ark. 2009; Crick ve ark. 2013). PoliQ zinciri 

uzadıkça N17 domaini kendi üzerine katlanarak daha α-heliks bir hal alacak 

şekilde konformasyonel değişime uğrar ve hidrofobik yüzeyi ulaşılır pozisyona 

gelir. Bunun sonucu olarak agregasyon potansiyeli artar. (Kelley ve ark. 2009; 

Liebman ve Meredith, 2010). Htt'nin agregasyonu, bu α-heliks hidrofobik 

yüzeyin modifiye edilmesi ile önlenebilir (Tam ve ark. 2009) ve bu durum N17 

bölgesinin agregasyonun başlama anında önemli rolü olduğunu kanıtlar. İlginç 

bir şekilde N17 alanından yoksun sentetik polyQ peptidleri, çok daha yavaş 

agregasyon kinetiği göstermektedir. (Månsson ve ark. 2013; Monsellier ve ark. 

2015; Sahoo ve ark.). 

PoliQ proteinlerinin agregasyon davranışlarını etkileyen diğer bir faktör 

ise fragmantasyondur. Çalışmalar HD’de fragmante olmuş proteinin agregasyon 

kapasitesinin tam uzunlukta ki proteine göre daha fazla olduğunu göstermiştir 

(Mangiarini ve ark. 1996; Martindale ve ark. 1998). Şaşırtıcı olan bu durumun 

nedeni olarak hücre içi koruyucu mekanizmaların küçük parçalara ayrılan 

proteinin toksik kısımlarına; konformasyonel, yerleşimsel ve moleküler 

etkileşimlerinde ki değişiklikler nedeni ile müdahale etmekteki başarısızlığı 

olduğu düşünülmektedir (Matos ve ark. 2016).  
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Hayvan ve insanlarda yapılan çalışmalarda toksik N terminal parçasının 

proteinin kaspazlar tarafından yıkılması sonucu oluştuğu gösterilmiştir 

(Wellington ve ark., 2002; Sawa ve ark., 2005; Graham ve ark., 2006; Maglione 

ve ark, 2006 ). Kaspazların genetik ya da farmakolojik olarak inhibisyonu ya da 

mutasyonu HD’nin fenotipik etkilerinin ortaya çıkışını durdurabilir (Ona ve ark, 

1999; Chen ve ark, 2000; Aharony ve ark, 2015).   

Fosforilasyon, ubikutinasyon ve SUMOlasyon gibi translasyon sonrası 

modifikasyonlar (PMTs) da agregasyon kareketirini etkilemektedir. Bu 

modifikasyonlar proteinin konformasyonal yapısını değiştirir, alternatif bağlanma 

bölgeleri yaratarak şaperonlar ve proteazlar ile ilişkilierini etkiler. Bu etkiler 

agregasyonu pozitif yada negatif yönde değiştirebilir (E.F.E. Kuiper ve ark. 

2017). Proteazlar PoliQ proteinlerinin fragmantasyonunda anahtar rölü oynarlar. 

Proteazların inhibisyonu yada kesim bölgelerinde yapılan mutasyonlar 

hastalığın ortaya çıkma yaşını etkileyebilir (Ona ve ark, 1999; Chen ve ark, 

2000; Graham ve ark, 2006; Aharony ve ark, 2015).    

Htt’nin fosforilasyonu, kazpaz aracılı fragmantasyonun düşürülmesi 

aracılığı ile poliQ agregasyonunda azalmaya sebep olur (Luo ve ark. 2005; 

Warby ve ark. 2009; Humbert ve ark. 2001). 

2.3. HUNTİNGTON HASTALIĞI (HD) 

2.3.1. Genel Bilgiler  

Huntington hastalığı (HD), otozomal dominant genetik geçiş gösteren, 

koretik (titreme,sıçrama) hareket, psikolojik ve davranışsal bozukluklar ile 

karakterize bir nörodejeneretif bozukluktur. Asya’da daha düşük olmakla birlikte 

Avrupa ve Amerika’da Her 100.000 kişide ortalama olarak 5.7 kişide 

rastlanmakta olup, başlama çağına göre iki sınıfa ayrılmaktadır (Prigsheim T. ve 

ark. 2012). Bununla birlikte son yapılan çalışmalarda kafkas halklarında 

hastalığın prevelansının 100.000 de 12 vaka olduğunu göstermiştir (Rawlins 

MD ve ark. 2016). Hastalığın başlama yaşı 20-65 arasında değişiklik 

gösterebilir. Juvenil HD olarak adlandırılan erken yaş sendromu genellikle 20’li 

yaşlardan önce başlar. Erişkin Sendrom ise ileriki yaşlarda ortaya çıkmaktadır. 

HD genel olarak motor, bilişsel ve psikiyatrik bozuklukların bir kombinasyonu 
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olarak anlaşılabilir. Koretik hareket olarak adlandırılan kompleks hareket 

bozuklukları, Yönetsel yetenekleri etkileyen bilişsel sorunlar ve sıklıkla apati, 

depresyon,sinirlilik  belirtileri ile seyreden psikiyatrik sorunlar bu bozukluklara 

verilebilecek örneklerdir (Tiago E. Mestre ve Cristina Sampaio 2017).  

Hastalığın yönetim seçenekleri şu an için hala sınırlıdır ve nörodejenerasyonu 

veya genel olarak işlev kaybını yavaşlatmak için henüz herhangi bir tedavi 

yoktur. Bununla birlikte, son on yılda, semptomatik ve potansiyel nörokoruyucu 

tedaviler için çok daha fazla klinik çalışma yapılmaktadır. Ek olarak, gen 

susturma teknikleri ile erken insan çalışmaları da devam etmektedir (Kara J. 

Wyant, Andrew J. Ridder, Praveen Dayalu 2017). Tetrabenazine HD 

hastalarında sadece koretik haareketin için uygulanan tek tedavi yöntemidir 

(Warby SC, Graham RK, Hayden MR 1993). Hali hazırda Huntington ölümcül 

olarak ilerleyen acımasız bir hastalıktır ve semptomların ortaya çıkmasını 

takiben ortalama yaşam süresi 15 ila 20 yıl arasındadır (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 oluşan mutant huntingtin (mHTT) proteininin verdiği nörolojik 

hasardır. Bu nedenle HD tek gene bağlı tanımlanmış tek bir mutasyonun neden 

olduğu mendelyen genetik hastalıklar için iyi bir örnektir. Normal koşullarda HD 

geni ilk onyedi aminoasidini takiben onbir ila otuz beş arasında tekrarlanan CAG 

kodonu içerir. Bu sayılar arasında ki bir tekrar proteinin normal işleyişini 

etkilemezken tekrar miktarının otuzbeşi aşması durumunda yüksek olasılık ile 

patalojik durum ortaya çıkar. (Rubinsztein DC ve ark. 1996) . Çalışmalar 

göstermiştir ki yaş ile birlikte gen içerisinde yer alan CAG tekrarları artmaktadır. 

Ayrıca CAG tekrarlarının uzunluğu hastalığın ilerleme ve seyir şiddetini 

etkilemektedir (Brinkman RR ve ark. 1997, Trottier Y ve ark. 1994, Brandt J ve 

ark. 1996).  

Htt yüksek oranda korunmuş, gelişim için mutlak gerekli bir proteindir. 

Fare deneylerinde yokluğunun ölümcül olduğu gösterilmiştir (Nasir J. Ve ark. 

1995). Huntingtin (HTT) insan nöronlarında yüksek miktarda eksprese olan ve 

birçok fonksiyona sahip bir proteindir (Huntington disease collaborative 
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Research Group 1993). Doğal HTT proteininin fonksiyonu hala tam olarak 

anlaşılmamakla birlikte devamlı olarak sentezlenen ve hücrede birçok farklı 

ortak ile ilişki halinde olan bir proteindir. Doğal HTT’nin vesiküler trafik, 

endositosisin düzenlenmesi, vesiküler geridönüşüm ve hücre bölünmesinin 

koordinasyonu, transkirpsiyonun ve metabolizmanın düzenlenmesinden 

sorumlu endozomal trafiğin kontrolü gibi bilinen birçok görevi vardır (Saudou F. 

Humbert 2016). Mutant HTT'nin toksik etkileri aynı derecede çeşitlidir, 

varlığında birçok yolakda bozulma oluşmaktadır (Bates GP ve ark. 2015). 

Birçok denemeye rağmen, bu yolakları hedefleyerek tasarlanmış hiçbir 

yaklaşım, insanlarda Huntington hastalığının ilerlemesini yavaşlatmamış veya 

durdurmamıştır (Mestre T., Ferreira J., Coelho M.M., Rosa M. Sampaio 2009). 

Mutant Huntington  proteini taşıyıcılarında, diğer bazı proteinlerin fonksiyonları 

bozulabilir, çünkü mutant HTT, vahşi tip HTT'den daha az verimli şekilde işlev 

görmektedir. Örneğin, vahşi tip HTT'nin aşırı ekspresyonu, BDNF proteininin 

aksonal vesiküler taşınmasını in vitro olarak uyarır, ancak mutant HTT'nin aşırı 

ekspresyonu bunu sağlamaz (Gauthier LR ve ark. 2004).  Ayrıca hayvan 

modellemeleri ile yapılan çalışmalar göstermiştir ki; Huntingtin proteinini hiç 

taşımayan modellerde mutant protein taşıyan modellere göre daha az patolojik 

etki ortaya çıkmaktadır. Bunun nedeni olarak mutant proteinin hücreye verdiği 

hasar gösterilebilir (Mangiarini L ve ark. 1996). 

Diğer PoliQ proteinlerinde de olduğu gibi tam uzunluktaki mutant 

proteinin toksik etkisinin yanı sıra poliQ zincirini taşıyan ilk ekzonun kendi 

başına varlığı bile yüksek toksik etkiye sahiptir. Proteinin ilk 17 amino asidini 

takiben uzun bir Glutamin zinciri içeren toksik kısım farklı mekanizmalar ile 

oluşabilir. Erken sonlanmış transkripsiyon, mRNA işlenmesi, proteinin toksik 

olmayan kısmının yıkılarak geriye toksik bölgenin kalması bu mekanizmalardan 

bazılarıdır. Doğal proteinin uzunluğuna oranla daha kısa olan ancak Glutamin 

tekrarlarını taşıyon bu kısım tam uzunlukta ki mutant proteine göre daha 

toksiktir (Satashivam K. Ve ark. 2013). Bu toksisitenin artış nedeni olarak hücre 

içi koruyucu mekanizmaların küçük parçalara ayrılan proteinin toksik 

kısımlarına; konformasyonel, yerleşimsel ve moleküler etkileşimlerinde ki 

değişiklikler nedeni ile müdahale etmekteki başarısızlığı  düşünülmektedir 

(Matos ve ark. 2016). 



 11 

2.3.2. Semptomlar 

Huntington semptomları genel olarak üç grup altında toplanabilir. Bunlar 

sırası ile motor bozukluklar, Bilişsel problemler ve psikiyatrik sorunlardır. 

2.3.2.1. Motor Bozukluklar  

En tanınan ve tek tedavi edilebilen kısmı olsa da koretik hareket motor 

bozuklukların sadece küçük bir parçasıdır. Koretik hareket genellikle distal 

ekstremitelerde görülen kısa, bastırılabilir ve rastgele hareketler olarak başlar. 

Bununla birlikte koretik hareket zamanla iyice artarak tedavisi giderek zorlaşan 

ileri motor bozulmalara neden olabilir. Bunların arasında Bradikinezi, distoni, 

esnekliğin kaybolması ve ataksi sayılabilir. Disfaji kilo kaybına ve solunumun 

bozulmasına katkıda bulunur. Postural instabilite düşmelere ve bunun sonucu 

olarak yaralanmalara neden olabilir. Nihai olarak iyice ilerleyen motor 

bozukluklar hayatı sona erdiren komplikasyonların ana nedeni haline gelir (Kara 

J. Wyant, Andrew J. Ridder, Praveen Dayalu 2017). 

2.3.2.2. Bilişsel Problemler 

HD'de ilerleyici bilişsel bozukluk kaçınılmazdır. Hastalığın henüz 

başlamadığı HD taşıyıcıları ile yapılan bir çok çalışma bilişsel bozuklukların 

motor fonksiyonlarda ki bozulmalardan daha önce başlayabileceğini göstermiştir 

ve bu durum hastaların durumlarını reddetme oranlarını etkilemektedir. Bu 

bilişsel bozukluklar nihai olarak demansa ilerler. Demansın ilerleme hızı, dikkat, 

problem çözme ve hafıza gibi bilişsel kabiliyetlerin  kaybının ortaya çıkışını 

etkiler (Paulsen J.S. ve ark. 1995). HD'de bilişsel işlev bozukluğu, bu hastaların 

sosyal ve mesleki kabiliyetlerini bozar ve şu an için iyi bir tedavi seçenekleri de 

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

2.3.2.3. Psikiyatrik Sorunlar 

Psikiyatrik sorunlar HD’de görülen üçüncü ana problem grubudur ki 

hastalığın hastaları ve ailelerini en çok etkileyen ve yoran kısmı haline gelebilir. 

İşlev bozukluğu, depresyondan psikoza kadar geniş bir hastalık yelpazesi 

olarak kendini gösterebilir. Duygusal ve davranışsal olarak depresyon, OKB ve 

diğer problemler muhtemelen talamusun frontal lobu ve ventral anterior ve 



 12 

medial dorsal çekirdeğini içeren striatal devrelerde ki dejenerasyon ile ilişkilidir 

(Paulsen JS ve ark. 2001). Disinhibisyon ve özellikle de ilgisizlik, medyal 

prefrontal, anterior singulat ve anterior temporal paralimbik kortekslerin dis-

regülasyonuna bağlı olabilir (Levy ML ve ark. 1998).   

Bilişsel belirtilerde görüldüğü gibi, davranışsal belirtilerde HD tanısından 

daha önce başlayabilir ve motor ve bilişsel belirtilerden bağımsız olarak 

hastalığın seyri boyunca neredeyse tüm hastalarda daima bulunurlar (Paulsen 

JS ve ark. 2001). Psikiyatrik semptomların kesin yaygınlığını tespit etmek az 

sayıda ki çalışmadan ve değişken tanımlardan dolayı zordur. HD'nin 

davranışsal belirtileri daha çok bilişsel belirtilerde olduğu gibi klinik tanı 

sırasında göze çarpmaktadır (Duff K. Ve ark. 2007).  

Depresyon en yaygın psikiyatrik belirti olup, HD hastalarının% 33-70'inde 

görülür ( Van de Juin ve ark. 2007, 2014). Depresyon tedaviye iyi şekilde yanıt 

versede, hastalığın bir parçası olarak daima devam etmektedir. 

2.3.3. Hd’nin Tedavisi Ve Semptomların İyileştirilmesine Yönelik 
Yaklaşımlar 

2.3.3.1. Farmakoloijk Yaklaşımlar 

Motor Motor Semptomların Tedavisi; Tetrabenazine (TBZ) maddesi 

koretik hareket bozukluklarının HD’de uygulanan FDA onaylı yegane tedavi 

yöntemidir (Şekil2.1). TBZ merkezi sinir sisteminde vesicular monoamine 

transporter 2 (VMAT-2) üzerinde ters çevrilebilir şekilde inhibisyon etkisi 

gösterir. VMAT-2, sitoplazmadan presinaptik veziküllere kadar seratonin, 

dopamin ve norepinefrin taşınmasından sorumlu olduğu için, inhibisyonu bu 

monoaminlerin erken bozunmasına neden olur (Hayden M.R. 2009). Dopamin 

tükenmesi koretik hareketi azaltırken, bununla birlikte serotonin ve norepinefrin 

tükenmesi depresyonu ve kaygı bozukluğunu kötüleştirebilir. TBZ, fluoksetin ve 

paroxetine tarafından indüklenen CYP2D6 sistemi yoluyla hepatik olarak 

metabolize olur (Kenney C, Hunter C, Jankovic J 2007) . 
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Şekil 2-1: Tetrabenzine kimyasal Yapısı 

 

Bilişsel Problemlerin Tedavisi; Diğer demanslar türlerinde kullanılan  

Kolinesteraz İnhibitörleri ve Memantine’in  HD hasta grubunda etkin olduğuna 

dair çok az kanıt vardır. Bu kolinesteraz inhibitörlerinden rivastigmine 

muhtemelen en iyi opsiyondur. Rivastigmine ile kısa ve uzun vadeli tedavi 

sonrası bilişsel testlerde iyileşme olduğunu düşündüren bilinen yalnızca üç 

küçük çalışma bulunmaktadır (de Tommaso M ve ark. 2007)( Rot U. Ve ark. 

2002) (Sesok S. 2014). Bununla birlikte bu çalışmalarda birçok eleştiriye maruz 

kalmışlardır. 

Psikiyatrik Sorunların Tedavisi; Yapılan üç farklı çalışma, HD 

popülasyonda SSRI'lerin ve SNRI venlafaksin'in yararlı olduğunu ileri 

sürmüştür. SSRI'lardan, fluoksetin ve sitalopram, kullanımının Hamilton 

Depresyon Derecelendirme Ölçeğinde (HDRS) iyileşme yönünde bir eğilim 

gösterdiği ortaya komuştur (Como P.G: ve ark. 1997)(Beglinger ve ark. 2014). 

VenlafaksinXR ile tedavinin 4. haftasından sonra depresif belirtilerde iyileşme 

olduğu gösterilmiştir. Bununla birlikte, bu çalışma tipik depresyon çalışmalarıyla 

karşılaştırıldığında kontrol grubu olmayan ve kısa süreli bir çalışmadır (Holl A.K. 

ve ark.). 

2.3.3.2. Moleküler Yaklaşımlar 

Huntington hastalığının tüm vakaları aynı mutasyon sonucu oluşur, bu 

nedenle de  hastalığın tedavisine yönelik yaklaşımlar bu genetik nedenin yol 

açtığı patojenik süreçleri hedefler. Huntington hastalığını kalıtsal olarak taşıması 

muhtemel bireyler genetik testler ile tespit edilebilir. Bu erken tanı sayesinde 

öncül ve uzun vadeli tedaviler hastalığın ortaya çıkmasını geciktirebilir yada 
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tamamen önleyebilir (Wild E.J., Tabrizi S.J. 2014). Bilinmektedir ki mutant HTT 

üretiminin azaltılması hastalığın atolojik etkilerinin hafiflemesine neden olur.  

Son yıllarda nöredejeneretif hastalıklarla ilişkili olarak genleri ve 

proteinleri hedef alan terapiler adına çok önemli gelişmeler olmuştur. Bu 

bağlamda 2016 yılında SMA hastalığında bir Antisense Oligonukletid olan 

Nusinersen’in FDA onaylı olarak uygulunması ilk klinik başarıdır.  Nusinersin 

SMN2 (Survival Motor Nöron 2) proteninin üretimini arttırarak toksik proteinin 

üretimini azaltmış ve hastalarda yaşam süresinin uzamasını sağlamıştır (Finkel 

R.S. ve ark, 2016; FDA 2017). SMA gibi ağır ve agresif ilerleyen bir hastalığa 

göre daha hafif ilerleyen Huntington hastalığında daha kısa bir klinik deneme 

süreciyle iyileştirici etki göstermek daha kolay olabilir. Tek bir tedavi yöntemini 

genellemek çok doğru olmasa da SMA’da elde edilen bu başarı nörodejeneretif 

hastalıkların gen ekspresyonlarının düzenlenmesi ile tedavi edilebileceğini 

göstermesi ve benzer bir yaklaşımın Huntington içinde uygulanabileceğini 

düşündürmesi için cesaret vericidir (Edward J. Wild, Sarah J. Tabrizi 2017). 

RNA’yı Hedef Alan Terapiler 

mRNA’lara hem nukleus ve hem de sitosol’de ulaşılabilir ve DNA’nın 

aksine mRNA’lar tamir mekanizmaları tarafından korunmazlar. Dolayısı ile 

mHTT mRNA’sının translasyounun düşürülmesi genin transkripsiyonunun 

düzenlenmesinden daha kolay olmalıdır. Translasyonun azaltılmasını sağlayan 

üç ana metod Antisense oligonukleotidler (ASOs) RNAi bileşenleri ve küçük-

molekül işleme (splicing) düzenleyicileridir (Şekil 2-2). ASO ve RNAi’ler Watson-

Crick tamamlayıcılığı ile seçici olarak mRNA’lara bağlanırlar ve onları RNA 

yıkım mekanizmasına yönlendirerek transkriptin ortadan kaldırılmasını sağlarlar. 

ASO’lar öncül mRNA’lara nukleusda bağlanarak onların RNAse H tarafından 

yıkılmasını sağlayan tek zincirli sentetik DNA parçalarıdır (Larrouy B. ve ark. 

1992). RNAi’ler kısa interfering RNA (siRNA), kısa saç tokası RNA ve micro 

RNA lardan oluşan RNA temelli bir yaklaşım sunar. Bu bileşenler sitosolik olgun 

mRNA’ya bağlanarak onu RNA induced silencing Complex (RISC) ile iş gören 

argonaute2 RNAse enzimine yönlendirerek yıkımını sağlar (Hutvagner G., 

Simard M.J. 2008). Tüm bunlara ragmen ASO ve RNAi aracılı mRNA yıkımları 

geride toksik poliQ zincirini kodlayan RNA parçaları bırakabilir. ASO’lar öncül 
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mRNA’lar üzerinden iş gördüğü için hem eksonları hem intronları hedefleyebilir. 

Öncül mRNA’nın ASO aracılı yıkımı ile her ne kadar toksisitenin azaltılması 

hedeflensede, yıkım sonucu uzun mutant proteinden daha toksik olan poliQ 

zincirli Exon 1 parçasını üretebilecek mRNA parçalarının oluşmayacağı 

önceden kestirilemez. RNAi bileşikleri olgun mRNA üzerinde iş görüdkleri için 

yalnızca ekson içerisindeki spesifik hedef bölgelere yönelebilirler. Bu nedenle 

geride toksik poliQ zincir parçalarıda bırakmaları muhtemeldir (Edward J. Wild, 

Sarah J. Tabrizi 2017). 

 

 

Şekil 2-2: mHtt Transkripsyonunun düşürülmesini hedef alan yaklaşımlar 

  

Tek zincirli DNA’lar beyin omurilik sıvısına (BOS) enjekte edildiğinde 

(farelerde intraventriküler uygulama veya daha büyük memelilerdeki lumbar 

intratekal uygulama) merkezi sinir sisteminde iyi bir şekilde yayılırlar ve nöronlar 

ve diğer hücreler tarafından alınırlar. Bu sayede ilaç beyinin tamamında başarılı 

bir şekilde yayılır ve sonuç olarak mRNA ve protein seviyesinde azalmayı sağlar 

(Kordasiewicz ve ark. 2012). Buna karşılık çift zincirli DNA’nın merkezi sinir 

sisteminde (MSS) yayılımı ve alınımı daha düşüktür. Bu nedenle bu moküllerin 

hedef hücrelere daha etkili şekilde ulaşması için viral vektörler (örneğin AAV) 

kullanılarak, bunların doğrudan beyin parankimasına enjeksiyonu gereklidir.  
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ASO ve RNA bileşenleri ile HTT düzeyinin azaltılması in vitroda ve 

hayvan çalışmalarında başarılı bir şekilde gerçekleştirilmiştir. Huntington 

hayvan modellerinde yapılan çalışmalarda gösterilmiştir ki HTT mRNA'sındaki 

bir azalma her zaman HTT proteininde eşzamanlı bir azalma ile sonuçlanır ve 

bu duruma genellikle patoloji ve nörolojik hasarda iyileşmeler eşlik eder. 

Mutasyonu taşıyan hayvanlara eğer semptomların ortaya çıkışından önce 

uygulama yapılır ise hastalık belirtilerinin başlangıcı büyük ölçüde ertelenir 

(Keiser M.S. ve ark.). Bu cesaret verici sonuçlara rağmen, hayvan modellerinde 

sınırlamalar vardır. Huntington hastalığı için bir hayvan modelinde uygulanan 

hiçbir terapötik başarı, bir insan denemesinde klinik faydayı öngörmemiştir 

(Mestre T. ve Ark.). Bu konu doğrudan MSS'ye uygulanan terapötik ajanlar için 

özel önem taşımaktadır: Bir insan beyni bir fareden 3000 kat daha büyüktür ve 

tedavi edici ajanların BOS yolu ile beyine ve hücrelere yayılması ve 

emilmesinde farklılıklar oluşması muhtemeldir.  

Birçok ASO hali hazırda HD model organizlamalar üzerinde 

incelenmektedir. Bununla birlikte ilk insan klinik denemesi faz 

1b/2a(NCT02519036), eylül 2015’de insan HTT hedefli IONIS-HTTrx ASO 

kullanılarak University College London İngiltere ve University of British 

Columbia Canada’da gerçekleştirilmiştir (Bennet C.F. Swayze E.E. 2010). Daha 

sonra Almanya ve İngiltereden farklı kurumlar deneye katılmıştır (Leawitt B. 

2016). 

IONIS-HTTrx, fosfodiester bağlantılarını fosforotioata dönüştürmek için, 

fosfat omurgasındaki oksijen atomlarının çoğunun sülfür ile ikame edildiği, 20 

nükleotidlik sentetik bir dizdir. Buna ek olarak, ASO, her ucunda 2'-O-metoksietil 

modifikasyonlu DNA benzeri bir merkezi bölgeye sahiptir; tüm bu kombinasyon 

MSS dağılımını, yarılanma ömrünü, hücresel alınımı ve RNase aktivasyonunu 

optimize etmeyi amaçlamaktadır (Şekil 2-3) (Bennet C.F. Swayze E.E. 2010). 

Tam uzunlukta bir insan mutant HTT geni taşıyan BACHD farelerine 2 

haftalık devamlı intraventriküler infüzyon sonrasında, HTT mRNA 

ekspresyonunda % 80'e kadar azalma görülmüştür. Yaklaşık 4 ay boyunca 

devam eden ısrarlı bir tedavi ise proteinin ifadesinin 2 ila 3 kat azalmasına 

neden olmuştur (Bennet C.F. Swayze E.E. 2010). ASO’lar beyinde nöronlar ve 
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glialar olmak üzere bir çok hücreye dağılmışlardır. Hastalık fenotipi HD taşıyan 

üç farklı fare modelinde iyileşme göstermiştir (Kordasiewicz ve ark. 2012). 

 

 

Şekil 2-3: İlk, ikincil, üçüncül jenerasyon ASO ve doğal DNA Molekülü  

Her nesil, kırmızı renkle gösterilen karakteristik bölgeler etrafında çeşitli varyasyonlar içerebilir. 
IONIS-HTTRx, bir fosforotiyoat omurgasını (birinci nesil) 2'-O-metoksietil modifikasyonuyla 
(ikinci nesil) birleştirir ve oluşan molekül genel olarak ikinci nesil antisens oligonükleotid (ASO) 
olarak kabul edilir. 

  

Diğer nörodejeneretif hastalıklarda gösterilen ilerleme Huntington 

hastalığının tedavisinde omurilik içine uygulanan ASO'ların geleceği için cesaret 

vericidir. Süper Oxide Dismutase 1 (SOD1) mutasyonuna bağlı oluşan ALS 

hastalarında iki farklı ASO güvenli olarak denenmiş ve her hangi bir olumsuz 

geri bildirim alınmamıştır (Miller T.M. ve ark. 2013). SMA’da kullanılan 

Nusinersen ise daha önce üzerinde herhangi bir şekilde etki göstirelememiş bir 
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hastalıkta ASO’ların iyileştirici gücünü göstermeye önemli bir örnektir (Finkel 

R.S. ve ark, 2016; FDA 2017). 

Henüz RNA temelli nükleotid ajanlar için bazı hayvan deneyleri 

gerçekleştirilmiş ancak yakında yapılması planlansa da insan çalışmalarında 

henüz uygulanmamıştır. Bunun temel nedeni RNA’nın damar içi 

uygulamalardan sonra bile başarılı bir şekilde dağılım ve hücreye alınım 

göstermemesidir. Bu durumda RNAi uygulamaları sterotktik cerrahi müdahaleler 

ile viral vektörler kullanılarak doğrudan beyin parankimasına yapılır. Ancak bu 

şekilde yeterli dağılım ve uzun ömürlü bir yerleşim gösterebilirler. Viral yoldan 

iletilen RNA temelli töropatik ajanlar MSS hücrelerini kalıcı olarak dönüştürürler, 

buda onları mutant HTT’yi baskılamak için kuvvetli birer ilaç adayı yapmaktadır. 

Viral iletimli gen terapisi diğer nörodejeneretif hastalıklarda da kullanılmaktadır. 

Alzheimerda Faz 2 çalışmaları yapılan AAV2-kapsüllü sinir büyüme faktör 

RNA’sı (AAV2-encapsulated nerve growth factor RNA) buna örnek verilebilir. 

Herhangi bir klinik fayda görülmese de kullanılan teknikğin güvenli ve iyi tolore 

edildiği ortaya konmuştur (Rafii M.S. 2015).   

siRNA yaklaşımı birçok hayvan sisteminde başarılı olmuştur. En 

kapsamlı yayınlanmış çalışmalar Beverly Davidson tarafından yürütülmüştür 

(Harper S.Q. ve ark. 2005.; Franich N.R. ve ark. 2008.). Birçok Huntington 

hastası kemirgen modelinde AAV ile iletilen siRNA’nın güvenli olduğunu, 

HTT’nin toksis etkisini azaltma gücü, potensiyeli ve fenotipik faydanın olduğunu 

göstermiştir. Benzer bir çalışma microRNA taşıyan AAV-kapsülü ile 

gerçekleştrilmiştir. Uygulamayı takiben uygulama bölgesinin etrafında yer alan 

hücrelere başarılı bir transfeksiyon gerçekleştiği floresan bir ajan aracılığı ile 

gözlenmiştir. Bu hücreler de HTT ekspresyonunun yarı yarıya azaldığı 

görülmüştür. Uygulamayı takiben 6 haftalık bir gözlem süresi sonunda yapılan 

histolojik, biyokimyasal ve klinik kontrollerde önemli herhangi bir yan etkiye 

rastlanmamıştır (McBride JL ve ark. 2011). 

 

DNA’yı Hedef Alan Terapiler 

Doğrudan DNA ile ilişkiye girerek mutant HTT’nin ekspresyonunun 

düşürülmesi RNA yaklaşımlarına göre hem büyük zorluklar fakat aynı zamanda 
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da çok daha büyük ödüller vaad eder. DNA’yı hedefleyen töropatik ajanların her 

açıdan HD de iyileştirme göstermesi beklenir. Ayrıca böyle bir tedavinin taşıyıcı 

insanların üreme hücrelerine uygulanabilmesi etik sorular doğursada gelecek ile 

ilgili çok daha farklı sonuçlar doğurabilir. Şu anda Zinc-Finger protein ve 

CRISPR-Cas9 olmak üzere iki DNA hedefli gen terapisi ile ilgili çalışmalar 

sürmektedir (Tablo 2-1). Her iki tedavide de doğal olmayan bir protein kapsüllü 

viral vektörer kullanılarak omurilik içi olarak uygulanmakta ve hücreleri 

dönüştürerek onların doğal olmayan iyileştirici(töropatik) proteini üretmesini 

sağlamaktadır (Edward J. Wild, Sarah J. Tabrizi 2017). 

Zinc finger proteinler spesifik DNA bölgelerine bağlanabilen yapısal 

motifler taşırlar, sentetik olarak üretilebilirler ve bu özelliklerinde dolayıda DNA 

hedefli iyileştirici ajanlar olarak kullanılabilirler. Terapötik kullanım için dizayn 

edilen Zinc-Finger proteinleri tipik olarak, DNA üzerinde etki yapmayı 

amaçlayan işlevsel bir alan ve ona bitişik bir DNA kodon tanıyıcı bir finger 

(parmak) bölge içerir. Bunlara örnek olarak DNA kesimi yapan Zinc-Finger 

nukelazlar ve transkripsyonu düzenleyen zinc-finger transkripsyon faktörleri 

örnek verilebilir (Klug A. 2010).  

 

Tablo 2-1: DNA’yı hedef alan HTT azaltımı temelli yaklaşımlar 

 

 

Zinc-Finger nükleazlarının teorik olarak hedeflenmiş genom düzenleme 

yeteneğine sahip olmalarına rağmen, etkilerinin devamlılığı postmitotik hasta 
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beyin hücrelerinde terapötik uygulama için yeterince kesin veya öngörülebilir 

değildir. Hatta CAG tekrar zinciri, zinc-finger nükleaz aracılı kesim için bir hedef 

olarak özellikle istenmemektedir (Garriga Canut M. ve ark. 2012). Bununla 

birlikte zinc-finger transkripsyon faktörlerinin klinik töropatik ajanlar olarak 

düşünülmesi oldukça mümkündür. Transkripsiyon baskılayıcı Zinc-Finger dizisi 

özellikle HTT promotor bölgesinde anlamlı zincirin 3’ ucuna yakın olacak şekilde 

spesifik olarak hedeflenmelidir. Bu sayede istenmeyen başka genlere 

bağlanarak onların transkripsyonunu engellememelidir (Edward J. Wild, Sarah 

J. Tabrizi 2017). 

Bir çok başka gen poliQ zinciri içersede tesadüfen CAG tekrar kodonları 

HTT’de 3’ ucuna bu genlerdekinden daha yakındır. Bu nedenle Bu şekilde 

oluşturulan CAG tekrar hedefli zinc-finger proteinleri diğer genlere ve genin 

doğal alleline göre mHTT’yi daha seçici olarak hedefler. Bu şekilde bir yapı iki 

farklı grup tarafından geliştirilmiş ve her ikisinde de hayvan modellerinde 

mHTT’nin ekspresyonu nöronlarda herhangi bir yan etki göstermeksizin 

düşmüştür (Zeitler B. ve ark. 2014; Garriga Canut M. ve ark. 2012). Bu şu ana 

kadar mHTT taşıyıcıları için uzun vadeli HTT azaltılması için allel spesifik olarak 

geliştirilen tek yaklaşımdır.      

CRISPR ve Cas birlikte yabancı DNA'yı tanıyan ve yok eden bir 

prokaryotik bağışıklık sisteminin bileşenleridir. Cas9 nükleazı, sentetik bir 

rehber RNA ile kombine edilerek seçilen herhangi bir yerde yüksek hassasiyetle 

DNA'yı kesebilecek bir yapı oluşturabilir. Hedeflenen genom düzenlemesi için 

böyle CRISPR-Cas9 komplekslerinin kullanılması, Huntington hastalığı da dahil 

olmak üzere hastalıkların incelenmesi ve tedavisi için büyük bir potansiyele 

sahip hızla gelişen bir alan oluşturmaktadır (Savic N., Schwank G. 2016).  

Mutant allel içerisine durdurucu kodon ya da anlamsız mutasyonların 

yerleştirilmesi aracılığıyla zararlı proteinin birikimini engellemek gibi opsiyonlar 

CRISPR-Cas9 kompleksinin Htt’ye yönelik tedavi edici özellikte kullanılması için 

büyük olanaklar sağlamaktadır. Bununla birlikte CRISPR-Cas9 kompleksinin 

Huntington hastalığının tedavisine yönelik kullanılması erken aşamadadır. 

Metod ilk olarak hastalardan türetilmiş fibroblastlar üzrinde denenmiş, mutant 

Htt geninden büyük bir nölgeyi kesip çıkaran iki farklı yapı oluşturularak yapılan 
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çalışma sonucunda hem mutant RNA hem de proteinin neredeyse tamamı ile 

azaltımı sağlanmıştır. 2017 yılında yöntem Huntington hastalığının kemirgen 

modelinde başarılı bir şekilde test edilmiş, striatuma bir CRISPR-Cas9 yapısı 

uygulanarak mutant Htt geninden büyük bir CAG tekrar bölgesinin silinmesi 

sonrası seçici mutant HTT indirgenmesi sağlanmış ve sonuç olarak patolojinin 

zayıfladığı ve motor fonksiyonunun iyileştiği görülmüştür. Buna karşın 

sağkalımın uzatılması sağlanamamıştır. Tüm bu bulgular yaklaşımın fizibilitesini 

doğrulamaktadır, bununla birlikte teknolojinin hızla klinik aşamalara getirilmesi 

için çok daha fazla çalışma yapılması gerekmektedir. 

Huntington hastalığı, protein ifadesini düzenlemek için DNA ve RNA'yı 

hedef alan deneysel terapiler için özellikle uygundur. HTT mRNA'yı 

hedefleyerek mutant HTT proteininin üretimini azaltmayı amaçlayan bir 

ASO'nun ilk insan deneyi devam etmektedir ve mutant HTT'yi seçici olarak 

düşürmek isteyen ajanlar dahil olmak üzere gelecekteki ASO denemeleri 

planlanmaktadır. Zinc-Finger transkripsyonel baskılayıcılar mutant Htt’nin 

üretimini yapısal bir değişikliğe gerek kalmadan baskılam için umut vadedici 

görünmektedir. CRISPR-Cas9 terapileri Huntington hastalığına neden olan 

CAG tekrar mutasyonunu kalıcı olarak düzeltme vaadi vermektedir. Bununla 

birlikte bu metod da ASO uygulamaları ile birlikte viral iletim zorunluluğunun 

getirdiği dezavantajları ve uygulama zorluklarını taşımaktadır. 

Endoplazmik Retikulum (ER) Stresini Hedef Alan Terapiler 

Mayadan İnsana kadar çeşitli organizmalarda yapılan bir çok çalışma 

HD’de Endoplazmik Retikulum içerisinde yanlış katlanmış salgı proteinlerinin 

birikiminin hücresel toksisitenin önemli bir parçası olduğunu göstermiştir. (Yuwei 

Jiang ve ark. 2016).  

Endoplazmik retikulum protein sentezi ve katlanmasında büyük bir rol 

oynar.  Salgı proteinleri, şaperonların da yer aldığı doğru protein katlanmalarına 

yardımcı olan kalite kontrol mekanizmasının bulunduğu ER'ye girer (Ron ve 

Walter, 2007; Walter ve Ron 2011). ER protein katlama mekanizmasında 

meydana gelebilecek bir sıkıntı ve bozulma sonucu yanlış katlanmış ya da 

katlanamamış proteinlerin ortamda birikmesi ER stresi denilen bir durumun 

doğmasına neden olabilir. Eğer ER stres altına girerse bazı özel transkripsyon 
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faktörlerini kontrol ederek bu stres ile mücadele etmeyi sağlayan katlanmamış 

protein yanıtı (Unfolded Protein Response, UPR) adı verilen bir hücresel yolak 

aktif hale gelir (Şekil 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 üzere üç farklı membran geçişli 

protein stres sensörü olarak görev almaktadır. Stres sonrası PERK’in 

aktivasyonu hücrede birkaç transkripsyon faktörünün ekspreyonunu uyararak 

içerisinde moleküler şaperonların, UPR ilişkili genlerin, apoptoz yönlendirici 

mekanizmaların olduğu bir seri hücresel yanıtı uyarır. Benzer şekilde IRE1’in 

uyarımı, UPR ilişkili birçok geni uyarak protein katlanmasını, ER membran 

sentezini, ER ilişkili protein yıkım (Endoplazmik Retikulum Associated 

Degredation, ERAD) yolaklarını aktive eder.  

 

 

Şekil 2-4: Farklı türlerde karekteristik UPR Yolaklarının genel şeması  

  

Bazı durumlarda yukarıda yer alan UPR kurtarma ve yıkım 

mekanizmaları yanlış katlanmış proteinlerini birikimi ve geri dönüşümü için 

yeterli etkiyi gösteremez ve stres devam eder. Bu durum hücre ölümü ve 
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apoptoziz ile sonlanabilir. Stresin çok uzun sürmesi ve azaltılmaması 

sonucunda UPR uyarımının uzun süre devam etmesi apoptatik uyarımın 

gerçekleşmesine neden olabilir (Scöntal, 2012).  Bununla birlikte ER stres ve 

apoptoz arasındaki etkileşim oldukça karmaşık bir süreçtir. Aynı UPR 

sensörleri, hücre sağkalımını desteklemeyi ve hücre stresini çözmeyi 

hedeflerken bir noktadan sonra adaptif yanıtları engelleyip apoptozu başlatabilir. 

Hangi cevabın meydana geleceğini belirleyen faktör yalnızca uyarının süresi 

gibi gözükmektedir. Hücrede UPR'nin ne kadar süre ile aktif olduğuna ve 

hücrenin ER stresini zamanında çözüp çözemeyeceğine bağlı olarak her iki 

yoldan birine yönelinebilir (Hetz, 2012). 

Htt sitoplazmada yer alan bir protein olmasına rağmen dolaylıda olsa ER 

fonksiyonları üzerinde kuvvetli bir etkisi vardır (Sharp ve ark., 1995; Trottier ve 

ark., 1995). Mayalar ve memelilerde yapılan bir dizi çalışma mHtt toksisitesinin 

ER kalite kontrol sisteminde bozulmalara neden olduğunu göstermiştir. Ayrıca 

genleşmiş polyQ ifadesinin hem maya hem de PC12 hücrelerinde erken ERAD 

bozukluğuna yol açtığı gösterilmiştir. mHtt  varlığında ERAD ilişkili Np14, Ufd1 

ve p97 proteinlerinin ekspresyonu azalmakta ve bunun sonucu olarak da 

katlanmamış proteinlerin sitosöle taşınmasında yetersizlik oluşmaktadır. Bu gibi 

durumlarda Np14 ve Ufd1’in ekspresyonunun arttırılmasıyla poliQ toksisitesinin 

azaldığı gösterilmiştir (Duenwald ve Linquist, 2008). HEK293 hücre hattında 

yapılan çalışmalar, mHtt'nin ER membranına bağlı bir ubikuitin ligaz olan gp78 

ile etkileştiğinde, onun p97'ye bağlanmasını bloke ederek ERAD'ı engellediği ve 

ER stresine yol açtığını  kanıtlamıştır (H.Yang ve ark., 2016).  

İlginç olarak, mHtt'nin neden olduğu ER stresi, agregatlardan ziyade, 

mHtt çözünür oligomerlerine bağlı gibi görünmektedir (Leitman ve ark, 2013). 

Bu bilgi mHtt’nin en zehirli türünün çözünür oligomerler olduğu bilgisi ile 

örtüşmektedir ( Arrasate ve ark., 2004; Herrera ve ark., 2011; Lajoie ve Snapp, 

2010; Takahashi ve ark., 2008).  

Otofajik yıkım Huntington’un da içinde yer aldığı poliQ uzaması temelli 

protein agregatlarının temizlenmesi için ideal bir yolak olarak görünmektedir. 

Buna bağlı olarak otofajinin uyarılması ile mHtt birikiminin azaldığı ve yaşam 

süresinin arttırıldığı gösterilmiştir. Autofagozomlar, mHtt'yi eksprese eden 



 24 

hücrelerde normal bir hızda oluşmasına rağmen, otofajinin mHtt varlığında 

bozulduğuna dair kanıtlar vardır. Bunun nedeni olarak otofagozomların mHtt'yi 

kargo olarak tanımakta başarısız olması ve bu nedenle agregatların lizozomla 

kaynaşacak kadar uzun süre içeride kalarak yıkılmaktan korunduğu öne 

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

 Huntington dahil tüm poliQ temelli hastalıkların ER stersi ile ilişkili olduğu 

hali hazırda gösterilmiştir. Bu nedenle, HD ve diğer ER stresle ilişkili 

hastalıklarda UPR ve diğer yanlış katlanmış protein stres yollarının 

hedeflenmesi, bu bozukluklara karşı etkili tedavilerin geliştirilmesi için çekici bir 

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

2.4. Çalışmanın Literatür ile uyumu 

HD’nin tedavisine yönelik çalışmalar son yıllara kadar yalnızca 

semptomları baskılamak, yaşam süresini ve kalitesini arttırmak üzerine 

olmuştur. Hastalığın moleküler nedeni uzun süredir bilinmesine rağmen, 

oluaşan patalojinin hücrede neden olduğu hasar, tepki ve kurtarım 

mekanizmalarının anlaşılması son yıllarda üzerine iyice yoğunlaşılan konular 

olmuştur. Yalnızca mekanizmanın keşfi değil, son yıllarda geliştirilen ASO, 

CRISPR, ER Stresi vb. bir çok yeni metod ile hastalığın tedavisine yönelik 

çalışmalarda oldukça hızlanmıştır. Özellikle çok benzer bir hastalık olan 

SMA’nın Nuisnersen adı verilen ve FDA’den onay alan bir Anti-Sens 

Oligonukleotid aracılığı ile tedavisi benzer hastalıklar için büyük bir umut 

olmuştur.  

Huntington hastalığının moleküler mekanizması ve tedavisine yönelik 

çalışmalarda hücre modelleri oluşturmak hasta sayısının azlığı, gerekli ve yeterli 

miktarda doku temin etmek, etik nedenler gibi bir çok farklı etkenden dolayı 

daima bir zorunluluk olarak ortaya çıkmıştır. Bu nedenle hastalık üzerine çalışan 

ve çalışmak isteyen araştırmacılar moleküler klonlama teknikleri kullanarak 

Huntington hücre modelleri üretmek durumunda kalmıştır. Üretilen hücre 

modelleri sitoplazmada birikim gösteren mutant huntington proteini ile 

karakterizedir (Arrasate M., Siddartha M. ve ark. 2004). Bu modeller ile yapılan 

çalışmalar protein agregasyonunu azaltma ve geri döndürmek üzerine 

olabileceği gibi, DNA ve RNA düzeyinde uygulanacak tedavilerle protein 
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agregasyonunu henüz başlamadan engellemek üzerinede kurulabilir. Hücre 

modelelleri üzerinde gerçekleştirilen çalışmaları mutlaka hayvan modelleri ve 

nihai olarak klinik çalımalar takip etmelidir.  

Bizde çalışmamızda literatüre bennzer ve uyumlu şekilde moleküler 

klonlama teknikleri kullanarak Huntington hücre modelleri elde etmeyi 

hedefledik. Bu sayede takiben gerçekleştirmek istediğimiz genetik tedaviye 

yönelik çalışmalarımızı bu modeller üzerinde uygulayabileceğiz. Bu modeller 

üzerinde gerçekleştirilecek başarılı çalışmaları takiben hayvan deneyleri ve 

klinik uygulamalar yapabilmek en önemli hedeflerimiz olacaktır.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Cihazlar ve Reaktifler 

3.1.1. Cihazlar 

 

• Yatay Elektroforez Sistemi  

• Elektroforez için güç kaynağı  

• Analitik terazi 

• Isıtıcılı manyetik karıştırıcı  

• Mikrodalga fırın  

• PZR cihazı  

• Otomatik pipet takımı  

• Soğutmalı santrifüj  

• Spektrofotometre  

• Su banyosu  

• UV transilluminator  

• Vorteks  

• Klas II biyolojik emniyet kabini  

• Co2 etüv 

• Etüv 

• 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 

Bufferları, pcDNA3.1-GFP floresan protein füzyonlu memeli ekspresyon 

plasmidi, Hızlı DNA Ligasyon Kiti, Taq DNA polimerase, Plazmid İzolasyon Kiti, 
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Lipofektamin 3000 transfeksiyon kiti, Agarose, DNA Ladder, HEK293 hücre 

hattı, SHSY5Y hücre hattı 

3.2. Sentetik Genlerin Temini 

Huntington hücre modellerinin oluşturulması için Huntington geninin ilk 

ekzonunda yer alan 17 aminoaside ait DNA dizisini takiben sırası ile; kontrol 

olarak 25 CAG kodon tekrarı (PoliQ25) ve 103 CAG kodon tekrarı (PoliQ103) 

içerecek şekilde sentetik olarak ürettirilmiştir. Daha sonra gerçekleştirilecek 

klonlama aşamalarına uygun olarak sentetik genlerin 5’ ve 3’ uçlarına 

restriksyon enzim kesim bölgeleri yerleştirilmiştir. 

3.3. Restriksiyon Kesim Reaksiyonu 

Restriksiyon Restriksiyon kesimi yapılacak PoliQ25, PoliQ103 sentetik 

genleri ve klonlamanın yapılacağı floresan pcDNA3.1-GFP plasmidi için Tablo 

3-1 de yer alan protokol uyarınca reaksiyonlar hazırlandı. Kesim 37 oC de 2 

Saat yapıldı. Takiben 65 oC de 20 dk bekletilerek enzim inaktivasyonu 

gerçekleştirildi.  

 

Tablo 3-1: Restriksyon Kesim Reaksiyonu 

Adı Hacim 

Steril Deiyonize Su 16.3 ul 

10X Restriksyon Enzim Buffer 2 ul 

Acetile BSA 0.2 ul 

DNA 1 ug/ml 1.0 ul 

Restriksyon Enzim 10 u/ul 0.5 ul 

Total 20 ul 

 

3.4. DNA Ligasyon Reaksiyonu 

Enzim Kesimini takiben ligasyona hazır poliQ25 ve PoliQ103 sentetik DNA’ları 

ile  pcDNA3.1-GFP plazmidinin ligasyonu için Tablo 3-2 de yer alan şekilde her 

bir gen için reaksiyon karışımları hazırlanır. Karışım 22 oC de 5 Dakika inkübe 

edilir. Inkübasyonu takiben transfeksiyon yapılabileceği gibi reaksiyon karışımı 

+4 oC de ileri bir kullanım için de saklanabilir.  
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Tablo 3-2: DNA Ligasyon Reaksiyonu 

Adı Hacim 

Lineer Plazmid DNA’sı (100ng/ul) 1 ul 

İnsert DNA (100 ng/ul) 3 ul 

5X hızlı ligasyon tamponu 4 ul 

T4 DNA Ligaz 5 u/ul 1 ul 

Deiyonize Su 11 ul 

Toplam 20 ul 

 

3.5. pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 ve pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidlerinin 
E.coli DH5α bakteri hücrelerine transformasyonu 

3.5.1. Inoue Tamponu Kullanılarak Kompetant Hücrelerin Hazırlanışı 

Gece boyu sıvı LB besiyerinde inkübe edilen DH5α hücrelerinden 2ml 

alınarak taze 250 ml sıvı LB besiyerine ekimi yaapılır. Ekimi yapılan taze kültür 

belli aralıklar ile ölçülerek OD600 de 0,55 olana kadar inkübe edilir. İstenilen 

değere ulaşılınca kültür 50 ml’lik santrfüj tüplerine alınarak 10 dakika buzda 

bekletilir. Daha sonra kültür +4 oC 2500 g’de 10 dakika santrifüj edilir. 

Supernatant atılarak pellet Tablo 3’de detayları belirtilen inoue transformasyon 

tamponu ile buz üzerinde çözülür. Hücreler yukarıda bahsedilen şartlarda 

yeniden santrifüj edilir. Supernatant atılır. Pellet 20 ml inoue transformasyon 

tamponu ve 1.5 ml DMSO eklenerek çözülür. Hücreler hemen transformasyon 

için kullanılır ya da uzun süreli muhafaza için hızla dondurulur.  

Tablo 3-3: Inoue Transformasyon Tampon İçeriği  

Inoue Transformasyon Tampon 1 Litre İçin 

55 mM MnCl2 10.88 gr 

15 mM CaCl2 2.20 gr 

250 mM KCL 18.65 gr 

10 mM PIPES (0.5M, pH 6.7) 20 ml 

H2O 1 litreye tamamlanır 
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3.5.2. Transformasyon Reaksiyonu ve Kolonilerin Seçimi 

200 ul kompetan hücreye 500 ng Plasmid DNA’sı eklenir. DNA hücre 

karışımı 30 dk buzda bekletilir. Daha sonra 42 Co de 90 saniye ısı şoku 

uygulanır ve tüp yeniden buza alınarak 5 dakika bekletilir. Transformasyon 

karışımının üzerine 800 mikrolitre sıvı LB besiyeri eklenerek 37 Co de 60 dakika 

inkübe edilir. Daha sonra hücreler klonlamanın doğrulanması için ampisilin 

içeren katı LB besiyerine ekilirek bir gece 37 Co de inkübe edilir. 

3.5.3. Klonlanmış Kolonilerden Plazmid İzolasyonu 

Ampisilin içeren seçic besiyerinde büyüyen koloniler seçilerek 100 ml sıvı 

LB besiyerine ekilerek gece boyu 37 Co de inkübe edilir. Ertesi gün kültürden 

InnuPrep Plasmid Midi (Analytik Jena AG) kiti kullanılarak üreticinin önerdiği 

protokol gereğince plazmid izolasyonu gerçekleştirilmiştir.  

3.5.4. Plazmidlerin Restriksyon Enzim Kesimi ile Doğrulanması 

İzolasyonu gerçekleştirilen plazmidler BAMHI restriksyon enzimi ile tablo 

3-1’de yer alan reaksiyon karışımı hazırlanarak 37 Co de 90 dakika kesime 

uğratılmış. Kesim sonuçları %1’lik agaroz jel üzerinde ortalama 120 Volt güç 

altında yaklaşık 1 saat yürütülmüştür.  

3.6. pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 ve pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidlerinin 
HEK293 ve SHSY5Y hücre hattına Transfeksiyonu 

3.6.1. Hücre Kültürü Hazırlanışı ve İnkubasyonu 

Ticari olarak temin edilen HEK293 ve SHSY5Y hücre hatları üreticinin 

önerdiği protokol uyarınca açıldı ve alt kültür için daima yüksek–glikoz içerikli 

DMEM besiyerinde büyütüldü. Çalışma boyunca besiyerlerine %10 FBS ve %1 

Penisilin – Streptomisin antibiyotik karışımı eklendi. Hücreler %5 oranında CO2 

içeren ortamda inkübe edildi. Yapışkan özellikli HEK293 ve SHSY5Y hücre 

hatlarının petri kaplarından kaldırılarak pasajlanması için sırası ile 3x ve 1x 

tripsin kullanıldı.  

3.6.2. Transfeksiyon Reaksiyonun Hazırlanışı  

Transfeksiyon için Lipofectamine™ 3000 Reagent kiti kullanılmıştır. 

Hücreler Transfeksiyon öncesi 6 kuyucuklu plakalar içerisine ekilmiştir ve 

üreticinin önerdiği protokol uyarınca HEK293 ve SHSY5Y Hücreleri % 70-90 
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yoğunluğa ulaşıncaya kadar büyütülmüştür. Kit içerisinde yer alan lipofektamin 

3000 ve P3000 reaktifleri 125’er mikrolitre olacak şekilde opti-mem besiyeri 

içerisinde seyreltimiş, ayrıca kuyucuk başına 2.5 mikrogram plazmid DNA’sı 

P3000 reaktifine ilave edilmiştir. Takiben iki tüp birbirine karıştırılarak 10 dakika 

boyunca oda sıcaklığında inkübe edimiştir. Elde edilen karışım nazikçe 

damlatılarak hücrelerin üzerine eklenmiş ve hücreler 24., 48. Ve 72. saatlerde 

görüntülenmiştir.     

3.7. Transfekte olmuş HEK293 Hücre hattının ZOE™ Fluorescent Cell 
Imager ile görüntülenmesi 

Transfekte olan hücreler BioRad marka ZOE™ Fluorescent Cell Imager ile optik 

ve digital yakınlaştırma tekniği kullanarak görüntülenmiştir. Görüntüler cihaz 

yazılımı taarafından kayıt altına alınmıştır.  

3.8. Transfekte olmuş HEK293 Hücre hattının Nicon Eclipse Ti model 
floresan mikroskop ile görüntülenmesi 

Transfekte olan hücreler Nicon marka Eclipse Ti model floresan mikrokop ile 

40x ve 100x büyütme altında görüntülenmiş. Görüntüler Nicon NIS-Elements 

yazılımı kullanılarak kayıt altına alınmış ve analiz edilmiştir. Her bir görüntü 

beyaz ışık, floresan ışık ve merge olmak üzere üç şekilde kayıt altına alınmıştır.  
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4. BULGULAR 

4.1. Sentetik Genlerin Memeli Ekspresyon Vektörüne Klonlanması 

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 tekrarı taşıyan 

oligonukleotid parçaları ve Memeli ekspresyon vektörü pcDNA3.1-GFP EcoRI 

kesim bölgeleri oluşturmak için restriksiyon enzim kesim reaksiyonuna 

uğratılımış ve akabinde DNA ligasyon reaksiyonu kurularak ilgili sentetik gen 

bölgesinin plazmide yerleştirilmesi sağlanmıştır. Ligasyonun doğruluğunu 

kontrol etmek için reaksiyon karışımından alınan plazmidler BAM HI restriksyon 

enzimi kullanılarak kesime uğratılmıştır (Şekil 4-1).  

 

 

Şekil 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 başarılı klonların seçimi ve çoğaltımı için E.coli DH5 

alpha bakteri hücrelerine transforme edilmiştir. Kültürler 37 oC derecede 

ampisilin içeren besiyerinde bir gece inkübe edilmiştir (Şekil 4-2).  

 

 

Şekil 4-2: Transformasyonu takiben ampisilin içeren seçici besiyeri 

görüntüleri          1) PoliQ25 için negative Kontrol, 2) PoliQ103 için Negatif Kontrol, 3) 

PoliQ25 plazmidi taşıyan koloniler, 4) PoliQ 103 taşıyan koloniler. 

 

4.2.2. Plazmid İzolasyonu ve Kesim ile doğrulama 

Ampisilinli besiyerinde seçici olarak büyüyüen koloniler toplanarak bir 

gece 37 oC de sıvı LB besiyerinde büyütülmüş ve daha sonra plazmid 

izolasyonu gerçekleştirilmiştir. İzolasyonu takiben plazmidler klonlamanın 

doğruluğunu ispatlamak için BAM HI restriksyon enzim kesim reaksiyonuna 

uğratılmış ve lineer hale getirilerek %1’lik agaroz jelde yürütülmüştür (Şekil 4-3). 
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Şekil 4-3: BAM HI enzimi ile Transformasyon Sonrası Plazmid Kesimi 

 

4.3. PoliQ25 ve PoliQ103 Plazmidlerinin HEK293 Hücre Hattına 
Transfeksiyonu ve GFP-Füzyonlu mutant Htt proteini birikiminin 
gösterilmesi 

pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 ve  pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidlerinin 

HEK293 hücre hattına transfeksiyonları gerçekleştrilmiştir. 24., 48. ve 72. 

Saatlerde önce ZOE™ Fluorescent Cell Imager ve takiben Nikon ECLİPSE Ti 

Floresan Mikroskop ile görüntülenmiştir. 

4.3.1. HEK293 Transfeksiyonlarının  ZOE™ Fluorescent Cell Imager ile 
görüntülenmesi 

PoliQ25 ve PoliQ 103 transferlerinin HEK293 hücre hatlarına 

transfeksiyonunu takiben ZOE™ Fluorescent Cell Imager ile yapılan 

görüntülemelerde her iki plazmidin de başarılı olarak hücre hattına transfekte 

olduğu görülmüştür.  

pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidlerinin transfekte olduğu hücrelerde Htt-

GFP füzyon proteininin eksprese olduğu ve literatüre uygun olarak hücre 

sitoplazmasında homojen olarak dağıldığı görülmüştür. Bu kanıtlar ışığında 

Huntington geninin 17 aminoasidlik ilk ekzonunu ve takiben 25 CAG kodonunu 

kodlayan DNA bölgesinin kodladığı proteinin sorunsuz olarak üç boyutlu 
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yapısına kavuştuğu ve sentezlendiği bölgeden ayrılarak sitoplazma içerisine 

ulaştığı ortaya konmuştur. Hücre çekirdeklerinin ışıma yapmaması bu olguyu 

destekleyen diğer bir kanıt olarak ortaya çıkmaktadır (Şekil 4-4, Şekil 4-5, Şekil 

4-6).  

pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidlerinin başarılı şekilde klonlanarak 

transfekte olduğu hücrelerde mHtt-GFP füzyon proteininin eksprese olduğu ve 

floresan ışık altında kuvvetli parlamalar veren ve zamanla büyüyen agregatlar 

oluşturduğu gözlenmiştir. Bu kanıtlar literatüre uygun olarak 103Q-GFP füzyon 

proteinlerinin 35 CAG tekrarının aşılması durumunda β-katlanmalar yapmak 

sureti ile patalojinin başladığını ifade eden literatür bilgisi ile uyumlu olarak 

hücre içinde biriktiği gözlenmiştir. Bu birikimin hücrelere verdiği zarar özellikle 

48. Saatden sonra  pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi taşıyan hücrelerin 

pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 taşıyan hücrelere göre daha yoğun olarak öldüğünün 

gözlenmesi ile desteklenmiştir (Şekil 4-7, Şekil 4-8, Şekil 4-9). 
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Şekil 4-4: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmiş HEK293 

hücrelerinin Beyaz ve Floresan Işık altında ki 24. Saat Görüntüsü 

 

 

 

Şekil 4-5: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmiş HEK293 

hücrelerinin 48. Saat Görüntüsü 
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Şekil 4-6: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmiş HEK293 

hücrelerinin 72. Saat Görüntüsü 
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Şekil 4-7: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmiş HEK293 

hücrelerinin 24. Saat Görüntüsü 

 

 

 

Şekil 4-8: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmiş HEK293 

hücrelerinin 48. Saat Görüntüsü 
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Şekil 4-9: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmiş HEK293 

hücrelerinin 72. Saat Görüntüsü 

 

4.3.2. HEK293 Transfeksiyonlarının Nikon Eclipse Ti Floresan Mikroskop 
ile görüntülenmesi 

Floresan mikroskop ile ZOE™ Fluorescent Cell Imager ile yapılanlara 

nazaran çok daha detaylı ve tek bir hücreyi hedef alabilen görüntülemeler 

yapılmıştır. Floresan görüntülemeleri üç farklı şekilde gerçekleşmiştir. İlk olarak 

beyaz ve yeşil floresan ışığın ortak olarak aydınlatması (Merge) sağlanarak 

doğru hücrenin seçilimi ve floresan ışımanın yeri saptanmıştır. İkinci olarak 

yalnızca yeşil floresan ışıma altında GFP füzyon proteinlerinin ışıması 

saptanmıştır. Son olarak ise beyaz ışıkta hücrenin detaylı görüntülenmesi 

gerçekleştirilmiştir. Yapılan bu görüntülemelerde yukarıda yer alan görüntüler ile 

uyumlu olarak pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidinin transfekte olduğu 

hücrelerde floresan ışımanın homojen olarak dağıldığı gösterilmiştir (Şekil 4-10, 

Şekil 4-11, Şekil 4-12). pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi taşıyan hücrelerde 

ise floresan ışımaların hücre sitoplazmasının bir noktasında toplanarak yoğun 
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bir ışıma verdiği gözlenmiştir. Bu veri GFP proteini ile füzyon halinde 

sentezlenen 103 CAG tekrarı taşıyan mHtt proteininin β-katlanmalar nedeni ile 

doğru bir şekilde katlanamayarak hücre içinde agregatlar şeklinde biriktiğini 

kanıtlamaktadır (Şekil 4-13, Şekil 4-14, Şekil 4-15). 

 

 

 

Şekil 4-10: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmiş HEK293 

hücrelerinin Sırası        ile 40x ve 100x 24. Saat Görüntüsü 

 

 



 40 

 

Şekil 4-11: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmiş HEK293 

hücrelerinin Sırası ile 40x ve 100x 48. Saat Görüntüsü 

 

 

 

Şekil 4-12: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmiş HEK293 

hücrelerinin Sırası ile 40x ve 100x 72. Saat Görüntüsü 
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Şekil 4-13: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmiş 

HEK293 hücrelerinin Sırası ile 40x ve 100x 24. Saat Görüntüsü 
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Şekil 4-14: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmiş 

HEK293 hücrelerinin Sırası ile 40x ve 100x 48. Saat Görüntüsü 

 

 

  

Şekil 4-15: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmiş 

HEK293 hücrelerinin Sırası ile 40x ve 100x 72. Saat Görüntüsü 
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4.3.3. SHSY5Y Transfeksiyonlarının  ZOE™ Fluorescent Cell Imager ile 
görüntülenmesi 

SHSY5Y nöral dokulardan elde edilen bir nöroblast hücre hattıdır. Uzun 

süredir nörodejeneretif hastalıklar için model görevi görmektedir. Yaptığımız 

çalışmalar da SHSY5Y hatlarının canlılığının ve devamlılığının HEK293’e göre 

çok daha zor olduğu gözlenmiştir. Bu nedenle SHSY5Y hücreleri ile 

geliştirilecek kararlı bir Huntington modelinin ve bunu gerçekleştirmeye yarayan 

optimize bir yöntemin oluşturulması oldukça önemli gözükmektedir.  

Her iki plazmidin de SHSY5Y hücrelerine başarılı bir şekilde transfekte 

olduğu ZOE™ Fluorescent Cell Imager ile gösterilmiştir. Literatüre ve 

çalışmamızda HEK293 hücrelerinde gözlenen verilere uygun olarak pcDNA3.1-

GFP-PoliQ25 plazmidinin başarılı bir şekilde transfekte ettiği hücrelerde 

floresan ışıma hücre sitoplazmasında homojen bir şekilde dağılmıştır (Şekil 4-

17, Şekil 4-18, Şekil 4-19). Buna karşın pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidinin 

transfekte ettiği hücrelerde floresan ışıma yanlış katlanan mHtt proteininin 

oluşturduğu agregatlar üzerinde yoğun noktalar olarak gözlenmiştir (Şekil 4-20, 

Şekil 4-21, Şekil 4-22).  

 

 

Şekil 4-16: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmiş SHSY5Y 

hücrelerinin 24. Saat Görüntüsü 
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Şekil 4-17: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmiş SHSY5Y 

hücrelerinin 48. Saat Görüntüsü 

 

 

 

Şekil 4-18: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmiş SHSY5Y 

hücrelerinin 72. Saat Görüntüsü 
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Şekil 4-19: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmiş 

SHSY5Y hücrelerinin 24. Saat Görüntüsü 

 

 

Şekil 4-20: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmiş 

SHSY5Y hücrelerinin 48. Saat Görüntüsü 
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Şekil 4-21:  pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmiş 

SHSY5Y hücrelerinin 72. Saat Görüntüsü 

 

4.3.4. SHSY5Y Transfeksiyonlarının  Nikon Eclipse Ti Floresan Mikroskop 
ile görüntülenmesi  

Transfekte olmuş SHSY5Y hücrelerinin floresan mikroskop ile 

görüntülenmesin de HEK293 hücrelerinin görüntülenmesi ile aynı metod 

kullanılmıştır. Hücreler Beyaz,Floresan ve Merge olma üzere üç farklı ışık 

kaynağı altında görüntülenmiştir. Literatüre ve çalışmamızda kullanılan HEK293 

hücre hattı görüntülerine uyumlu olarak pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidini 

taşıyan hücrelerde agregat oluşumu gösterilmiştir. Çalışmalar da HEK293 

hücrelerinden farklı olarak SHSY5Y hücreleri sinir hücreleri ile karakterize 

sitoplazmik uzantılar yaptığı gözlenmiştir. Bazı hücreler de yanlış katlanmış 

protein birikiminin bu uzantılar içerisinde lokalize olduğu gözlenmiştir. 
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Şekil 4-22: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmiş SHSY5Y 

hücrelerinin 24. Saat Görüntüsü 

 

 

Şekil 4-23: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmiş SHSY5Y 

hücrelerinin 48. Saat Görüntüsü 

 

 

Şekil 4-24: pcDNA3.1-GFP-PoliQ25 plazmidi ile transfekte edilmiş SHSY5Y 

hücrelerinin 72. Saat Görüntüsü 
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Şekil 4-25: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmiş 

SHSY5Y hücrelerinin 24. Saat Görüntüsü 

 

 

Şekil 4-26: pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmiş 

SHSY5Y hücrelerinin 48. Saat Görüntüsü 

 

 

Şekil 4-27:  pcDNA3.1-GFP-PoliQ103 plazmidi ile transfekte edilmiş 

SHSY5Y hücrelerinin 72. Saat Görüntüsü 
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5. TARTIŞMA 

Çalışmamızda bir nörodejeneretif bozukluk olan Huntington hastalığının 

moleküler mekanizmasının keşfedilmesi ve olası tedavi yöntemlerinin keşfine 

yönelik olarak üniversitemizde ve bölümümüzde yapılması planlanan 

çalışmalara öncülük etmesi için Huntington hücre modelleri geliştirilmiştir.   

Nörodejeneretif hastalıklar dünya üzerinde milyonlarca insanı etkileyen 

geniş bir hastalık grubunu ifade eder. Nedenleri bakımından çesitlilik ve 

hastalığa özgün patalojiler gösterselerde neredeyse tamamı genetik 

mutasyonlar sonucu doğal yapıları bozulan ve hücre içerisinde birikerek toksik 

bir etki gösteren mutant proteinler nedeni ile oluşur. Parkinson ve Alzheimer gibi 

hastalıklarda genetik probleme ek olarak yaş ve benzeri bir çok başka neden 

hastalığın patalojisine katıkıda bulunarak multifaktöriyel bir sebepler ağı 

oluşturabilirken, Huntington gibi örneklerde yalnızca tek bir gen üzerinde 

meydana gelen mutasyon kendi başına hastalığın nedeni olabilir. 

Nörodejeneretif bozukluklar toksik etkinin meydana geldiği hücre, doku grubuna 

bağlı olarak, hastalığa özgün farklı fenotipler gösterirler. Bu toksik etki basit 

hareket bozuklukları, hafıza kaybı, psikiyatrik sorunlar, felç ve hatta ölümle 

noktalanan bir çok klinik bulguya neden olabilir. Bu nedenle de nörodejeneretif 

hastalıkların önlenmesi, tedavisi, ya da seyrinin hafifletilmesi tıp alanında 

özellikle de son yıllarda üzerine odaklanılan konulardan biri olmuştur. 

Nörodejeneretif  bozuklukların moleküler altyapısının öğrenilmesi ve bu 

mekanizmanın tamir ya da tedavi edilmesi moleküler tıp biliminin en önemli 

uğraşlarından biri haline gelmiştir.   

Huntington hastalığı (HD), otozomal dominant genetik geçiş gösteren, 

koretik (titreme,sıçrama) hareket, psikolojik ve davranışsal bozukluklar ile 

karakterize bir nörodejeneretif bozukluktur. Huntington’un genetik temeli, 4. 

Kromozomda bulunan HD geninin ilk ekzonunda bulunan ve glutamin kodlayan 

CAG kodonunun fazla miktarda tekrar etmesi ile oluşan mutant huntingtin 

(mHTT) proteininin verdiği nörolojik hasardır.  

Literatürde Huntington hücre modelleri oluştumak adına moleküler 

klonlama tekniklerinin kullanıldığı çalışmalar bulunmaktadır. Üretilen hücre 
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modelleri sitoplazmada birikim gösteren mutant huntington proteini ile 

karakterizedir. Bizde çalışmamızda literatüre benzer ve uyumlu şekilde 

moleküler klonlama teknikleri uygulayarak Huntington hücre modelleri elde ettik.    

Transfeksiyon ve klonlama için pcDNA3.1-GFP isimli memeli ekspresyon 

vektörü  kullanılmıştır. Bu vektör hücrede mutant protein birikiminin 

gösterilemesini sağlamak adına gerekli olan floresan ışıma için yeşil floresan 

protein (GFP) ile füzyon oluşturulmasına izin vermektedir. 25 CAG tekrarı 

taşıyan vahşi tip ve 103 CAG tekrar kodonu taşıyan toksik mHTT Exon 1 gen 

bölgesi vektör üzerinde yer alan çoklu klonlama alanında ki kesim bölgeleri 

kullanılarak ve GFP ile füzyon bir protein oluşturacak şekilde taşıyıcı vektör 

üzerine klonlanmıştır. Klonlamanın varlığı agaroz jel üzerinde gösterilmiştir.  

Kontrol ve Mutant Htt taşıyan vektörümüz  Lipofectamine 3000 

transfeksiyon reaktifleri kullanılarak hem HEK 293 hem de SHSY5Y hücre 

hatlarına transfekte edilmiştir. Hücreler transfeksiyon sonrası üç gün yükek 

glikozlu DMEM besiyerinde büyütülmüş ve 24., 48. Ve 72. saatlerde Floresan 

mikroskobu altında görüntülenmiştir. Elde edilen görüntüler klonlamanın başarılı 

bir şekilde gerçekleştiğini ve Mutant Htt proteinlerinin oluşturduğu agregatların 

hücre sitosollerinde biriktiğini göstermiştir. Kontrol grubunda ise her hangi bir 

birikim olmamış, floresan ışıma hücre sitosölünde homojen bir şekilde 

gözlenmiştir.   

Huntington ve diğer nörodejeneretif hastalıkların tanı ve tedavisine 

yönelik çalışmalar yoğun olarak sürmekle birlikte henüz bu hastalıklar için etkili 

bir tedavi yöntemi geliştirilememiştir. Özellikle ülkemizde bu yönde yapılan 

çalışmaların azlığı bizi bu çalışmayı yapmaya iten ana etken olmuştur. 

Nörodejeneretif hastalıkların tedavisine yönelik olarak son yıllarda geliştirilen 

özellikle DNA ve RNA temelli yaklaşımlar nörodejeneretif hastalıkların tedavisi 

için oldukça umut vericidir. Diğer bir poliQ temelli hastalık olan SMA’nın 

tedavisinde kullanılan Nusinersen isimli ASO’nun FDA’dan onay alması ve 

hastalar üzerinde başarılı bir şekilde kullanılması benzeri yaklaşımların 

Huntington’un da dahil olduğu diğer poliQ hastalıkları için de uygulanabilir 

olduğunu düşündürmektedir. Son zamanlarda üzerine yoğunlaşılan diğer bir 

konu ise ER stresinin Huntington üzerinde ki neden-sonuç ilişkisidir. Bu ilişikiyi 
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doğru bir şekilde ortaya koyabilmek hastalığın moleküler patalojisini anlamak ve 

yeni tedaviler önermek için mutlak surette önemlidir. Tüm bunlar göz önüne 

alındığında Huntington gib nörodejeneretif hastalıkların tedavisi için moleküler 

yaklaşımlar geliştirerek özgün çalışmalar üretmek ve hem bilime hem de 

geliştirilebilecek olası tedaviler ile ülkemize katkıda bulunmak bir zorunluluktur.  

Çalışmamız ile birlikte Huntington hücre modellerinin elde edilmesi ve 

belki de daha önemli olarak doğru şekilde çalışan ve uygulunabilir optimize bir 

metodun geliştirilmiş olması bu açıdan oldukça önemlidir. Çalışmamızda hem 

HEK293 gibi genel bir hücre hattı üzerinde hem de bir nöronal hücre hattı olan 

SHSY5Y üzerinde huntington patalojisine sahip hücre modelleri elde edilmiştir. 

Özellikle nöroblastoma hücre modelleri kullanılarak yapılacak daha ileri 

çalışmalar öncelikle hastalığın moleküler mekanizmasını çözmek ve akabinde 

de yeni tedavi ve terapi yöntemleri önermek için kuvvetli bir ilk adım olmuştur.    

Bu yöntem sayesinde bölümümüzde ve ülkemizde yakın gelecekte 

gerçekleştirilecek gerek Huntington gerekse diğer Nörodejeneretif hastalıklar 

için benzer modellerin oluşturulması mümkün olacaktır. Hücre modellerinde 

elde edilecek başarılı çalışmaları hayvan modelleri ve nihai olarak klinik 

denemeler takip edecektir. 
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