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Huntington Hastaligi’'nin Molekuler

Biyolojisi
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OZET

Bugiine kadar bilinen dokuz poliglutamin tekrari hastaligi arasinda en yaygini
Huntington Hastaligi'dir. Bati Avrupa’da gorilme sikligi yaklasik 3-7/100 000'dir.
Otozomal dominant gegis gésteren Huntington Hastaligi, santral sinir sistemine
6zgu nérodejeneratif bir hastalik olup, istemsiz hareketler, motor koordinasyon
bozuklugu, hafiza kaybi ve cesitli psikiyatrik bozukluklar ile karakterize edilir.
Hastaligin en belirgin patolojik 6zelligi, beynin bazal ganglia bolgesindeki selektif
ndron 6limudur. 1993 yilinda 4. kromozoma lokalize edilen Huntington Hastaligi
geni (IT-15), 180 kb uzunlugunda ve 67 eksondan olusan biyuk bir gendir. IT-
15 geni, 348 kDa'luk, heniz islevi bilinmeyen huntingtin proteinini kodlar.
Huntington Hastaligi'na yol acan mutasyon, IT-15 geninin birinci eksonundaki
CAG tekrarlarinin sayisindaki artistir. Huntington Hastaligr Calisma Grubu, dort
temel CAG tekrar kategorisi tanimlamistir: Buna gére, IT-15 geninde 26 ve daha
az tekrar tasiyan bireyler sagliklidir, 27-35 CAG tekrari tasiyan aleller nesiller
arasl instabilite gosterebilir, 36-39 tekrar tasiyan bireylerin sadece bir bolimu
hastaliga yakalanir, 40 ve Uzeri CAG tekrari taglyan bireyler eger uzun yasarlarsa
mutlaka Huntington Hastaligi'na yakalanirlar. Huntington Hastaligi'nin molekdler
tanisi, 1993 yilindan itibaren dogrudan mutasyon analizi ile mimkiin olmaktadir.
Bu yontemle, IT-15 geninde CAG tekrar sayisi iceren bodlge polimeraz zincir
reaksiyonu ile cogaltilir ve radyoaktif ya da radyoaktif olmayan yéntemlerle saf
CAG tekrar sayisi tanimlanir. Hastaliga yol acan genetik mutasyon on sene dnce
belirlendiyse de, bu mutasyonun hangi molekiler mekanizma/lar ile selektif
nérodejenerasyona yol actigi halen kesinlik kazanmamistir. Mutant proteinin
proteolizi ve agregasyonu, normal olmayan protein etkilesimleri ve transkripsiyonel
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disregulasyon olasi mekanizmalar arasindadir. Bunlarin kesinlik kazanmasinin,
Huntington Hastaligi ile ayni patogenik mekanizmalari paylastigi dustndlen, bir
dizi nérodejeneratif hastaligin tedavisine de 1sik tutacagi beklenmektedir.

ABSTRACT

Molecular Biology of Huntington’s Disease

Huntington’s Disease (HD) is the most common among nine known polyglutamine
disorders. Its prevalence is estimated to be 3-7/100 000 in populations of
Western European descent. HD is an autosomal dominantly inherited
neurodegenerative disorder of the central nervous system, characterized by
involuntary movements, impaired motor coordination, cognitive loss and various
psychiatric abnormalities. The most prominent pathological finding is the
selective neuron death in basal ganglia. The disease gene (IT-15), localized to
chromosome 4 in 1993 and 180kb long, is composed of 67 exons. The gene
product is a 348 kDa protein, called huntingtin, whose function is not known
yet. The mutation causing HD is the expansion of the CAG triplet repeat in the
first exon of the IT-15 gene. Huntington’s Disease Working Group has identified
four repeat intervals: People who carry 26 or less CAG repeats in the IT-15
gene are healthy, alleles with 27-35 repeats may show intergenerational
instability, people carrying 36-39 CAG repeats may or may not develop the
disease , however 40 or more CAG repeats definitely cause HD, if people live
long enough. The molecular diagnosis of HD with direct mutation analysis has
been available since 1993. In this method, the CAG repeat region on the IT-
15 gene is PCR-amplified, and the repeat number is determined using radioactive
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or non-radioactive methods. Although the genetic mutation leading to HD has
been identified ten years ago, the underlying molecular mechanism leading to
selective neurodegeneration is not clear yet. Proteolytic cleavage and aggregate
formation of the mutant protein, aberrant protein interactions and transcriptional
dysregulation are possible pathogenic mechanisms. The understanding of HD
pathogenesis will enlighten the way to a cure for several other neurodegenerative
disorders, which are thought to share a common mechanism.

KLINIK OZELLIKLERI

Huntington Hastaligi (HH) ilk kez 1872 yilinda Dr. George
Huntington tarafindan, dominant gecisli, ge¢-baslangicli,
progresif ve dlimcil bir hastalik olarak tanimlandi”. Bu
tanimlama, hastaligin halen kabul goren temel 6zelliklerini
Ozetlemekle kalmadi, ayni zamanda hastaliga yol acan
norodejeneratif mekanizmayi aydinlatma yolunda her gecen
giin ivmelenen arastirmalara yon verdi.

Baslangi¢cta Huntington Koresi olarak adlandirilan
Huntington Hastaligl, otozomal dominant gecisli ve santral
sinir sistemini etkileyen kronik bir ndrodejeneratif hastaliktir®,
Bati Avrupa kokenli topluluklarda gérilme sikhdi 3-7/100
000dir. Huntington Hastaligi ge¢-baslangicli bir hastalik
olarak bilinir. Klinik semptomlar genellikle 30-40'li yaslarda
ortaya cikar ve 10-20 sene icinde 6limle sonuglanir. Bununla
birlikte, olgularin %10'u erken baslangi¢li olup (juvenil
form) hastalik daha siddetli ve cabuk seyreder®.

Huntington Hastaligi'nin en belirgin Uc klinik 6zelligi, motor,
psikiyatrik ve kognitif bozukluklardir. En carpici motor
bozukluk, ilk tanimlandigi yillarda hastaliga adini veren
kore (chorea)'dir. Kore formundaki istemsiz hareketler
baslangigta, proksimal ve distal ekstremitelerde
diizensiz ve kisa amplitidIi olarak gérilirken, hastalik
ilerledikce viicudun geneline yayilan, strekli, siddetli
ve ani kasilmalara déniisiir®. Geg-baslangicli olgularda
istemsiz hareketlerle birlikte, istemli hareketlerin
koordinas-yonunda da gi¢lik yasanir. Diger motor
bulgular arasinda dlzensiz g6z hareketleri, dizartri,
ilerleyen evrelerde bradikinezi ve distoni sayilabilir.
Hastaligin 20'li yaslar ve daha 6ncesinde gorilen
jlvenil formunda ise bradikinezi, distoni ve rijidite
6n plana cikar, kore hi¢ gérllme-yebilir veya titreme
ve epileptik ndbetler seklinde olabilir®. Motor
bozukluklardan daha 6nce ortaya cikan fakat
genellikle hastalik baslangicini cagristirmayan davranis
degisimleri, endise, depresyon ve manik-depresif
formunda duygulanim bozukluklarina Huntington
Hastaligi'nda siklikla rastlanir ve bu durum hastanin

NOROPATOLOJIK OZELLIKLERI

Huntington Hastali§i'nda beynin striyatum bdlgesine 6zgu
noron kaybi gorllir. Substansiya nigra ve globus pallidus’a
uzanan ve striyatal néronlarin %80'ini olusturan GABA-
erjik (gamma-amino-bitirik asit) orta boy dikensi projeksiyon
noronlari, bu hastalikta 6zgin olarak etkilenen néron
grubudur®. Hastaligin ilk klinik belirtileri, bu dikensi néronlara
lokalize olmus striyatal dopamin D1 ve D2 reseptérlerinin
%30-40"inin kaybiyla aciklanabilir”. Huntington Hastaligi'nin
son evrelerinde, yani kaudat-putamen ndronlarinin
%90'Indan fazlasi kaybedildiginde ve striyatumda atrofi ve
gliydz basladiginda, serebral korteks, globus pallidus ve
daha az oranda talamus, subtalamik cekirdek, akumbens
cekirdegi, substansiya nigra, serebellum ve beyaz maddede
de dejenerasyona rastlanabilir (Sekil 1)*. Ani ve kontrolsiiz
hareketler, viicut hareketlerinin kontrolinu saglayan bazal
gangliyatalamokorteks yollarindaki bozukluktan
kaynaklanmaktadir (Sekil 2). Duygulanim bozukluklari ve
kisilik degisimleri ise, 6zellikle prefrontal bélgedeki kortikal
noron disfonksiyonu ile iliskilendirilebilir®.

BIYOKIMYASAL OZELLIKLERI

PET (Pozitron Emisyon Tomografisi) ve NMR (Nukleer
Manyetik Rezonans) teknolojileriyle yapilan arastirmalar,
Huntington Hastaligi'nda enerji metabolizmasindaki
degisimlerin gdzardi edilemeyecegini gostermistir. Fakat
bu degisimlerin hiicreyi 6lime g&tlren nedenlerden biri
mi, yoksa diger defektlerin sonucu mu oldugu halen
bilinmemektedir.

L. - .. Sekil 1. Huntington hastasi (b) ve ayni yastaki (a) normal kontrole ait, fikse edilmis serebral
yakin cevresi icin blyuk problem olusturur. lleri pemisferden koronal seviyede alinan rostral striyatum kesitleri. Kaudat cekirdek, putamen ve

evrelerde mental aktivitenin giderek yava§lama5|yla kortekste atrofi ve beyaz madde kaybr gérilmektedir (Vt: lateral ventrikiil, Cd: kaudat cekirdedi,

Put: Putamen)®.

baslayan kognitif bozukluklar, hastalik ilerledik¢e
cogunlukla demansa yol acar .
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degistigi gozlenmistir®.
GENETIK OZELLIKLERI

1983 yilinda, hastaligin tanimlanmasindan bir yizyil
sonra, Huntington geninin 4. kromozomda oldugu
baglanti analizi ile belirlenmis®” ve Huntington
Hastaligi, DNA markorlerine baglanti ile haritalanan
ilk otozomal dominant gegisli hastalik olmustur.
Huntington Hastaligi'na yol acan mutasyonun
tanimlanmasi ise, ABD ve ingiltere’deki alti
laboratuvardan toplam 58 arastirmacinin yogun
isbirligine ragmen on sene strmistdr. IT-15 adi

verilen gen, 1993 yilinda izole edilmis ve hastaliga

neden olan mutasyonun, bu gen Uzerinde tekrar
eden CAG nikleotidlerinin (nt) sayisindaki artis
oldugu belirlenmistir (Sekil 3)*?. Huntington

Sekil 2. Saglikli hiicrelerde ve Huntington Hastaligi patogenezinde bazal gangliya etkilesimleri. Hastal@'na ijgU mutasyonun bulunmasi, molekdler

DUz cizgiler eksite edici, kesik ¢izgiler inhibe edici yollar, cizgilerin genisligi ise yolun goreceli
aktivitesini gostermektedir (Gpe: Globus pallidus dis segmenti, Gpi: Globus pallidus i¢ segmenti,

biyolojideki dondm noktalarindan biri kabul edilir.

STN: subtalamik cekirdek, SNr: substansiya nigra pars retikiilata, SNc: substansiya nigra pars

kompakta)?

Huntington hastalarinda bazal gangliya ve serebral kortekste
glikoz metabolizmasinin yavasladigi saptanmistir'®'". Kaudat
hipometabolizmasi, hastalarin bradikinezi, rijidite, demans
ve islevsel kapasitelerini dlcen klinik test skorlarindaki
disusgle paraleldir. Bununla birlikte, putaminal hipometa-
bolizma, kore ve g6z hareketlerindeki bozukluklar ile
talamus hipometabolizmasi, hastada gézlemlenen distoni
derecesiyle ilgilidir"®'?. Daha carpicl diger bir bulgu ise,
Huntington Hastaligi'na yol acan genetik mutasyonu tasiyan
bireylerin yaklasik %50’sinin, belirtilerin baslangicindan
yillar 6nce metabolik degisimler gdstermesidir™'?. Buna
ek olarak, motor semptomlar heniiz baslamadan, sadece
psikolojik degisimler ve duygulanim bozukluklarindan sikayet
eden hastalarda, siklikla kortikal metabolizma degisikliklerine
rastlanmistir'?.

Huntington hastalarinda gozlemlenen glikoliz problemi,
bazal gangliya ve oksipital kortekste artmis laktat Gretiminin
NMR ile gorintilenmesiyle desteklenmistir™'®. Bununla
birlikte, semptomatik bireylerde serebrospinal sivida purivat
artisi ve kasta fosfokreatin/kreatin ve ATP/ fosfokreatin

oranlarinin azaldigi da saptanmistirt”’-'.

Postmortem hasta dokularinda yapilan biyokimyasal analizler,
etkilenen beyin boélgelerinde oksidatif fosforilasyon ve
trikarboksilik asit déngUstintiin dnemli elemanlarinin (purdvat
dehidrogenaz, kompleks II, lll, IV, akonitaz) aktivitelerinin
dustigini gésterir™*. Huntington Hastaligi patogenezinde
roll oldugu distintlen diger bir metabolik enzim de GAPDH
(Gliseraldehit-tri-fosfat dehidrogenaz)'dir. GAPDH aktivitesi
semptomatik bireylerde degismezken, bu enzimin hiicre-
ici lokalizasyonunun mutant huntingtin proteini varliginda

IT-15, 67 ekson ve 180 kb'den olusan buyik bir
gendir. Genin birinci eksonunda polimorfik CAG nt tekrarlari
bulunur. Bu tekrarlari daha az polimorfik CCG dizileri izler;
en sik gordlen aleller 7, 10, 12 CCG'dir. Bazi bireylerde,
kodon 2642'de delesyon (GAG) gorililebilir. Ancak, ne
kodon delesyonu, ne de CCG dizileri hastaliga yol acar.
Huntington Hastaligi'na sebep olan yegane mutasyon,
genin birinci eksonundaki saf CAG tekrarlarinin sayisinin
normalden fazla olusudur. Bu gendeki CAG tekrarlari
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Sekil 3. Huntington Hastaligi geninin kromozom 4p16.3'e lokalizasyonu.
Huntington Hastaligi 1983 yilinda kromozom 4p'ye haritalandi ve bu bélge cesitli
DNA markoérleriyle daraltilarak aday genler saptandi, 1993 yilinda gen izole edildi
ve hastaliga neden olan CAG tekrar mutasyonu belirlendi (193).




Tablo 1. Poliglutamin tekrari hastaliklarinda kodlanan proteinler ve normal ve patolojik CAG tekrar
araliklari (HD: Huntington Hastaligi, DRPLA: Dentatorubro Pallidoluysian Atrofi, SBMA: Spinobulbar
Muskduler Atrofi, SCA: Spinoserebellar Ataksi, TBP: TATA-baglayan protein, kDa: kilodalton)

cocuklarina iletilirken artarak ve hastalik igin
gerekli olan esik degerine ulasarak hastaliga

K yol agabilir. Ailenin soyge¢cmisinde hastalik

Hastalik Adi Protein Proteinin Normal intermedya Patolojik 7, . > z ;
buyaklagt  Aralk  Aralik Aralik  OYkusu olmama-sina ragmen bireyde hastalik

— gorildigu bu durum, yeni mutasyon olarak
HD Huntingtin 348 kDa 6-35 36-39 40-121 dlandirilir®"
DRPLA Atrophin-1 190 kDa 336 3649 4988 adianainiire-.
SBMA Androjen reseptor 99 kDa 11-38 _ 38-62
SCA 1 Ataksin-1 87 kDa 6-39 39-41 41-83 Ebeveyn Celiskisi: Bazi poliQ hastalikla-
SCA 2 Ataksin -2 140-150 kba 1432 32-34 34-77 rinda CAG tekrarlarinin artma ya da azalma
SCA3 Ataksin -3 48 kDa 1240 4062 6286 egilimi, aleli aktaran ebeveynin cinsiyetine
SCA6 a,Ca  kanal 280 kDa 418 1821 21-30 bagldir. bu d b liskisi ad
SCA7 Ataksin -7 96 kDa 718 1838 3g>p00 ~2dlCIN bu duruma € ev?yln Gelizkist adl
SCA 17 TBP 42 kDa 2543 4345 4563 verilir. Huntington Hastaligi'nda, ozellikle

normal bireylerde de farkli sayilarda, yani polimorfik
olmalarina ragmen, belli bir CAG esik degerinin Uzerinde

hastaliga yol acarlar®>*®.

Huntington Hastaligl, ilgili genlerin kodlayici bdlgelerindeki
CAG tekrar dizilerinin (CAG tripletleri) sayilarindaki artis ile
ortaya c¢ikan, dokuz nérodejeneratif hastaliktan biridir.
CAG tripletleri bulunduklari proteinde glutamin amino
asitini (GIn veya Q) kodladigindan dolayi, bu hastaliklar
“Poliglutamin Hastaliklari (PoliGIn veya PoliQ)” adi altinda
toplanir. Bugiine kadar tanimlanmis olan poliQ hastaliklari,
kodladiklari proteinler ve normal ve patolojik CAG tekrar
araliklari Tablo 1'de ézetlenmistir. Poliglutamin hastaliklari,
X-kromozomuna bagl kalitim gosteren SBMA (Spinal Bulbar
Muskuler Atrofi) disinda, otozomal dominant gecislidir, ve
bir takim ortak ozellikleri paylasirlar: Polimorfik ve instabil
CAG tekrari, ebeveyn celiskisi, yeni mutasyonlar, antisipas-
yon, ve tekrar sayisi ile hastalik baslangic yasi arasindaki
ters oranti®”,

Polimorfik CAG tekrar sayisi: Bilinen dokuz poliglutamin
hastaliginda da normal ve patolojik tekrar araliklarn belirlenmistir
(Tablo 1). Tim bu hastalik genlerindeki tekrar sayilari normal
sinirlarin iginde ise birey sagliklidir; ancak tekrar sayilari her
hastaliga 6zgUi esik dederini astiginda hastaliga neden olur®”.

instabilite: Polimorfik CAG tekrarlan nesiller arasi instabilite
gOsterir. Diger bir deyisle, tekrarlar bir sonraki nesle
aktarilirken sayilari artabilir, ya da azalabilir. instabilitenin
molekiler mekanizmasi, DNA replikasyonu sirasinda eski
ve yeni olusan DNA iplikciklerinin birbiri ile tam 6rtismemesi
(“replication slippage”) ile aciklanabilir®®. Buna kars,
Huntington Hastaligi'nda somatik instabilite ancak baz
dokularda gérdlur. Lenfoblastlarda, koryon villlis ve beynin
disindaki somatik dokularda tekrar sayilari stabildir; ancak
sperm ve santral sinir sisteminde mozaisizme rastlanir.
instabilitenin en cok gérildugi beyin bélgesi, bu hastalikta

6zglin dejenerasyona ugrayan striyatumdur®®3®.

Yeni Mutasyon: Bir bireyin normal sayidaki CAG tekrarlari,

babadan geciste tekrar sayisinin arttigi
g6zlemlenmistir®. Bu olay, erkekteki mayoz béliinme
(spermatogenez) esnasindaki hatalardan kaynaklaniyor
olabilir. Spermdeki mayotik instabilitenin, normalin st
sinirina yakin CAG tekrari tasiyan aleller icin daha fazla
oldugu bilinmektedir. Anneden geciste, tekrar sayisindaki
degisim daha azdir (1-4 tekrar) ve hem azalma, hem de
artma yonlnde olabilir. Dolayisiyla, normal sayida CAG
tekrari tasiyan aleller, sonraki nesle iletilirken sayilar artarak
esik degerine ulasip hastaliga neden olabilirler; bu mutant
alellerde daha da siklikla gorultr. Ancak, hastalik alellerindeki
tekrar sayilarinin azalarak normal araliga dustlgune rastlan-
mamigtir.

Hastalik baglangi¢ yasi: Tim poliQ hastaliklarinda ilgili
genlerdeki CAG tekrar sayisi ve hastalik baslangic yasl ters
orantilidir (Sekil 4)®. Diger yandan, tekrar sayilari ayni olan
bireylerde, ayni aileden olsalar bile, hastalik belirtileri farkli
yaslarda ortaya cikabilir. Bu nedenle, CAG tekrar sayisi,
hastalik baslangi¢ yasini hesaplamak Uzere kullanilamaz,
sadece bir fikir verebilir. Huntington Hastaligi'nda genellikle,
40-50 CAG tekrari olan bireylerde ilk hastalik belirtileri 30-
50 yaslari arasinda gérulirken, jivenil olgularda tekrar
sayisi > 55'tir”.

Antisipasyon: PoliQ hastaliklarinin diger bir ortak ¢zelligi
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Sekil 4. Normal (mavi) ve Huntington kromozomlarindaki (kirmizi) CAG
tekrar sayisi, ve tekrar sayisi ile hastalik baslangic yasi arasindaki iliski (kirmizi
kutular) (190




daha erken yaslarda ortaya ¢ikar ve daha agir seyreder.
Huntington Hastaligi'nda 6zellikle babadan geciste
antisipasyon cok belirgindir®.

HUNTINGON HASTALIGI'NDA GENOTIP-FENOTIP
iLisKisl

IT-15 genindeki tekrar sayilar, “Huntington Hastaligi Genetik
Test Calisma Grubu” tarafindan, iliskilendirildikleri fenotiplere
gdre dort gruba ayrnilmistir (Sekil 5) ¥

Normal Alel: 26 ve daha az CAG tekrari tasiyan aleller
hicbir sekilde Huntington Hastaligi ile baglantili degildir.
Bu alellerin sonraki nesillerde uzayarak hastaliga yol actig
durumlara da rastlanmamistir.

Mayotik instabilite Araligi: IT-15 geninde 27-35 CAG
tekrari bulunan bireylerin kendileri Huntington Hastaligi'na
yakalanmazlar, ancak bu alellerin mayotik instabilite
gostererek bir sonraki nesilde sayilarinin arttigi ve Huntington
Hastaligi'na yol actigi saptanmistir®™. Ornegin, 38 CAG
tekrarl bir Huntington hastasi olan ve soyge¢misinde
hastalik OykUsi bulunmayan bir bireye, bu alelin saglikli ve
IT-15 geninde 27 CAG tekrar taslyan babasi tarafindan
kalitildigi belirlenmistir®.

Azalmis Penetrans Araligi (intermedya Aralik): 36-
39 CAG tekrari taglyan bireylerin sadece bir kismi Huntington
Hastaligi'na yakalanmaktadirlar; yani, bu araliktaki tekrarlar
tam penetrans gdstermezler®”. Bununla birlikte, bu aralik
icinde artan her tekrara karsi, penetrans da artar. Mutasyonu
tastyan bireylerin bir bélimi hastalik fenotipi gostermezlerse,
bu durum ilgili genin azalmis penetransi olarak adlandirilir.
Diger yandan, hastalik baslangici siklikla geg ve bir hayli
degisken oldugundan dolayl penetrans yasa baghdir
denilebilir. Sonug olarak azalmis penetrans, mutasyonu
kalitan ve beklenen yasam sirecini tamamlayan, fakat
hastalik belirtilerini gdstermeyen bireyler icin kullanilmalidir.
Azalmis penetrans, mutant gen ekspresyonunda ekstrem

Mayotik instabilite: 2735 ©

Normal Alel; G-28 CAG

Huntington Aleli: 240 CAG

Azalmig Penetrans: 36-39 CAG

AG

bir noktadir; bu, farkli genetik altyapi ve cevresel faktorlerin,
ayni tip mutasyonun ifade edilmesindeki rolini ortaya
koyan acik bir kanittir®.

Huntington Hastaligi: 40 ve lzeri CAG tekrari taglyan
bireyler, eger daha evvel beklenmedik bir sebepten
yasamlarini kaybetmemislerse, mutlaka Huntington
Hastaligi'na yakalanirlar. Bu mutasyonu tasiyan bireylerin
cocuklarina hastaligr kalitma olasiligi % 50°dir.

HUNTINGTON HASTALIGI’'NIN MOLEKULER TANISI

Huntington Hastaligi'na yol acan mutasyonun belirlenmesi,
hastaligin molekuler tanisini ¢cok kolaylastirmis, ve bu
konuda belirlenen etik kurallarin diger otozomal dominant
gecisli hastaliklara da uygulanmasini saglamistir. Mutasyonun
bulunmasindan énce baglanti analizi yéntemiyle yapilan
molekuler tani, 1993 yilindan beri dogrudan mutasyon
analizi ile mimkindr.

Dogrudan mutasyon analizinde, IT-15 geninde CAG tekrar
saylisi iceren bolge polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
cogaltilir ve Southern Blot ya da radyoaktif olmayan
yéntemlerle saf CAG tekrar sayisi tanimlanir®. En giincel
olan yéntemler; %6-8'lik denatlre edici poliakrilamid gel
elektroforezi ya da floresan PCR’larin dizileme sisteminde
direkt analizidir.

Huntington ve diger poliQ hastaliklarinin molekdiler tanilari,
bu hastaliklara tek tip bir mutasyonun (CAG tekrari) neden
olmasi dolayisiyla nisbeten kolaydir; ancak bu ge¢-baslangicli,
dominant gecisli ve henliz tedavisi olmayan hastaliklarda
genetik danisma ¢ok 6nemlidir. Olumlu, ya da olumsuz,
test sonucunun bireyin ve ailesinin yasamini ne yénde
etkileyecedi, molekdler testten dnce detayli olarak, birkacg
seans halinde, tartisilmalidir. Test sonucunun, ailenin test
yaptirmamis presempto-matik/semptomatik bireylerini de
etkileyebilecegi 6zellikle vurgulanmalidir. Presemptomatik
tani testlerinde, tani dncesi belirli araliklarla mutlaka genetik
danisma verilmelidir. Yeterli genetik
danisma almamis ve bu konuda
bilinglen-memis bireylere, molekdler
tani verilmemesi, tani merkezlerinin
uymasi gereken kurallarin basinda
gelir. Molekdler tani testi yaptirma
kararini kisinin kendisi, hicbir baski
altinda kalmaksizin vermelidir.
Uluslararasi belirlenmis etik kurallar
cercevesinde, test sonuclari, kisinin
yazili izni olmaksizin tglinci kisilerle
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Sekil 5. IT-15 geni ve CAG tekrar sayisi - fenotip iliskisi %
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kisiyle) karsilikl gortismede aciklanir. Etik kurallar gered;,

18 yasindan kiiciiklere molekiiler test uygulanmaz®™.

HUNTINGTON HASTALIGI'NA BENZER HASTALIKLAR

Benzer klinik semptomlari ve/veya patolojik dzellikleri sebebiyle
Huntington Hastaligi'ni taklit eden birkac hastalik, bazen
yanlis klinik tani koyulmasina sebep olabilir. Huntington
Hastaligi'na klinik acidan cok benzeyen hastaliklardan ilki,
yine poliQ hastaliklarindan biri olan DRPLAdir. Klinik acidan
Huntington Hastaligi tanisi almig, fakat mutasyonu tasimayan
bireylerin, 6zellikle DRPLA'nIn sik goruldigu toplumlarda
(6rnegdin Japonya), DRPLA icin genetik incelemeye alinmasi
onerilir. Klinik olarak, énce Huntington Hastaligi ile
bagdastirilan, fakat daha sonra baska
genlerdeki mutasyonlarin sorumlu oldugu
saptanan hastaliklar HDL1 (“Huntington
Disease-Like 1”), HDL2 (“Huntington
Disease-Like 2”) ve HDL3 (“Huntington
Disease-Like 3”)'tlr. HDL1'in, kromozom
20p12'ye haritalanmis prion proteini
genindeki (PrP) toplam 192 bazlik sekiz
adet oktapeptid insersiyonuyla segrege
oldugu bulunmustur“”. HDL2'ye sebep olan mutasyon ise,
JPH3 (“junctophilin-3") genindeki CTG tekrar artisidir. HDL2
lokusundaki bu mutasyon, etiyolojisi bilinmeyen Huntington
olgularinin %2’sini aciklayabilmektedir“”. Otozomal resesif
gecis gbsteren HDL-3 ise 4p15.3’e haritalanmistir®. ilging
bir baska nokta da, varyant Creutzfeld-Jacob Hastaligi (vCID)
olgularindan birinin IT-15 geninde intermedya sayida CAG
tekrar sayisi oldugunun saptanmasidir. Bu da, intermedya
sayida (36-39 CAG) tekrar tasiyan bireylerin vCJD'ye yakalanma
risklerinin sorgulanmasina yol agmistir fakat bu konu hentiz
kesinlik kazanmamistir” . Son olarak, farkli ailelerden bes
kiside gorilen ve hareket bozuklugu ve beyinde ferritin ve
demir birikimi ile karakterize edilen, ge¢-baslangicli bir bazal
gangliya hastaligina CAG mutasyonunun degil, ferritin hafif
zincirindeki bir insersiyonun sebep oldugu gosterilmistir®.
Dolayisiyla, ender rastlanan birkac¢ genetik hastalik, klinik
olarak Huntington Hastaligi'ni taklit edebilir, fakat farkl
genlerdeki mutasyonlardan kaynaklaniyor olabilir. Bununla
birlikte, klinik olarak kesinlikle Huntington tanisi almis, fakat
genetik acidan bu hastalik mutasyonunu tasimayan ve diger
genlerdeki mutasyonlarla da hentiz

aciklanamayan olgular (fenokopi) da mevcuttur.

HUNTINGON HASTALIGININ MOLEKULER
PATOLOIJISI

Huntingtin Proteini
IT-15 geninin kodladigr “huntingtin” (htt) proteini, glutamin
tekrar sayisina bagl olmak kaydiyla, ortalama olarak 3144

amino asit 1

Sekil 6. Huntingtin proteinin yapisi (Qn: poliglutamin tekrari, Pro: prolin agisindan zengin bélge)

amino asitten olusan 348 kilodalton (kDa)'luk blyuk bir
proteindir®. On sekizinci amino asitten baslayan poliQ
dizisini, poliprolin (poliP) tekrarlari takip eder. Proteindeki
yaklasik 40 amino asitlik ve ilk kez tanimlandidi proteinlerin
bas harflerinden adini alan t¢ HEAT tekrari (Huntingtin,
Elongation factor 2, regulatory A subunit of the protein
phosphase 2A, TOR1), huntingtin'in hlcre-i¢i protein
etkilesimlerinde rol oynamaktadir (Sekil 6)“ .

Huntingtin'in diger proteinlerle yapisal bir homolojisi olmadig
icin, islevini belirlemek oldukg¢a zordur ve bu proteinin islevi
hakkinda bilinenler, cok yogun arastirmalara ragmen birkag
ip ucunun Atesine gegememistir. Huntingtin geninin inaktive
edildigi knock-out farelerin yasamla bagdasmamasi, bu

Normal: 6-35Q
Patogenik: 36-250Q

HEAT
tekrarian

L] AR

3144

)

17 40 78

proteinin embriyo gelisiminde dnemli bir islevi oldugunu
distindiirmektedir®. Bu fenotipin sadece mutant protein
ekspresyonu ile yeniden kazaniliyor olmasi da, patogenik
tekrarlara ragmen, huntingtin proteininin normal islevini
bir dlciide korudugunu gdsterir®”. Diger calismalar da
huntingtin'in gelisimsel apoptoz, nérogenez ve hiicre-ici
trafficking mekanizmalarindaki olasi rollerine dikkat
ceker™“®_ Bunlarla birlikte, hiicrelerdeki huntingtin seviyesi
de 6nem tasimaktadir, cok az miktarda huntingtin proteini
Ureten mutant farelerin gelisim anomalisi gdsterdikleri
kanitlanmistir®. Huntingtin'in hiicrelerde mikrotibiil,
vesikil ve sinaptik yapilarla ko-lokalize olmasi, bu proteinin
hlicre-ici transportta ve noérotransmisyonda roll oldugunu
distndirar®.

Mutant PoliQ Proteinlerinin Ozellikleri ve Olasi
Norodejeneratif Mekanizmalar

PoliQ proteinleri tim hicre ve dokularda yaygin olarak
sentezlenirler, fakat sadece merkezi sinir sisteminde selektif
noérodejenerasyona sebep olurlar. Nérodejenerasyonun
molekiler mekanizmasi henlz tam olarak acgiga
kavusmadiysa da, mutant poliQ proteinlerinin &zellikleri
patogenez mekanizmasi hakkinda ipuclari verir.

PoliQ mutasyonunun ilk etkisi, mutant protein
konformasyonunun degisimidir; yeni konformasyonun,
mutant proteinlere toksik islev kazandirdigi artik kabul
gormuistir. Mutant poliQ proteinleri parcalanarak




agregasyona ve inkllzyon cisimciklerinin olusmasina yol
acar. Bu nedenle poliQ hastaliklari, Alzheimer Hastaligi
(AD), Parkinson Hastaligi (PD), Creutzfeld-Jacob Hastaligi
(CJD) ve Amiyotrofik Lateral Skleroz (ALS) gibi mutant
proteinlerin neden oldugu “proteinopatiler” grubuna
dahildir. Tim bu hastaliklarda mutasyonlar, mutant protein
birikimine ve toksisiteye yol acarlar. Ubikitin (Ub) ile
markalanmis poliQ agregatlari, proteinlerin poliQ iceren
toksik parcalariyla birlikte, saperonlar, proteozomlar ve
cesitli transkripsiyon faktorleri (TF) de igerirler. Bu
ozelliklerden yola cikarak, mutant proteinlerin farkl
konformasyonlarda farkli protein etkilesimlerine,
transkripsiyon bozukluklarina, Ub-proteozom sisteminde
(UPP) aksakliklara yol acarak hiicre 6limine neden oldugu
sOylenebilir.

Toksisite Mekanizmalari: Toksik islev Kazanimi ve
islev Kaybi

patogenezinde bu ¢esit basit bir dominant negatif islev
kaybl, ya da haplo-yetersizlik olmadigi yoniindedir®. Buna
ragmen islev kaybi, patogenik mekanizmaya dolayli olarak
etki ediyor olabilir. Normal huntingtin’in apoptotik hiicre
Olimund durdurmasi, BDNF (“Brain Derived Neurotrophic
Factor”) Uretimini tetiklemesi ve ndron yasamini uzatmas,
bu konuda alinan en dikkat cekici sonuglardir. Apoptotik
noronlar mutant huntingtin sentezleyen transgenik hayvan
modellerinde ve Huntington beyinlerinin striyatum ve
korteks bdlgelerinde gdésterilmis, bu bdlgelerde BDNF
seviyelerinin azaldigi goérilmistir®. Tim bunlar normal
huntingtin fonksiyonunun kaybinin nérodejenerasyonda
etkisi oldugunu dustindlirmektedir. Huntington Hastaligi'nda
ve blyUk olaslilikla diger poliQ hastaliklarinda islev kazanma
/ islev kaybetme mekanizmalari ayni anda etkin olabilir
(Sekil 7).

PoliQ hastaliklarinin altinda yatan molekiler @  Narmal hit Mutant hit
mekanizma Onceleri sadece mutant proteinin toksik 6-35Q > 36Q
islev kazanimi modeli ile aciklandiysa da, yakin - ==
zamandaki calismalar, toksik islev kazaniminin yanisira, i “ N -
normal proteinin islev kaybinin da bu mekanizmada l Protein konformasyonunda
roli olduguna isaret etmektedir. d°i§i£“
)
Mutant poliQ proteinlerinin toksik islev kazanimi Normal iglev <
hipotezi, hipoksantin fosforibozil transferaz (HPRT) - i el
genine 146 CAG tekrari eklenen bir fare modeliyle '
gosterilmistir. PoliQ hastaliklariyla hicbir iliskisi olmayan Hiicre gekirdegine
bu gene CAG tekrarlarinin eklenmesi, farelerde gec- ‘
baslangicli norolojik fenotipe ve prematir 6lime yol
acmistir®. Buna ek olarak, hiicrelerde yesil floresan
proteine (GFP) baglanarak sentezlenen poliQ dizilerinin
de hucre 8lumini tetiklediginin belirlenmesi®, poliQ  (8)  Narmal hit Mutant htt
tekrarlarinin hicrelerde genel anlamda toksisite
yaratmaya yeterli oldugunu aciklar. insanlarda normal G + N-mmtviy -G = 2 oo o

IT-15 geninin heterozigot inaktivasyonun Huntington
Hastaligi fenotipine yol acmamasi®** ve sadece tek
kopya islevsel geni olan farelerin Huntington Hastaligi
dzellikleri gésterme-meleri®, poliQ patogenezinin,
uzamis glutamin dizisinin proteinlere kazandirdig
toksik bir islevin sonucu oldugunun gostergesidir.

Sekil 7. Huntington hastaligi'nda olasi hiicre 6lim mekanizmalari. Mutant huntingtin’in
kesilmesi, proteinin poliQ taslyan N-terminal parcasinin hiicre gekirdegine girmesine ve toksik

Ancak, mutant huntingtin ve diger poliQ proteinlerinin
toksik islev kazaniminin sonucu olarak, hicrelerdeki
normal proteinin islevinin kaybedilmesi de olasi
mekanizmalar arasindadir®®. PoliQ agregatlari, mutant
proteinleri bulunmalari gereken yerlerden uzaklastirarak
hlicre islevlerinin yitirilmesine, ya da haplo-yetersizlige sebep
olabilirler. Bununla birlikte, normal proteinler mutant
formlariyla etkilesimde bulunup islevlerini yerine
getiremeyebilirler. Fakat genetik bulgular, poliQ

aktivitenin artmasina sebep olur (a). Ayni zamanda mutant proteindeki artmis poliQ dizileri
direkt olarak (a), ya da normal proteinin fonksiyonunu engellemek yoluyla indirekt olarak
(b) islev kaybina neden olur (56).

Mutant PoliQ Proteinlerinde Konformasyon Degisimi

Huntington Hastaligi ve diger poliQ hastaliklarinda, uzamis
poliQ dizilerinin mutant protein konformasyonuna etkisini
aciklamak Uzere iki model gelistirilmistir. Transglutaminaz
hipotezi, poliQ dizilerinin transglutaminaz enzimi icin
substrat oldugunu ve glutamin amino asitlerinin, ayni ya




da farkli poliQ proteinlerindeki lizin amino asitleriyle izopeptid
baglari olusturabilecegini sdyler®™. Mutant poliQ proteinleri
transglutaminaz aktivitesini arttirarak agregasyona yol acar.
Perutz'un Polar Zipper modeline gore, CAG tekrar sayisi
esik degerini asinca, mutant protein kendi icinde, ya da
glutamin tekrarli diger bir molekdlle kovalent olmayan bir
etkilesime girip, kivrimli tabaka (“B-pleated sheet”) seklinde
bir ikincil yapi olusturarak, cékebilir™. in vitro ve Huntington
beyinlerinde gorulen agregatlardaki proteinlerin -kivrimli
tabaka yapisinda olduklari kanitlanmistir®.

Mutant Protein Agregasyonu

Artmis sayida glutamin tekrari iceren proteinlerin agregasyon
egilimleri, ilk kez 1997 yiinda huntingtin proteini ile
gOsterilmistir. Normal sayida glutamin tekrari iceren
huntingtinin N-terminal ucu hiicrelerde ¢6zUtnebilir olmasina
ragmen, mutant formunun -kivrimli tabaka yapisinda
c6kmesi®, Polar Zipper modelinin bir kaniti olmustur.
Mutant huntingtin proteininin, néron sitoplazmasinda,
perintkleer bolgede ve ¢ekirdekte inklizyonlar (NII-“neuronal
intranuclear inclusion™) olusturdugu gdsterilmistir (Sekil 8).
Gec-baslangicli olgularin postmortem analizinde daha az

Sekil 8. Transgenik Huntington faresi striyatal néronunda(A) ve bir post-mortem
Huntington striyatal biyopsisinde(B) gorilen cekirdek-ici inkliizyonlar (FC:
filamentler ve ince grandller, DCA: yogun kromatin agregatlari) @,

nukleer, fakat daha cok sitoplazmik inkliizyon ve distrofik
noritler goértlmesi, NIl'larin yani sira, sitoplazmik agregatlarin
da noron disfonksiyonu ve toksisitesinde rol oynayabilecegini
distindiiriir®. Néron uzantilarina lokalize olan agregatlar,
aksonal nakli bloke ederek ve aksonal dejenerasyona sebep
olarak néron islevini bozabilir®.

Huntington geninde 113-156 CAG tekrari taslyan transgenik
farelerde progresif norolojik belirtiler, ve kortikal ve striyatal
noéronlarda agregat olusumu gdzlenmis ve inkllizyon
olusumu hiicre 8limi ile bagdasmistir®®?. Ayrica, inkliizyon
formasyonu sicak sok proteini (“heat-shock protein”) HDJ1
ile engellendiginde, in vitro hicre 6liminin azaldigi
g6rilmistir®. Buna karsi, agregat olusumu engellen-
diginde, hiicre 8limiiniin arttigina dair bulgular da vardir®.

Agregasyonun Huntington Hastali§i ve diger poliQ
hastaliklari patogenezindeki roll halen tartismahdir.

Agregatlar hicre-icin toksik, koruyucu, ya da sadece bir
yan Uriin olabilir®. Agregatlarin hiicre limiyle bagdastiril-
digi calismalara dayanarak, poliQ agregatlarinin toksik etki
yarattigi kanisina varilabilir. Agregatlar mutant proteinlerin
yani sira, etkilesime girdikleri diger proteinleri ve
transkripsiyon faktorlerini, saperon, proteozom gibi ¢ok
cesitli proteinleri de barindirirlar. Mutant proteinlerin poliQ
bolgesi disindaki bolgeleriyle etkilesimde bulunan proteinler
de agregatlara dagilabilirler. PoliQ proteinleri, poliQ dizisi
disinda birbirlerinden oldukga farkl oldugundan dolayi,
ilgili agregatlara cok degisik protein gruplari dahil olabilir.
Bu da, degisik hastaliklarda farkli islevlerin etkilenmesine
ve farkli fenotiplere sebep olabilir. Hlicrelerde bulunmalari
gereken yerlerden uzaklastirilan proteinler kendi islevlerini
yerine getiremeyip toksisiteye sebep olabilirler. Ancak,
poliQ agregatlarinin, poliQ proteinlerinin diger hicre
bilesikleriyle etkilesimini engelleyerek, poliQ toksisitesine
karsi koruyucu oldugu da distnulebilir. Ya da, agregatlar
patolojik stirecin dogal bir yan GrinU olabilir. Her ne kadar
agregasyon ve toksisite arasindaki baglanti tam olarak
¢ozllemediyse de, agregatlarin patolojik bir markér oldugu
netlesmistir.

Mutant PoliQ Proteinlerinin Proteolizi

Hicre kdltlrt, hayvan modelleri ve post-mortem analizler,
poliQ proteinlerinin yikima (proteoliz) ugradigina isaret
etmektedir®. Huntingtin'in yikimi, hiicre kiiltlirii diizeyinde,
hayvan modelleriyle ve insan dokusu calismalari ile
kanitlanmistir. PoliQ proteinlerinin parcalanmasinda rol
oynayan protein-spesifik enzimler, kaspazlar ve
kalpainlerdir®®.

Kalpainler, kalsiyumla aktive olan sistein proteazlardir, sinir
sisteminde proenzim heterodimer olarak bulunurlar®®.
Kalpain aktivasyonu, kalpain inhibitori olan kalpastatinin
kaspazlar tarafindan kesilmesi ile gerceklesir. Huntingtin'in
kesilmesinde kalpain I, Il ve m'nin gorev aldigi gosterilmistir.
Kalpain kesim bolgeleri 535-537 ve 468-470 amino asitleri
arasindadir ve mutant huntingtin kalpainler tarafindan
daha kolay kesilmektedir. Mutant huntingtin'in kalpain ile
kesilmesi engellendiginde, huntingtin agregatlari ve
toksisitenin azaldigi gérilmuistir®.

Kaspazlar, apoptoz ve enflamasyonda rol oynayan bir grup
aspartat-6zgu sistein proteazlardir. Hicrelerde inaktif
proenzim seklinde bulunurlar, ve otoaktivasyonla ya da
baska bir kaspaz tarafindan kesilerek aktive edilirler”®.
Apoptozun cesitli kademelerinde farkli kaspazlar aktive
olurlar. Kaspaz 8, 9 ve 10 apoptozun baslangicinda, kaspaz
3, 6 ve 7 apoptozun ydnlendirilmesinde gdrev yapar. Kaspaz
8 ve 9 aktive oldugunda, kaspaz 3, 6, ve 7'yi aktive
edebilirt””. Kaspazlarin Huntington Hastaligi patogenizinde
rol oynagi, cesitli deneylerle gosterilmistir. Huntingtin




proteininde kaspaz 2, 3, 6 ve 7 i¢in kesim bdlgeleri
tanimlanmistir; mutant huntingtin’in kaspaz 8'i aktive ettigi,
kaspaz 3 ve 9 aktivasyonunu arttirdigi ve kaspaz
inhibitérlerinin, mutant huntingtin’in sebep oldugu, hicre
Oliminl durdurdugu, hiicre kiltlrt ve transgenik hayvan
modellerinde gdsterilmistir””. Huntingtin’in poliQ dizisi
iceren N-terminal kismi, hicreler icin daha toksiktir. N-
terminal protein fragmanlari kaspazlari daha cok aktive
eder, bu da daha cok toksik fragman olusumunu tetikler
ve bu déngl icine giren hiicreler apoptoza ugrar’*’?.
Huntingtin'in kaspaz 1, 3 ve 6 ile kesilmesi engellendiginde,
hiicrelerde apoptotik 6liim oraninin azaldig gdzlemlenmistir™.

PoliQ hastaliklarindaki 6zglin patolojiyi aciklamayr hedefleyen
modellerden biri, mutant proteinlerin, etkilenen beyin
bélgesine 6zgU yikimidir. Dokuya 6zgU proteoliz birkag
yolla olabilir: Her normal poliQ proteini, her hastalikta
etkilenen beyin bdlgelerine 6zgi proteazlar tarafindan
kesilebilir ve mutant proteinler s6z konusu oldugunda
proteoliz artabilir. Diger yandan, artmis poliQ dizisi proteine
yeni bir konformasyon kazandirirken, ayni zamanda
korunmus protein bélgelerinin yeni proteazlar tarafindan
taninmasina sebep olabilir. Yeni toksik fragmanlarin
olusumu, ya da proteoliz artis! ile toksik fragmanin fazla
miktarda olusmasi, gézlemlenen bdlgesel patolojiye sebep
olabilir. Ancak bu kriterlere uygun proteazlar bulunmadigi
gibi, kaspaz ve kalpainler tim hiicrelerde yaygin olarak
sentezlenirler. Buna ragmen, dokuya 6zgu proteoliz
Huntington Hastaligi'nda gdsterilmistir. Saglikli kontrol ve
Huntington beyinlerinde farklilik olmaksizin, striyatum ve
kortekste dokuya 6zgli proteoliz saptanmistir”.

Saperonlarin ve Ubikitin-Proteozom Sisteminin Rol{i

Uzun poliQ tekrari iceren proteinler, yapilarindaki degisiklik
nedeniyle farkli bir konformasyon kazanirlar ve yanlis
katlanma sonucu degradasyona direng gostererek hiicrede
protein birikimine neden olurlar. Hicrelerde proteinlerin
katlanmasina yardim eden ve yanlis katlanmis proteinlerin
taninmasi ve diizeltiimesinde gérevli saperonlar mevcuttur.
Bunlardan HSP70 ve HSP40, hiicre modellerinde olusan
agregatlarda saptanmistir. HSP40 ve HSP70 saperonlari
normalden fazla sentezlendiginde agregatlarin azaldigi, ve
bazi durumlarda poliQ toksisitesini baskiladigi gosterilmistir”.
Saperonlar, protein katlanmasi disinda Ubikitin-proteozom
sisteminin (UPP) proteinleri degrade etmesine de yardim
ederler. Saperonlarin koruyucu etkileri, yanlis katlanmis
proteinlerin apoptotik programi tetiklemesini, ya da protein
degradasyon mekanizmalarinin tikanmasini engelleme
yoluyla olabilir””.

Dogru katlanmamis proteinler hicrelerde Ubikitin ile
markalanir ve degradasyon igin proteozomlara yonlendirilir.

Huntington beyinlerinde ve hiicre modellerinde gorilen
intranUkleer inkllzyonlar da Ubikitin (Ub) ile isaretlenmistir
ve proteozomlari barindinr’*"®. Proteinlerdeki poliQ bélgeleri,
Ub ile markalanma asamasinda ya da markalanmayi takip
eden proteoliz asamasinda protein yikimini engelleyebilir.
Agregatlardaki mutant proteinlerin Ub ile markalanmis
olarak bulunmasi, markalanma asamasinin normal isledigini
gosterir, ancak Ub zincirinin uzunlugu da degradasyon
sinyalinin tam olarak islemesi icin ©nemlidir. Bununla birlikte,
poliQ dizilerine baglanan bircok proteinin ubiquitin-
proteozom reaksiyon selalesinin bir Uyesi oldugu
bilinmektedir. AD, PD gibi bircok ndrodejeneratif hastaligin
da, Ub ile markalanmis mutant protein agregasyonu ile
paralellik gostermesi, protein ya da peptid yikimindaki
bozukluklarin tim bu hastaliklara sebep olabilecegine isaret
etmektedir”®. Sonuc olarak poliQ ve diger bircok
norodejeneratif hastaligin ortak 6zelliklerinden biri, mutant
proteinlerin degradasyonunun zorlasmasl, ya da UPP'nin
tikanmasi sonucu ortaya ¢ikan hatali proteoliz olarak kabul
edilebilir. Diger yandan, proteozomlarin mutant poliQ
proteinlerini degrade etmek Uzere aggregatlara dagilmasi,
hicrede degrade edilmesi gereken ve 6zellikle de hiicre-
ici konsantrasyonlari énemli olan proteinlerin birikmesine

neden olarak apoptoza yol acabilir®*®".

Agregatlar, NUkleer Lokalizasyon ve Toksisite

PoliQ hastaliklarinin patolojisinde, mutant proteinin hicre-
icindeki yeri, agregat olusumundan daha belirleyici bir
faktor olabilir. Her ne kadar sitoplazma patolojisine dikkat
ceken sonuclar olsa da, daha ¢ok sayida bulgular ¢ekirdegi
isaret eder.

Cekirdek lokalizasyon sinyali (NLS-"nuclear localization
signal”) mutasyona ugratiimis mutant poliQ proteini
sentezleyen transgenik farelerde hastalik gériilmemesi, ve
cekirdek lokalizasyon sinyali kazandirilan proteinlerin
hiicrelerde daha fazla toksisiteye yol actiginin gésterilmesi,
nUkleer lokalizasyonun hiicre-ici toksisitede agregasyonlardan
daha 6nemli bir rolt oldugunu distindirmektedir. Normalde
sitoplazmada gorilen huntingtin’in mutant formunun
cekirdekte bulundugu gdésterilmistir. Dolayisiyla, mutant
proteinin hiicre-ici lokalizasyonunun toksisitede roli olmasi
olasidir.

Agregatlarin toksisitesi ve nikleer lokalizasyonu Uzerine
yakin zamanda yapilan ¢alismalar, carpici bulgularla
sonuclanmistir®®® Normal ve patogenik aralikta, 20 ve
42 glutamin tekrarli peptidler (Q20 ve Q42) belli bir
konsantrasyona ulastirilip, soguk sok uygulandiginda,
hicrelere girip sitoplazmada fibriler agregatlar
olusturmuslardir. Normal ve mutant peptid agregatlarinin
lokalizasyonunu karsilastirmak Gzere bu peptidlere NLS




eklendiginde, agregatlar cekirdege girmis, ve hem normal,
hem de mutant peptid agregatlari hicre 6limine yol
acmis, fakat NLS'si olmayan sitoplazmik agregatlar toksisite
yaratmamistir. Q42 agregatlarinin ¢ekirdekte bulundugu
hlicrelerin %65‘inde 24 saat icinde hiicre 6limU gozlem-
lenmistir®. Bu sonuclardan, agregatlarin normal veya
patolojik sayida glutamin tekrarlari icermesinden cok, hiicre-
ici lokalizasyonlarinin 6nem tasidigi dne surulebilir. Kontrol
olarak kullanilan ve amiloid fibril olusturdugu bilinen
CspB-1 bakteri soguk sok proteinine NLS eklendiginde,
agregatlarin cekirdekte olustugu, fakat toksik olmadiklari
gorilmustlr. Bu da, intrantikleer agregatlarin toksisitesinin
poliQ dizisinden kaynaklandigini dogrulamaktadir®.

Agregasyonun baslamasi poliQ konsantrasyonunun kritik
esik degerine ulasmasini gerektirir, bu da poliQ hastaliklarinin
gec-baslangich oluslarini aciklayabilir®®”. Buna ek olarak,
agregasyon baslangicinin CAG tekrar sayisina bagli olmasi,
tekrar sayisi artisiyla birlikte hastalik baslangi¢ yasinin
dismesini aciklamak icin yeterlidir. Agregat olusumunu
baslatan toksik fragmanin kritik konsantrasyona
ulasmasinda, hicrelerin bolinme yetisi, hlicreye 6zgu
sentez diizeyi, hlicre-ici kompartmantalizasyon, ve proteinin
ayirici islenme 6zellikleri (“differential processing”) gibi
bircok dnemli etken vardir Patogenik olmayan araliktaki
poliQ dizilerinin de fibriler agregatlar olusturdugu® ve bu
agregatlarin patogenik araliktaki tekrarlar gibi toksik etki
yarattigi gosterilmistir. Normal CAG tekrari iceren proteinlerin
agregat olusumu igin daha yuksek bir kritik konsantrasyona
gereksinim duyulmasi ve bu proteinlerde agregat
olusumunun ¢ok yavas olusu, bu olayin normal yasam

siresi icinde gerceklesmeyecegini gésterir .

Nukleer Lokalizasyon, Protein Etkilesimleri ve
Transkripsiyonel Disregtlasyon

PoliQ proteinlerinin kesilerek ¢ekirdede girmesinin olasi
sonuclari arasinda; cekirdek-ici mekanizmalar; gen anlatimi
ve RNA'nIn islenmesindeki degisimler, cekirdek-ici protein
doénglstinde aksakliklar, ya da cesitli cekirdek faktorleriyle
etkilesimler ilk akla gelenlerdir.

Mutant protein fragmanlarinin ¢cekirdege girdiginde hiicre
icin daha toksik oldugunu kanitlayan deneylerle, poliQ
proteinlerinin transkripsiyonu etkiledigi dustncesine varilmis
ve poliQ proteinlerinin 20'den fazla cekirdek transkripsiyon
faktorlyle etkilesimde bulundugu saptanmistir®°%.
Bunlardan bircogu poliQ proteinindeki tekrar sayisina bagli
etkilesimlerdir. Agregasyonun 6n sart oldugunu kabul
ederek norotoksisiteyi aciklamaya calisan modeller de,
poliQ dizileri iceren transkripsiyon faktérlerinin (6rn. TBP-
TATA baglayan protein, CBP-CREB baglayan protein) mutant
poliQ proteinleri ile birlikte agrege olarak islevlerinin bloke

edildigini ve gen anlatiminda degisiklere yol actigini

savunur®®?.

Huntingtin normalde gen anlatiminin diizenlenmesinde rol
oynayan proteinlerle etkilesimde bulunmakta, ve bu
proteinlerin sitoplazmik naklinde ve cekirdek-ici hareketle-
rinde rol oynamaktadir®. Huntingtin ile etkilesimde bulunan
proteinlerin Huntington Hastali§i patogenezine olasi etkilerini
agiklamak tzere, gen anlatimindaki degisimler, apoptozun
tetiklenmesi, metabolik zehirlenme, aksonal transportun
bloke olmasi gibi bircok mekanizma ortaya atilmistir.

Mutant huntingtin, bazi TF'lere 6zglin baglanma ve bunlari
ortamdan ¢ekme yoluyla nérotoksik olabilir. Huntington
Hastaligi patogenezinde rol oynayan en 6énemli TF'leri,
cAMP response element binding protein (CREBP), p53,
ko-represdre baglanan protein (CtBP), TAFII130, Sp1'dir
©+%7 Huntington Hastaligi hiicre modelinde, mutant
huntingtin'in CREBP'deki glutaminlerle etkilesime girip
CREBP'nin agregatlara dagildigi gésterilmistir®. CREBP
ayni zamanda transgenik fare modelinde ve post-mortem
hasta beyinlerinde Nil'larda saptanmistir. Mutant huntingtin,
ayni zamanda, CREBP'nin gorev aldigi gen anlatimlarini da
azaltmaktadir®. Fonksiyonel CREBP'nin hiicre-ici miktarinin
azalmasinin patogenik etki yarattigi, hiicre canliligi testleri
ile gosterilmistir. Bu calisma ile glutamin dizileri iceren
transkripsiyon faktérlerinin hicredeki lokalizasyonlarinin
degisimi yoluyla, cekirdek inkllizyonlarinin toksisiteye dolayl
etkisi kanitlanmistir®

Ozgiin Néron Olumd

Gerek normal, gerekse mutant huntingtin tim hicre ve
dokularda yaygin olarak sentezlenir, bu nedenle mutant
proteinin sadece striyatuma 6zgUu néronlarda dejenerasyona
sebep olmasi oldukca dikkat cekici ve halen anlasilmamis
bir konudur.

Bolunen hicrelerde, hiicre bélinmesi esnasinda, nikleer
zarin bozulmasiyla ¢ekirdekteki agregatlar sitoplazmaya
dagilip daha az toksisite gdsterebilir; ya da her hicre
bélinmesinde agregatlar yeni olusan hiicreler arasinda
paylasilabilir. Fakat néronlar gibi post-mitotik hiicrelerde
hicre boélinmesi olmadigindan, agregatlar htcre
cekirdeginde yuksek konsatrasyonda sabit kaliyor olabilirler.
Bu hipotez, mitoz inhibitérleri ve hicre farklilasmasina yol
acan faktorler uygulandiginda poliQ toksisitesinin artisiyla
gosterilmistir’®” ve neden sadece néronlarin zarar
gordagund aciklayabilir.

Striyatuma 6zgl ndron dejenerasyonunu aciklayici
sebeplerden biri ise, mutant huntingtin’in striyatuma 6zgl
proteinlerle etkilesimde bulunmasi olabilir. Fakat arastirmalar,
huntingtin'in etkilesimde bulundugu proteinlerin striyatuma




6zgil olmadigini ortaya koymustur. Diger bir olasilik, hastalik
patogenezinde, huntingtin’in striyatuma 6zgl anti-apoptotik
etkilerini yitirmis olmasidir. Ancak huntingtin anti-apoptotik
etki gbéstermesine ragmen, bu durum striyatuma 6zgi
degildir. Bunlara alternatif olarak, striyatuma 6zgu
transkrispsiyonu duizenleyen proteinlerin, huntingtin’in islev
bozukluguna daha duyarli olmasi ve bunun sonucu olarak
gelisen transkripsiyon aksakliklari, 6zgtn néron élimdnin
sebeplerinden biri olabilir®™®. Ayrica, transgenik Huntington
farelerinde N-terminal huntingtin fragmanlarinin striyatal
néronlarda ve bunlarin aksonal uzantilarinda selektif
birikiminin gosterilmesi'®”, proteinin striyatuma 6zgii protein
yikimina ugrayarak burada biriktigi fikrini destekle-
mektedir'®. Son olarak,” mutant huntingtin’in, striyatuma
uzantilari olan beyin bolgelerinde islev kaybi ya da toksik
islev kazanimi ile aktivitesinin degismesi 6zgin néron
élimiina aciklayabilir®

Huntington Hastali§i patogenezinde rol oynadigi distindlen
hicre-ici biyokimyasal sirecler Sekil 9'da 6zetlenmistir.

TEDAVI VE GELECEKTEN BEKLENTILER

Huntington Hastaligi'na neden olan genin 4. kromozoma
baglanti analizi ile haritalanmasi, tipta ve molekdler biyolojide
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bir dondm noktasidir. Bu énemli asamadan sonra, genin
izole edilmesi ve mutasyonun tanimlanmasi, yogun arastirma
ve uluslararasi isbirligine ragmen on yil sirmdstir. Bugin
bu mutasyonun neden oldugu molekuler patolojiye yénelik
arastirma 1993'ten beri ivme kazanarak devam etmesine
ve yontemler cok gelismis olmasina ragmen, gen Uzerindeki
CAG tekrari ile Huntington beynindeki 6zgiin néron olimd
arasindaki sir perdesi halen tam olarak aralanmamistir;
sabirsizlikla beklenen kesin tedavi ancak bu perdenin
kalkmaslyla mimkUn olacaktir.

Hastalik patogenezine yonelik bilgi birikimi, doku kalturd,
maya, meyve sinedi, ipliksi kurt, ve transgenik fare modelleri
Uzerindeki calismalar ile kazanilmistir. Buglin kesin olarak
bilinen iki sey vardir; birincisi tek tip bir mutasyonun hastalidi
tetikledigi, bunu takiben birbiri ile etkilesim halindeki bircok
farkli stirecin hastaliktaki néron élimune yol actigidir. ikinci
dnemli nokta ise, bu yazi ¢ercevesinde Huntington Hastaligi
baglaminda tartisilan mekanizma ve sureclerin bircogunun
tim norodejeratif hastaliklarin ortak paydasi oldugudur.
Bunlarin arasinda, saf Mendel tipi kalitimla nesilden nesile
aktarilan Huntington Hastaligi patogenezinin, AD, PD ve
ALS’den daha az karmasik olabilecegi disindlduyse de,
son yillarin bize 6grettigi diger 6nemli konu bunun bdyle
olmadigidir. Huntington Hastaligi da dahil olmak Uzere,
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Sekil 9. Huntington Hastaligi patogenezinde rol oynadigi distintilen mekanizmalar{'%4).




bltlin norodejeneratif hastaliklar blyuk olasilikla tek bir
vur-kag tlrt tepkime ile degil, daha ziyade birkag olay
sonucu meydana gelen zincirleme bir slire¢ sonrasinda
olusmaktadir. Bu siirece cevresel, epigenetik ve genetik
olaylar da dahildir. Beyindeki protein agregasyonu, oksidatif
ve nitrozatif stres, mitokondri hasari, enfeksiyona cevap
ve agir metal birikiminden dolayi olusan hasari azaltarak,
norotrans-misyonu eski haline getirmek ve eksitotoksisiteyi
engellemek, bircok nérodejeneratif hastaligin tedavisinde
etkili olacaktir.

Gelecegin molekdler sagaltimi, bu hastaliklara 6zgtin olan,
icice gecmis karmasik olaylarin engellenmesini hedefleyen,
kombine tedaviler Gzerine odaklanacaktir. Bircok asamadan
olusan bir reaksiyon dizisinin tek bir asamasini engellemenin,
yetersiz olmasinin yani sira, énemli riskleri de vardir.
Gelistirilmis olan in vitro ve in vivo modellerin, rasyonel
tedavilerin yolunu agmasi umulmaktadir.

Huntington Hastaligi'nda tedaviye yonelik ¢alismalar hiicre
kdltdrd ve transgenik hayvan modelleri Gzerinde yodun bir
sekilde devam etmektedir. Mutant gen ekspresyonunun
baskilanmasi, mutant protein yikiminin ve toksik fragmanlarin
hicre cekirdegine girmesinin engellenmesi, agregat
olusumunun énlenmesi ve transkripsiyonel disregilasyonun
dizeltilmesi asamalarinda elde edilen sonuglar oldukga
umut verici ve tedavi slrecine yakin oldugumuzun
gostergesidir (Sekil 10).
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Enflamasyen ve
oksidatif stres

sekil 10. Huntington Hastaligi'nda molekiler tedavi hedefleri (19%).
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lla¢ tedavisine ve kuctk-molekdl kimyasina bakacak olursak,
etkin bir ilacin, bilimsel olarak rasyonel, ayni patolojik
mekanizmayi paylasan diger nérodejeneratif hastaliklarda
da etkili, néroprotektif etkisinin belirgin ve toksik olmamasi
gerekir. Diger 6nemli kriterler beyne nifuz etme ve
farmakokinetik 6zelliklerdir. Bircok yeni calisma, HDAC
(histon deasetilaz) inhibitorleri, sistamin, kongo kirmizisi,

Rho'ya bagli kinazin hem meyve sinegi, hem de fare
modellerinde poliQ toksisitesini azalttigini gostermistir.
Ama bircok soru simdilik cevaplandiriimayi beklemektedir.
Bu model organizmalardaki sonuglar hastalara ne sekilde
aktarilir ve ne kadar basaril olur? ila¢ tedavisinin
zamanlamasi nasil olmalidir? Hastalik belirtileri baslamadan
evvel mi, sonra mi? Model sistemlerdeki basari dlcttleri
insanla nasll kiyaslanacaktir?

Temel biyolojik arastirmada ¢ok kisa bir stirede énemli bir
devrime yol acan RNA interference (RNAI), simdi de bazi
hastaliklar icin potansiyel bir tedavi olanagi gibi
gorilmektedir. Molekdler biyolojinin ana dogmasina gore,
genetik bilgi DNA=»>RNA=» protein yoninde aktarilir. Son
buluslar, RNA'nin bu bilgi akisini her iki yonde regule ettigi
dogrultusundadir. Dogal ortamdaki RNA'larin, gerek
beyinde, gerekse diger organlarda gen ekspresyonunu
kontrol ettikleri bilinmektedir. RNAi'de, hedef genlere
komplementer olan kiictik RNA dipleksleri, protein yapimini,
mMRNA translasyonunu engelleyerek, ya da mRNA'yi degrade
ederek bloke ederler. Huntington ve SCA'ler gibi, patolojik
CAG tekrari olan hastaliklarin hiicre modellerinde, sentetik
RNA'lar mutant poliQ proteinini, ya dogrudan CAG tekrar
dizilerini, ya da komsu gen dizilerini hedef alarak inaktive
ederler. Buradaki sorun, mutant genle birlikte, CAG tekrari
iceren saglikli genin de inaktive edilmesidir ki, bu da bu
yontemin CAG tekrari hastaliklari icin in vitro ortamda dahi
henlz yeterli olgunluga erismedigini gdsterir.

Molekuler tedavinin son asamasi kék hdcre tedavisidir.
Kok hucreler kendilerini yenileme kapasitesi olan ve
kdkenlerine gore, ya bircok yeni hiicre tipine, ya da tim
hiicrelere dénltsebilme potansiyeli olan farklilasmamis
hicrelerdir. Kok hicre veya tlrevlerinin hasta bireye
transplantasyonu, ya da eriskin hasta beynindeki endojen
kok hicrelerin aktive edilmesi, nérodejeneratif hastaliklarin
gelecekteki tedavilerinden en 6nemlisi olarak gorilmektedir.
Beynin yapisal ve islevsel kompleksitesi distnuldiguinde,
nérodejenerasyon sonucu kaybedilmis beyin hicrelerini
islevsel hiicrelerle degistirmek, gercege cok uzak gelebilir.
Ama, hayvan modellerinde yapilan arastirmalar néron
degisiminin mimkiin oldugunu ve bozuk néronal devrelerin
kismen de olsa rejenere edilebilecegini kanitlamistir.
Transgenik hayvanlar tzerinde denenen implantlar olumlu
sonug vermis ve yeni néronlarin mevcut olan néronlarla
ag kurduklari ve dejenerasyona ugramadigi gézlemlenmistir.
Bu olumlu sonuclardan yola ¢ikilarak Huntington hastalar
Uzerinde fetal striatal doku implantasyonu calismalari
baslatiimistir, ve halen cesitli Avrupa Ulkelerinden 100U
askin Huntington hastasi takip edilmektedir. Alinacak
sonuglarin yakin gelecekte, Huntington Hastaligi icin ikinci
bir donim noktasi olacagi ve diger nérodejeneratif
hastaliklarin tedavisine de 1sik tutacagl umulmaktadir.
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