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OZET

Giris ve Amac: Huntington Hastalig1 (HH), koreik hareketler,
psikiyatrik degisiklikler ve kognitif yikimin eslik ettigi otozomal
dominant kalittmli ndrodejeneratif bir hastaliktir. Giinlimiizde
sadece semptomatik tedavisi miimkiin olan ve yaklasik 1/10.000
kisiyi etkiledigi bilinen HH nin Tiirkiye’deki prevalansi halen
bilinmemektedir. Bu hastaliga neden olan temel mutasyon tipi,
IT-15 geninin 1. ekzonunda bulunan CAG tekrar bolgesinin
genisleyerek =36 tekrar iizerine ¢tkmasidir (>%99). Ulkemiz
icin HH genetik tani testinin hastalik yonetimine katki saglamasi
amact ile ele alinan bu yazida 2004 yil1 Huntington Hastalig1
Test Kilavuzunun tam ¢evirisi ve boliimiimiizde uygulanan HH
molekiiler test sonuglari sunulmaktadir.

Gerec ve Yontem: Laboratuvarimizda uygulanan 15 yilik HH
genetik tan testi (PZR-temelli analiz) sonuglari, yas, cinsiyet
ve CAG tekrar sayilarina gore degerlendirildi. Retrospektif
olarak incelen hasta grubumuz, Istanbul Universitesi Deneysel
Tip Aragtirma Enstitiisii Genetik Anabilim Dali’'nda Ocak 2000-
Haziran 2015 tarihleri arasinda HH i¢in genetik tani testi
uygulanan 677 hastanin dosya kayitlarina dayanmaktadir.
Bulgular: Klinik tanilar1 genetik olarak da desteklenen 413 HH
hastasinin 207’sinin erkek (%50.1), 206’sinin kadin (%49.9)
ve ortalama yasin 46.1+13 (sinirlar; 14-86) oldugu belirlendi.
Mutant allelde CAG tekrar sayisi, hastalarin %?2.7’sinde (n=11)
azalmis penetrans olan 36-39 arasinda, %?20.8’inde (n=86)
>50, diger hastalarda (n=316) 40-50 arasinda tespit edildi. HH
testinde CAG tekrar sayis1 36’nin altinda normal allelleri olan
vakalarin 23’{inde, 27-35 (mayotik instabilitesi olan) araligindaki
mutasyona ugrayabilir allele sahip olduklar1 belirlendi. HH
testinde mutant allel acisindan pozitif olan vakalarin %2’si
(n=8) juvenil form (<20 yas) olarak belirlendi.
Sonug: Boliimiimiizde uzun zamandan beri uygulanmakta olan
HH genetik testinin, benzer klinik bulgulara sahip diger
norodejeneratif hastaliklarin diglanmas: ve ailesel riskler
acisindan onem tagidi8i belirlendi.

Anahtar Kelime: Huntington Hastaligi, CAG tekrar sayisi,
genetik test

SUMMARY

Background and aim: Huntington Disease (HD) is an
autosomal dominant hereditary neurodegenerative disease of
midlife onset that produces choreic movements and cognitive
decline, often accompanied by psychiatric changes. Because
there are no effective neuroprotective therapies that delay the
progression of the disease, it is treated only symptomatically.
It affects approximately 1 in 10,000 individuals. However, the
prevalence of this disease in Turkey is still unknown. The
expanded CAG repeats (n=36) in exon 1 of the IT-15 gene
account for >99% of cases of HD. In this article, recently
published guidelines together with the translation of the 2004
guideline for Huntington Disease Testing, as well as our
departmental applications in HD molecular testing and results
are available. Thus, our departmental procedures and results in
HD genetic testing are presented in order to contribute on the
management of this disease in Turkey.

Material and methods: The results of the performed HD
testing (PCR-based strategy) in our laboratory since 15 years
were evaluated according to age, sex and the number of CAG
repeat. Accordingly, we retrospectively investigated in 677
patients applied HD genetic testing between January 2000 and
June 2015 in Istanbul University, Institute of Experimental
Medicine, Department of Genetics.

Results: We obtained positive results for HD testing from 413
patients, who were 207 men (50.1%), 206 women (49.9%) and
the mean age 46.1+13 years (range; 14-86). The CAG repeat
number in the in 2.7% of patients were between 36-39 repeats
(n=11), which is known as to have reduced penetrance in
20.8% of patients (n = 86) >50 repeat and in other patients (n
= 316) between 40 and 50 repeat. The 23 of the cases with
normal alleles (<36 repeats) applied HD testing were determined
the mutable normal alleles between 27 and 35 repeat (referred
to as the meiotic instability range). The eight patients (2%) of
whole patients with mutant allele were identified as juvenile-
onset HD (<20 years).

Discussion: HD genetic testing is applied in our department
for a long time to the exclusion of other neurodegenerative
diseases with similar clinical symptoms and disease risk
assessment.

Key Words: Huntington disease, CAG repeats, genetic testing
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BOLUM 1: HH KILAVUZLARI

Diinya Noroloji Federasyonu (WFN) ve Uluslararasi
Huntington Dernegi (IHA) tarafindan 1994 yilinda yayinlanan
ilk Huntington Hastalig1 (HH) i¢in prediktif test kilavuzundan
hemen sonra gen mutasyonu tanimlanmigtir. Avrupa’da
kilavuzlar1 degerlendirme siireci icin 2007 yilinda Avrupa
Huntington Hastalig1 Ag1 (EHDN) baglatilmis ve halen 'Genetik
Test ve Danigmanlik' Calisma Grubunda yer alan 12 Avrupa
iilkesinden aile iiyeleri, genetik danigmalar, psikologlar, klinik
genetikciler, norologlar ve laboratuvar arastirmacilar: arasinda
genetik test bilgilerinin paylagimi saglanmaktadirl. HH
molekiiler genetik testi cok sayida laboratuvarda uygulanmakta
olup, HH genetik test kalitesinin dl¢iilmesi ve standardinin
yiikseltilmesi amaciyla, 10 yildan fazla siiredir bu test i¢in
Avrupa Molekiiler Genetik Kalite Ag1, yillik dis kalite
degerlendirme (EQA) raporu hazirlamaktadir2. Ayni1 amacla
en son 2014 yilinda ACMG Laboratuvar Kalite Giivence
Komitesi tarafindan klinik genetik laboratuvarlar: i¢in Tibbi
Genetik ve Genomiks Amerikan Koleji (ACMG) standartlari
ve yonergeler kilavuzu yaymlanmigtir3. Kilavuzlardaki dnerilerin
net olarak sunulmasi, klinisyenler ve aile iiyeleri i¢in test siirecini
netlestirmede yardimci olmaktadir. Bu kilavuzlar, prediktif test
icin minimum standartlarin belirlenmesini, riskli kisileri
korunmasin, etik ve klinik ikilemlere yardimci olmasini saglama
amaci ile sunulmaktadir ve ilk kilavuzlardaki 6nerilerin cogu
giiniimiizde hala gegerliligini korumaktadir!->.

~ BOLUM 2: HUNTINGTON HASTALIGI (HH) TESTI
ICIN TEKNIiK STANDARTLAR VE YONERGELER
KILAVUZUS5

HH GIRiS

Huntington Hastaligi (HH) Calisma Grubu tarafindan
Laboratuvar Kalite Giivence Komitesi Molekiiler Alt Komitesi
tarafindan gelistirilmis olan 2004 yilinda hazirlanmis olan
Huntington Hastalig1 Test Kilavuzundaki hastalifa 6zgii
tanimlamalar, mevcut olan genel ACMG Standartlar1 ve Klinik
Genetik Laboratuvarlar1 Kilavuzuna ek olarak verilmektedir.
Testi uygulayan laboratuvarlar, CLIA/CAP kalite giivence
standartlarina gore uygun Ornek dokiimantasyonu, caligma
validasyonu, genel yeterlilik ve kalite kontrol 6nlemlerini
karsilamaktan sorumlu tutulmaktadir. Tiim bu kilavuzlar,
yardimet bir rehber olarak hazirlanmis olup herhangi bir kisitlama
veya sadece bir yaklagim olarak yorumlanmamalidir. Elbette,
tecriibeli ve belgeli laboratuvar sorumlulari, 6nemli toleranslar
ile tasarlanmus test stratejileri ve gesitli test platformlarinin
kullaniminda esneklige sahip olabilmektedir.

HH2 HUNTINGTON HASTALIGI

HH2.1 Gen sembolii/kromozom lokusu: HH; ek olarak
IT-15 geni.

HH2.2 OMIM numarast: 143100.

HH2.3 Ozet klinik tanimlama: Huntington Hastalig1 (HH),
siklikla psikiyatrik degisimlerin eslik ettigi kognitif yikimin ve
koreik hareketlerin olugmast ile karakterize orta yag baglangicl
norodejeneratif bir hastaliktir. Yaklagik 10000 kisiden biri

etkilenmektedir. Jiivenil baglangi¢cli Huntington hastaligi
etkilenmis hastalarin %5’inide goriiliir ve hizli ilerleyen bu
tipte, 20 yasindan Once rijidite, spastisite ve entelektiiel gerileme
ile ortaya ¢ikar. Hastalik semptomlar: 6zellikle nukleus kaudatus
ve putamendeki noronlarin sec¢ici kaybi nedeni ile olur ve
gliniimiizde etkili bir tedavisi hala mevcut degildir.

HH2.4 Kalitim modeli: Bir polimorfik triniikleotid (CAG)
tekrar sayisinin ile iligkilendirilen klinik belirtiler otozomal
dominant kalitima sahiptir. 36-39 tekrarl alleller i¢in degisken
penetrans mevcut iken tekrar sayilar1 =40 oldugunda hastalik
tam penetransl olarak goriiniir.

HH2.5 Gen tanimi/ normal gen tirtinii: 1T-15, 200 kb’dan
fazla uzunlugu olan ve 67 ekzon iceren bir gendir. Bu genin
kodladig1 huntingtin proteini, 3136 amino asit rezidiisii icerir,
molekiil agirlig1 350 kD’dur ve bilinen herhangi bir protein ile
homolojisi bulunmamaktdir. Biitiin genomik bolgesi dizilenmigtir
ve CAG artis mutasyonu 1. ekzonda yer almaktadir. HH geninin
promoter bdlgesinin yapisal analizleri bu genin bir
“housekeeping” gen oldugunu gostermektedir. Mutant huntingtin
hiicresel seviyede, noronal ve néronal olmayan dokularda yaygin
olarak ifade ediliyor olsa da, kaudat ve putamendeki noronlarda
bolgeye-6zgii ndronal kayip bulunmaktadir.

HH2.6 Genotip/fenotip iliskisi: CAG tekrar sayis1 (40 veya
daha fazla tekrar) ve baslangi¢ yasi arasinda ters bir iligki
mevcuttur. Bu iligki, yiiksek tekrarlarda (>50 tekrar) daha
giicliidiir. Ancak tekrar sayisi, herhangi bir hastanin baglangic¢
yas1 hakkinda kesin bir tahmin yapilasina izin vermemektedir.

HH2.7 Mutasyonun mekanizmasi: HH, toksik bir fonksiyon
kazanim mekanizmasindan kaynaklanmaktadir. Fonksiyon
kazanci, normal bir fonksiyonun asir1 aktivitesi ya da belki
proteinin yeni bir fonksiyon gelistirmesi sonucu olabilir. Artig
ile ilgili patolojik olaylar, biiyiik ¢éziinmeyen agregatlara neden
olan diger proteinler ile olan yeni etkilesimlerinden veya
proteinlerin multimerizasyonundan kaynaklaniyor olabilir. HH
hastalarinin beyinlerinde, kesilmis mutant protein agregatlarinin
intraniikleer inkliizyonlar: tespit edilmigtir. Bu degisiklikler
sonucta hiicre 6liimii ile iligkilidir, ama mutlaka nedensel etkeni
degildir.

HH2.8 Mutasyonlarin listesi: HH’nda allelik heterojenite
tanimlanmamugtir.

HH2.9 HH mutasyonunun etnik iligkisi: Biitlin biiylik etnik
gruplar, HH CAG tekrarinin genislemesine duyarlh
goriinmektedir.

HH3 OZEL TEST UYGULAMALARI

HH3.1 Duyarlilik ve ozgiilliik: CAG-tekrar sayis1 artig
mutasyonlari, HH vakalarinin >%99’undan sorumludur. Bu
nedenle, I7-15 geninin CAG-tekrar bolgesini etkili bir sekilde
Olcen ve tespit eden testler, >% 99 duyarlilia sahiptir. 240
CAG tekrarl alleli olup da hastalig1 olmadan yasayan veya
normal bir yasam siirdiikten sonra 6lmiis, HH patolojisi
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bulunmayan herhangi bir birey belgelenmemistir. Bu nedenle,
pozitif bir sonug (en az bir allelinde 40 veya daha fazla CAG
tekrart olmasi) %100 olarak bu hastalifa 6zgiidiir. Yaymlanmig
hicbir calismada, 26 veya daha az CAG tekrarli allel boyutlari
ile HH fenotipi iligkilendirilmemigtir. 27-35 aras1t CAG tekrarli
alleller, nadirdir ve bir HH fenotipi ile net bir iligkisi
bulunmamaktadir, ancak mayotik instabilitesi olan mutasyona
ugrayabilir tipte allellerdir. 36-39 aras1 CAG tekrarh allel
boyutlari, hem klinik olarak etkilenen ve hem de klinik olarak
etkilenmeyen kisilerde bildirilmistir. Bu nedenle, allellerinden
biri ya da her ikisi 36-39 CAG tekrar araliginda oldugunda
testin Ozgiilligiinii belirlemek mimkiin degildir.

HH3.2 Tanisal teste karsi prediktif test: Tanisal test, hem
dogrulama hem de prediktif test i¢in kullanilir. Dogrulama ve
prediktif testin pozitif sonuglar1 tanisal kabul edilmektedir.
Prediktif test uygulamasinin 18 yagin altindaki bireylere
onerilmemesi kabul edilmektedir. Multidisipliner bir prediktif
test protokolii, pek ¢ok yerde tasiyicilik durumunun
belirlenmesini isteyen bireyler i¢in uygulanabilmektedir.

HH3.3 Prenatal test: Bu test, amniyotik siv1 hiicreleri ve
koryon villus 6rneklerinde (CVS) prenatal tan: ig¢in
kullanilabilmektedir. Her iki ebeveynden elde edilen DNA
ornekleri, dogum oncesi 6rnek ile birlikte ¢aligilmalidir. Ayrica,
test edilmekte olan drnegin fetal kaynagini teyit etmek i¢in her
bir dogum Oncesi materyal lizerinde maternal hiicre
kontaminasyonu c¢aligsmalar1 yapilmalidir. Baz1 ekstra
durumlarda, fetiisiin bir ebeveyni ve kendisinde ayni anda
prediktif ve/veya dogrulayici testler yapilabilir.

HH4 KILAVUZLAR

HH4.1 Normal ve mutasyon kategorilerinin
tammmlamalar1

HH4.1.1 Normal alleller: Normal alleller, CAG tekrar sayisi
<26 olarak tanimlanmaktadir. Bu alleller patolojik degildir ve
mayozun >%99’nda dengeli bir polimorfik tekrar olarak segrage
olmaktadir. En sik goriilen normal allel, 17 ve 19 CAG tekrari
icerir.

HH4.1.2 Mutasyona doniisebilen alleller: Bu tip normal
alleller, 27 ile 35 CAG tekrar araliginda olup genellikle mayoz
istikrarsizli1 olan ya da "intermediate” ara alleller olarak da
tanimlanmaktadir. Bu allellerin heniiz bir HH fenotipi ile iligkisi
gosterilmese de bunlar, spermde mayotik olarak kararsiz
olabilirler ve bu araliktaki paternal kaynakl allellerin patolojik
olarak genisleyebildigi tarif edilmistir. Simdiye kadar, etkilenmis
allelli olan c¢ocuklar i¢in bu araliktaki maternal kaynakli
allellerden kaynaklandi81 hi¢ rapor edilmemigstir. Genel niifusun
yaklasik % 1.5-2’si bu boy araligindaki alelleri tagimaktadir.
Bu araliktaki bir allelin HH alleline genisleyerek aktarim
olasilig1, aktaracak bireyin cinsiyeti, allel boyutu, CAG tekrarini
iceren bolgenin molekiiler konfigiirasyonu ve onun haplotipi
de dahil olmak iizere cesitli faktorlere baghdir. Bu risk, 35 CAG
tekrar1 tasiyan bir paternal alleller i¢in % 6-10 gibi yiiksek
olabilir.

HH4.1.3 Azalmis penetranslt HH allelleri; Azalmis
penetransli HH allelleri, 36-39 CAG tekrar sayisina sahip allel
olarak tanimlanir. Bu araliktaki tekrar boyutlari, genellikle
azalmig penetrans aralif1 olarak ifade edilir. Bu boyut araligindaki
alleller, mayotik olarak kararsizdir ve hem klinik hem de
noropatolojik olarak degerlendirilmig vakalardaki HH fenotipi
ile iligkilidir. Ancak nadiren bu araliktaki alleller, yash
asemptomatik bireylerde bulunmugtur. Sinirli sayidaki kayith
vakalar, bu araliktaki alleller i¢in tahmini penetrans risklerinin
gelisimini engellemis olmasina ragmen, bireysel vaka
raporlarinin incelenmesi ile risk tahminleri yapilabilir.

HH4.1.4 Tam penetransli HH allelleri: Tam penetranshh HH
allelleri, CAG tekrar sayisinin =40 oldugu alleller olarak
tanimlanir. Daha 6nce yaslilarda, 36-39 CAG tekrari olan klinik
olarak asemptomatik HH gen tasiyicilari bildirilmis olmasina
ragmen CAG tekrart 240 olup HH patolojisi olmayan hi¢ kimse
rapor edilmemigtir. Bugiine kadarki en biiyiik HH alleli yaklagik
250 CAG tekrarina sahip erken baglangicli bir hastada tespit
edilmistir.

HH4.1.5 Mosaisizm: Mozaisizm, hem mitoz hem de mayoz
istikrarsizligindan kaynakli beyin ve spermde tanimlanmigtir
ve biiyiik CAG artiglart ile iligkilendirilmis erken baglangicl
HH olgularda daha belirgin oldugu goriilmektedir. Ancak
mozaikligin derecesi, periferik kan lenfositlerinden elde edilen
DNA'dan tespit edilen CAG tekrar uzunluklarinin
yorumlanmasinda ciddi bir 6neme sahip degildir.

HH4.2 Metodolojik Uygulamalar

HH i¢in molekiiler tani testleri sunan Amerika Birlesik
Devletlerindeki (ABD) laboratuvarlari, klinik laboratuvar
islemleri ile ilgili tiim federal ve eyalet yonetmeliklerine
uygundur ve tiim CLIA/CAP kalite kontrol gereksinimlerini
icermelidir. Buna ek olarak, tiim laboratuvarlar yillik HH
yeterlilik test tartigmalarina aktif olarak katilmalidir. Ayrica,
tiim metodolojik uygulamalar Tibbi Genetik Amerikan Kolejinin
Laboratuvar Kalite Giivence Komitesi tarafindan gelistirilen
Klinik Genetik Laboratuvar Standartlar1 ve Rehberi ile uyumlu
olmalidir. Benzer sekilde, ABD disindaki laboratuvarlar kendi
iilkelerinin klinik laboratuvarlar gézetimini yoneten yasal
diizenlemeleri ile uyumlu olmalidir.

HH4.2.1 PCR Yontemleri

HH4.2.1.1 Cok sayidaki farkli primer setleri, PCR kosullari,
amplikon ayirimi ve saptama teknikleri tanimlanarak
yayimlanmigtir. Tekrar uzunlugunun dogru ve kesin olarak
belirlenebilmesi icin PCR-bazli stratejilerin se¢iminde asil
deney kosullarinin ve post-PCR analizlerinin optimize edilmis
olmasi onem tagimaktadir. CAG tekrar boyutlandirmasinda,
P32 uygulamali yontemlerin ve agaroz, kapiller, ve denatiire
poliakrilamid jel elektroforez yontemlerinin kullanildig:
karsilagtirmali post-PCR analizlerinin kiyaslamasinda farkliliklar
oldugu dikkate alinmalidir. Bu nedenle, hasta amplikon
boyutlarinin dogru olarak kantitasyonu, uygun eksternal veya
internal standartlarla karsilastirma sonucu ampirik olarak
belirlenmelidir. Bunlar, boyutlar1 bagimsiz olarak belirlenmis

12

DENEYSEL TIP ARASTIRMA ENSTITUSU DERGISIDIR



olan dizileme “ladder”lar1 (M13), klonlanmus referans standartlari
ve uygun normal ve anormal hasta kontrolleri olabilir ancak
standartlar bunlarla sinirli degildir. HH fenotipi ile
iligkilendirilmis polimorfik CAG tekrar uzunlugu ile ilgili
olarak, CAG ve komsu CCG tekrarmin ikisini de amplifiye
eden tek primer ¢ifti kullanimina dayanan hasta genotiplemesi
onerilmemektedir. HH CAG tekrarinin 3' yoniinde bulunan
CCQG tekrarinin polimorfik oldugu ve normal ve HH allellerinin
boyutlandirmasinda tani yanligliklarina yol acabilecegi
gosterilmistir.

HH4.2.1.2 CAG tekrar araligini iceren uygun kontroller,
her analiz icin kullanilmalidir. Ampirik olarak bu ¢aligmanin
tanimlama sinirlarini belirlemek uygulayan laboratuvarin
sorumlulugundadir. Tanimlama tist sinir1 bilinmemesine ragmen,
yaklagik 115 CAG tekrar tagtyan aleller PCR bazli yontemler
ile amplifiye edilmis olsa da (S.V. Sgrensen, Kopenhag
Universitesi, kigisel iletisim, 2003) daha biiyiik yaklasik 125
CAG tekrarlarini tasiyan alellerin ise tekrar amplifiye
edilebilmesine direncli oldugu goriinmektedir (D. Barden,
Washington Universitesi, kigisel iletisim, 2003).

HH4.2.1.3 CAG bolgesi icinde veya cevresindeki
polimorfizmler tespit edilmis ve bunlarin HH testi yapilan
hastalarda >%1 sikliga sahip oldugu belirlenmistir. Bu niikleotid
degisimleri genelde iki gruba ayrilabilir: primer-baglanma
bolgelerini degistirenler ve CAG ile CCG alanlar1 arasinda
kesinti kaybi ile sonuc¢lananlar. Birinci gruptaki niikleotid
degisiklikleri, primer yanlis baglanmasi ile iligskilendirilmis
yetersiz allel-spesifik amplifikasyon sonucu genotipleme
verilerinin yanlig yorumlanmasina neden olabilir. Bu nedenle,
iki normal allel i¢in kesin klinik varliginda "belirgin
homozigosite" dikkatle yorumlanmalidir ve alternatif primer
ciftleri ya da diger yontemler (Southern blot veya dizileme)
kullanilarak belirsiz sonuglar ¢oziimlenmelidir. ikinci grupta
ise, CAG ve CCG alanlar1 (CAGCAGCCGCCG) arasindaki
12-bp’lik segmentteki nadir bir A>G degisim, bu alanin artmis
mayotik istikrarsizligina hem de konvansiyonel hesaplama
formiillerine dayali kesintisiz CAG tekrar uzunlugunun yanlig
hesabina yol agabilir.

HH4.2.2 Southern Blot: Souther blot protokolleri, jiivenil
baslangicli HH ile iligkilendirilmis genis artiglarin (iyi amlifiye
etmek i¢in basarisiz olabilir) belirlenmesinde ve “homozigot
normal” genotiplerin konfirmasyonunda bazen yararl olmaktadir.

Genotipik ayirim gerektiren durumlarda, tiim laboratuvarlarin
bu protokollerin uygulanabilecegini géz oniine almali veya bu
testi uygulayan bir kurumla resmi yonlendirme diizeninin
kurulmasi tavsiye edilmektedir.

HH4.3 Yorumlamalar

1998 yilindan bu yana, CAP/ACMG Biyokimyasal ve
Molekiiler Genetik Kaynak Komitesi CAG tekrar
kantitasyonunun dogrulugunu standardize etmeyi amaclamustir.
HH sonuglarinin raporlanmasinda Komitenin onerisi, her
laboratuvarin HH allellerin boyutu i¢in belirtilen dogruluk

oranlarina sahip olmasidir: <43 alleller i¢in +1 tekrar; 44 ile 50
arasinda alleller icin 2 tekrar; 51 ile 75 arasinda alleller i¢in
+3 tekrar ve >75 aleller icin +4 tekrar.

HH4.3.1 Klinik test sonuglarinin raporlanmasi icin gerekli
kabul elemanlar, ACMG Klinik Genetik Laboratuvar Standartlari
ve Kilavuzunda ayrintili olarak aciklanmustir. Ek olarak, asagida
belirtilen ilave elemanlar, bir HH genotipinin raporlamasina
dahil edilmelidir.

HH4.3.1.1

Genotipi belirlemek icin kullanilan metodolojilerde, PCR
metodolojisi kullanilmig ise, primer cifti(ler)'nin tanimlamasi
amplikon ayirma ve saptama yontemine dahil edilmelidir.
Ayrica, her raporda genis artiglarin tespiti i¢cin PCR hassasiyeti
konusunda bir agtklama icermelidir. Eger Southern blot gerekli
ise, restriksiyon enzim(ler) ve prob(lar) tanimlanmalidir. Her
rapor, halen klinik uygulamada yararlanilan CAG tekrar uzunlugu
kategorileri ve tanimlayicilarini icermelidir ve her raporlanabilir
genotip, siniflanmig ve bu kategorik tanimlar1 kullanilarak
yorumlanmig olmalidir.

HH4.3.1.2 Her rapora, ACMG Klinik Genetik Laboratuvar
Standartlar1 ve Kilavuzunda tavsiye edilen kriterleri karsilayan
boyutlandirma hassasiyeti, her iki allelin CAG tekrar sayilarina
dahil edilmelidir. PCR ve/veya Southern blot ile tespit edilen
genis alleller i¢in "yaklagik" veya "tahmini" gibi niteleyici
terimler kullanilabilir ancak belirsizlik yaratacak bir yorum
yazmaktan kaginilmalidir. Tiim pozitif sonuglarda, genetik
danigma gerekliligi ve diger risk altindaki aile tiyelerinde testin
uygulanabilir oldugunu belirtmelidir.

HH4.3.2 Alternatif tanilara agagidaki noktalar dahil edilebilir.

HH4.3.2.1 HH’ nin klinik tanisinin molekiiler konfirmas-
yonunda, hastalarin yaklasik %3’iinde HH fenokopileri tarif
edilmistir ve birkac bagka lokus (HHL1 ve HHL2)
tanimlanmustir. Bu durumda, bu hastalarda I7-15 geni geniglemesi
negatif olacaktir. Ayrica, HH ve dentatorubral-pallidoluysian
atrofi (DRPLA) arasindaki dikkate deger klinik benzerlik,
genigleme i¢in negatif test sonucu olan HH klinik tanili bu
hastalarda DRPLA gen testi bir oneri olarak yapilabilir.

HH4.3.3 Spesifik olmayan ve iyi belgelenememis klinik
ve/veya aile Oykiisiinde, mutasyona doniisebilir normal alleller
ile azaltilmig penetransli HH allellerin 6nemi iizerine asir1
yorumlar yapilmamalidir. Laboratuvarlar, bu kategorik CAG
tekrar uzunlugu tanimlayicilart ile ilgili yayinlara hakim olmali
ve test sirasinda tani laboratuvarina verilen spesifik hasta/pedigri
bilgileri ile ilgili verileri dengeleyen bir yorumu net olarak
belirtebilmelidir.
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BOLUM 3: TURKIYE’DE 5
HUNTINGTON HASTALIGI

Giris: CAG tekrar sayis1 genel popiilasyonda ortalama 16-
20 iken, hastalarda 36 ve daha cok CAG tekrar gozlenmektedir6.
38’den fazla CAG tekrar uzunlugunun, bu hastalikta yasa gore
baglangig ile ters korelasyonu mevcuttur ve ¢esitli caligmada
tekrar sayis1 miktar1 yaga gore baglangicta varyansi %42-73
oraninda hesaplanmigtir®. HH diinya ¢apinda rastlanmasina
ragmen hastalik prevalans: 6nemli cografik farkliliklara sahiptir
(Sekil 1)6. Ancak Tiirkiye’deki prevalansi halen bilinmemektedir.
HH’nin molekiiler tan1 testi tilkemizde de yaygin olarak
uygulanmasina ragmen bu konuda sinirli sayida yayina
ulagilabilmektedir8-10. Ayrica temel hastalik patogenezi ile
ilgilill-12 ve asil olarak gerek hasta ve yakinlari icin gerekse
tanisi ile ilgilenen saglik personeli i¢in yol gosterici nitelikte
yazilmis Tiirkce kaynaklar da simrli sayidadiri3. Ozellikle
genetik test ile tanisi1 kesinlesmis HH olanlarin ve aile
yakinlarinin 6niiniti gérebilmeleri i¢in aile dayanigmalarinin ve
multidisipliner organizasyonlarin olusturulmasi 6nem
tagimaktadir.

Materyal ve Metod: Bu caligsmada, 15 yillik HH genetik
tan1 testi sonuglar yas, cinsiyet ve CAG tekrar sayilarina gore
degerlendirilmigtir. Tani testi, PZR ve agaroz jel elektroforezi
teknikleri ile 1.U. DETAE Tibbi Tam Laboratuvar1 HH Test
Caligma Talimatina gore uygulanmaktadir. Biiyiik cogunlugu
Istanbul olan 20’ye yakin hastaneden béliimiimiize genetik test
i¢cin gonderilmis hasta dosyalar: taranmigtir. Buna gore, Istanbul
Universitesi Deneysel Tip Aragtirma Enstitiisii Genetik Anabilim
Dalr’nda Ocak 2000-Haziran 2015 tarihleri arasinda HH igin
genetik tani testi uygulanan 677 hastanin dosya kayitlari
retrospektif olarak incelendi. Istatistiksel analizler, SPSS 14.0
yazilimi kullanmilarak (Chicago, IL, USA) yapildi. Siirekli
degiskenler icin ANOVA, T-test ve kategorikler icin ise X2
analizleri kullanildi. Analizlerde p degeri 0.05°den az olmasi
istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

Bulgular:

Genetik tani ile =36 CAG tekrar sayis1 olan mutant allelle
sahip oldugu belirlenen 413 HH hastasinin 207’si erkek (%50.1),
206’1 kadin (%49.9) ve ortalama yag 46.1+13 (sinirlar; 14-86
yil) olarak belirlendi. Mutant allelde CAG tekrar sayisi,
hastalarin %2.7’sinde (n=11) azalmig penetrans olan 36-39
arasinda (yas ortalamasi; 57.4+17.7 y1l), %20.8’iinde (n=86)
>50 (yas ortalamasi; 33.7+8.8 yil), diger hastalarda (n=316)
40-50 arasinda (yas ortalamasi; 49.1+11.8 y1l) tespit edilmistir
(Sekil 2). HH testinde CAG tekrar say1st 36’nin altinda normal
allelleri olan vakalarin 23’{inde (yas ortalamasi; 50.4+16 yil),
27-35 (mayotik instabilitesi olan) araligindaki mutasyona
ugrayabilir allele sahip olduklar1 belirlenmistir (Sekil 2). Gruplar
arasinda yapilan istatistiksel analizde (ANOVA testi) CAG
tekrar sayis1 ile yag arasinda anlamli fark bulunmusgtur
(p<0.0001). Ayrica, HH testinde mutant alleli olanlarin %?2’si
(n=8) jiivenil form (<20 yas) olarak belirlenmigtir.

Tartisma ve sonug:

Pozitif test sonucuna sahip HH hastalarinda, CAG tekrar
sayis1 artikca yag ortalamasi literatiir ile uyumlu olarak
azalmaktadir6,7. Pozitif test sonucuna sahip 413 Huntington
hastasina genetik danisma Snerilmistir. Tiirkiye’deki Huntington
hasta ve aileleri i¢in Uluslararas1 Huntington Dernegi ile
baglantil1 lokal bir dayanigma dernegi mevcut14 olsa da daha
aktif ve cesitli disiplenler ile igbirligi halinde olmasi
beklenmektedir.

Sonucta HH genetik tani testi, HH ile benzer klinik bulgulara
sahip diger norodejeneratif hastaliklarin diglanmasi ve hastalik
risk degerlendirmeleri i¢in uzun zamandan beri boliimiimiizde
uygulanmaktadir.

Bu caligma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje No:
BEK-2016-21060
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Sekil 1: HH nin diinya ¢apinda tahmini prevalansi?
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Sekil 2: CAG tekrar sayilarinin tiim hastalar (n=677) ve mutant allele sahip hastalardaki (n=413) dagilimlar1
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