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OZET

Giiven, ZG. Non Spesifik Mental Retardasyon Olgularinda FMRI1 Etkilesimli
Sitoplazmik Protein 1 ve 2 (CYFIP 1 ve CYFIP 2) Genlerinin incelenmesi. Istanbul
Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.
2008.

Diinya niifusunun yaklasik %?2-3 iiniin mental retardasyondan (MR) etkilendigi
ve etiyolojisinde genetik ve non-genetik faktorlerin etkin oldugu bildirilmektedir.
Bilissel yetersizligin tek major bulgu oldugu MR, non sendromik mental retardasyon
(NSMR) olarak adlandirilip bu olgularin yaklasik %25inde otozomal resesif kalitim
gozlenmektedir (ORNSMR). ORNSMR de bugiine kadar 5 gen tamimlanmis ve 12
bolge haritalanmustir.

Projemizde, noron iletisiminde 6nemli rol oynayan frajil X mental retardasyon
proteinine (FMRP) baglanan CYFIPI ve CYFIP2 genlerinin ORNSMR tanis1 alan 20
olgu ve ailesinde molekiiler agidan incelenmesi amaclandi.

[k asamada, CYFIPI ve CYFIP2 genlerine informatif otozomal resesif baglanti
gosteren olgularin  homozigosite haritalamas1 ile belirlenmesi,. ikinci asamada,
belirlenen olgularda genlerin dizileme yontemi ile incelenmesi planlandi.
Haplotiplemede, CYFIPI geni i¢in 3 aile non informatif, 2 aile yan informatif, CYFIP2
geni i¢in 1 aile non informatif ve 4 aile yar1 informatif bulundu. 3 aile, CYFIP2 genine
informatif homozigot baglanti gosterdi. Bu ailelerin etkilenmis olgularinda CYFIP2
geni dizilendi. Dizi analizi sonucunda tanimlanmis bir¢ok polimorfizm saptandi. Bir
ailede, 32 inci eksonda, translasyona ugramayan bolgede tanimlanmamais heterozigot bir
dizi degisimi saptandi (c.*2380 T/G). Yapisal degerlendirmeye gore, bu degisim tek
niikleotidlik bir polimorfizm (SNP) olarak degerlendirildi.

Sonuglarimiz, CYFIPI ve CYFIP2 genlerinin ORNSMR ailelerimizde etkin
olmadigini, ancak, yiiksek genetik heterojenite nedeniyle, baska MR ailelerinde
otozomal resesif ve/veya de novo dominant mutasyonlarla etkin olabileceginin
dislanamayacagim diisiindiirdii.

Bundan sonraki asamada, ailelerimizde FMRP ye baglanan diger proteinlerin
arastirilmasinin, MR nin molekiiler etyopatogenezine katki getirecegini diigsiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler : otozomal resesif non sendromik mental retardasyon, homozigosite
haritalamasi, informatif, haplotipleme.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: Proje No: T-26/15122006.
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ABSTRACT

Giiven, ZG. Investigation of Cytoplasmic FMR1 Interacting Protein 1 and 2 (CYFIP1
and CYFIP2) Genes in Patients With Non Spesific Mental Retardartion. Istanbul
University, Institute of Health Science, Department of Medical Genetics. Master Thesis.
Istanbul. 2008.

Mental retardation (MR), affects approximately 2-3% of the general population.
Genetic and non-genetic conditions are reported to be effective in its etiology. In non
syndromic mental retardation (NSMR) cognitive impairment is the only major finding.
Autosomal recessive inheritance of NSMR (ARNSMR) may account for approximately
25% of all patients with NSMR.

In this study, we aimed to investigate the fragile X mental retardation (FMRP)
interacting protein CYFIPI and CYFIP2 genes in our 20 ARNSMR families. In the first
part, our strategy was to perform homozygosity mapping in order to define the
informatively linked homozygous families to these genes. In the second part, we planed
to sequence the linked genes. 3 families were found non informative and 2 families
were found semi-informative for CYFIPI, while 1 family gave non informative, 4
families gave semi informative results for CYFIP2 gene. 3 families showed
informatively homozygous linkage to CYFIP2 gene. Complete sequencing of CYFIP2
showed various identified polimorphysims and one unidentified heterozygous variation
(c.*2380 T/G) in the untranslated region of exon 32. This is considered to be a single
nucleotide polymorphysim (SNP) according to the structural evaluation

Our data showed that, CYFIPI and CYFIP2 genes are not associated in our
ARNSMR families. Nevertheless, the association of these genes with autosomal
reccesive and/or de novo dominant mutations could not be excluded in MR
pathogenesis, due to high genetic heterogeneity.

We think that investigation of other FMRP binding proteins in our families may
be important for the enlightment of molecular pathogenesis of MR

Key Words: Autosomal recessive non-syndromic mental retardation, homozygosity
mapping, informative
The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. T-26/15122006.



1. GIRIS VE AMAC

Bilissel yetersizligin on planda oldugu non sendromik mental retardasyon
(NSMR) etiyolojisinde otozom ya da X kromozomu {iizerindeki gen mutasyonlar1 etkin
olabilmektedir. NSMR’lerin yaklasik %25 inde otozomal resesif kalitim gdzlenmektedir
(ORNSMR). Baglanti analizine yardimci olacak klinik gostergelerin olmamasi ve
yilksek genetik heterojenite, ORNSMR ye neden olan genlerin arastirilmasini
giiclestirmektedir. Bugiine kadar, ORNSMR ile iligkili 12 gen bolgesi haritalanmig ve 5
gen tanmimlanmistir. Genetik etiyolojinin aydinlatilabilmesi i¢in, genis aileler genom
boyu baglanti analizine olanak saglarken, kiiciik ailelerde veya izole olgularda aday gen
yaklasimi uygulanabilmektedir. Literatiirde, CYFIP1 (15q11) ve CYFIP2 (5q33.3)
proteinlerinin sitozolde FMRP ye baglanarak noéron iletisiminde onemli rol oynadiklar

belirtilmektedir.

Bu c¢alismada CYFIPI ve CYFIP2 genlerinin ORNSMR grubumuzda
incelenmesi amaclandi. Proje kapsaminda, kromozomal ve subtelomerik anomalilerin
dislandigi, FMRI genindeki iiclii tekrar dizilerinin normal bulundugu NSMR’li
olgularda, CYFIPI ve CYFIP2 genleri icin informatif homozigot haplotip gosteren
bireylerde genlerin dizilenmesi planlandi. {1k asamada arastirmamizin secim kriterlerine
uyan ve projeye katilmaya onaylarmi veren 20 NSMR’li olgu ve ailesinde DNA
izolasyonu gerceklestirildi. Homozigosite haritalamasinda, informatiflik olasiligini
arttirabilmek i¢in en az dort markor secilmesi planlandi. CYFIPI geni i¢in 4 indel SNP,
CYFIP2 geni i¢in 4 indel SNP ve 2 STR markorii saptanarak haplotipleme calismalar
gerceklestirildi. CYFIPI geni i¢in yapilan analizde, 3 aile non informatif bulunurken,
diger informatif ailelerde bolgeye homozigot baglanti saptanmadi. CYFIP2 geni icin ise
1 aile non informatif bulunurken, informatif ailelerin iiclinde homozigotluk saptandi ve

CYFIP2 geninde dizi analizi ile inceleme gergeklestirildi.

Dizileme caligmalar1 sonucunda, bir ¢ok tanimlanmis polimorfizm saptandi
ancak herhangi bir mutasyonla karsilasilmadi. Bu inceleme, 6zgiin secilmis ORNSMR
popiilasyonunda CYFIPI ve CYFIP2 genleri iizerinde yapilmis ilk calisma olup, bu

genlerin bizim ailelerimizde mental retardasyon ile iligkisi olmadigin1 gésterdi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mental Retardasyon Tamimu ve Sikhigi

Mental retardasyon (MR), 18 yasindan 6nce baslamasi, zeka katsayisinin (IQ)
70 ve altinda olmasi, 6z bakim, ev yasami, kisilerle iletisim kurma, toplumsal
kaynaklar1 kullanma, kendini yonetip yonlendirme, okulla ilgili beceriler kazanma, is
yapma, bos zamanlar1 degerlendirme, saglik ve giivenlik gibi uyumsal islevlerden en az

ikisinde yetersizlik olma gibi 6zelliklerle kendini gosteren bir durumdur (1).

Diinya niifusunun yaklagik %2 sinin MR den etkilendigi bildirilmektedir (2).
Ancak bu oran toplumdan topluma degisebilmektedir. Bunun sebebi MR nin diisiik
sosyoekonomik seviye ile iliskili olmasidir. Erkeklerde disilere gore daha siktir.
Etiyolojik caligmalar, en sik karsilasilan etmenler arasinda, kromozom anomalileri ve
tek gen mutasyonlar1 gibi genetik olusumlarin yani sira, prematiire dogum, prenatal
enfeksiyon, gebelikte toksik ilaglara maruz kalma gibi genetik olmayan durumlar

saymakta ve kaynaginin son derece heterojen oldugunu vurgulamaktadir (3).

2.2. Mental Retardasyonlarm Simflandirilmasi

MR nin derecesi zekd katsayis1 (ZK=IQ=ZB) ile ol¢iimlenmektedir. Zeka
katsayis1 i¢in gerekli degerlendirmeler, cocugun yasitlariyla karsilastirildigi ve iginde
yasadigr toplum i¢in standartlastirilmis testlerle yapilmaktadir. Zeka Katsayisi,

(0lciilebilen zeka yas1 / gercek yas1) x 100 formiiliiyle ifade edilmektedir.

MR, 1IQ skorlamasina gore 4 farkli diizey altinda siniflandirilmaktadir (1,4,
kaynak: 3 p.160).

Hafif MR (IQ=70-50) : MR nin yaklasitk %80-85 ini olugturmaktadir. Bu
diizeydeki ¢ocuklarda duysal ve motor bozukluklar azdir. Konugma becerilerini okul
oncesi donemde kazanirlar. Erigkin yasta bagimsiz yasayabilme becerilerini elde
edebilirler. Sosyal becerileri, iletisimleri ve fonksiyonel akademik yetileri geridir.

Uygun bir egitim ile toplumda normal bir yasant1 siirdiirebilirler.

Orta MR (IQ=49-35): MR nin yaklasitk %10 unu olusturmaktadir. Cogu
konusma becerisini erken yasta kazansa da gecikme s6z konusudur. Bu ¢ocuklar basit
iglerde calisabilir ve 0z bakimlarim yerine getirebilirler. Tamdiklarn alanlarda tek

baslarina kaybolmadan dolasabilirler. Ergenlik donemlerinde, toplumsal adetleri,



gelenek ve gorenekleri Ogrenmedeki zorluklart nedeniyle yasitlartyla iligkileri

bozulabilir. Basit diizeyde iletisim becerisi kazanabilirler.

Agir MR (IQ=34-20): MR lerin yaklasik %3-4 iinii olusturmaktadir. Erken
cocukluk doneminde konugma becerilerini kazanamazlar yada c¢ok az kazanirlar.
Konusmay1 okul doneminde Ogrenebilirler, yiiriimeleri gecikebilir. Temel bakim
konusunda egitilebilirler. Eriskinlikte emir ve gozlem ile ¢ok basit temel ihtiyaclarini

yerine getirebilirler.

Cok Agir MR (IQ=25’nin altinda): Bu grup %1-2 civarindadir. Tiim alanlarda
gerilik vardir. Konjenital anomaliler ve MR ye neden olan nérolojik problemler sik
gozlenir. GoOzetim altinda, her tiirlii bakimlarimin ve 06z ihtiyaglarmin bagskalar
tarafindan gerceklestirilmesi gerekir. Yogun egitimle motor gelisim, 6z bakim ve

iletisim yetileri ¢ok az da olsa arttirilabilir.

2.3. Mental Retardasyonun Etiyolojisi
Mental retardasyonun etmenleri son derece hetorojen olup, genetik ve cevresel
faktorler ayr1 ayr1 ya da bir arada c¢esitli boyutlarda etkin olmaktadir. Bu nedenle, ¢cogu

kez, kaynagini tanimlamak ¢ok giigtiir.

Giiniimiizde, agir MR nin, %60-75 inin etiyolojisi belirlenebilirken, hafif MR de
bu oran %38-55 e diismektedir. Agir MR nin %25-50 sinden genetik faktorlerin

sorumlu oldugu bildirilmektedir (2).

2.3.1 Mental Retardasyonun Olusumunda Go6zlenen Cevresel Etmenler

Mental retardasyon etkilenim zamanina gore; prenatal, perinatal ve postnatal
olmak {iizere 3 donemde incelenebilir. Bu donemler asagidaki gibi siralanmaktadir (5,

kaynak: 3 p.167)

2.3.1.1 Prenatal Evre
Bu donemde MR ile iliskilendirilen durumlar maternal enfeksiyonlardir. En sik
karsilagilanlar: konjenital rubella, sitomegalovirus (CMV), toksoplasmosis ve insan

immun yetersizligi virusii (Human Immunodeficiency Virus/HIV) diir.

Maternal enfeksiyonlarin yanisira gebelik siiresinde maruz kalinan toksik

maddeler de MR ye neden olabilmektedir. Ornegin, gebelikte alkol kullanimi, annede



fenilketonuri (Phenyl Ketonuria/ PKU) varligi, civa ve diger teratojenlere maruziyet bu

grubun i¢inde sayilan 6nemli etmenlerdendir.

Ayrica, hamilelik toksemisi ve plasental yetmezlik de intrauterin bilyiime

geriligine, prematiir olusuma ve bu durumlardan kaynakli MR ye neden olabilmektedir.
2.3.1.2. Perinatal Evre

Bu dénemde MR ye neden olabilecek en 6nemli etmen santral sinir sistemine
(SSS) zarar veren enfeksiyonlardir. Ornegin, Herpes Simpleks Virus Tip-2 (HSV-2) ve

bakteriyel enfeksiyonlar bu grup icinde degerlendirilmektedir.

Bunlarin yanisira, dogum asamasina ait sorunlar, Ornegin, hipoksik-iskemik
ensefelopati (HIE), intraserebral kanama, hiperbiliriibinemi ve prematiirelik durumlari

da MR ye neden olabilir.

2.3.1.3. Postnatal Evre

Bu siirede, beyinde hipoksi-asfiksi-iskemi durumu, SSS enfeksiyonlari, bebegin
toksik maddelere maruz kalmasi (kursun, karbonmonoksit gibi), beyin tiimérleri,
I6semi, beyin travmalari, psikososyal ve ekonomik problemler, anne veya cocukta
psikotik hastalik ve ozellikle ilk bir yil i¢inde endokrin anomalileri MR ile

iligkilendirilebilen 6nemli etmenler arasinda sayilmaktadir.

2.3.2. Mental Retardasyonda Genetik Etmenler
MR ye yol agan genetik etmenler i¢cinde en iyi tamimlananlar kromozom
anomalileridir. Tek gene bagh olanlar i¢inde ise molekiiler acidan da en iyi tanimlanmig

olan frajik X sendromu en sik goriilenidir.

2.3.2.1. Kromozom Anomalileri

Mental retardasyonlu olgularda, kromozom anomali oranlari, hasta se¢im
kriterlerine bagli olarak, %4-34.1 arasinda degismektedir (6,7). Hau ve ark. (8)
tarafindan MR 1i ¢ocuklar i¢in 6zel egitim veren okullardaki 6grencilerden olusturulan
11,892 olguluk bir seride yapilan bir caligmada bu oranin 15.9 oldugu saptanmistir.
Kromozom anomalileri sayisal ve yapisal olmak iizere iki ana grupta

degerlendirilmektedir.



2.3.2.1.1. Sayisal Kromozom Anomalileri

Sayisal kromozom anomalileri, sitogenetik olarak kolay taninan, klinik ac¢idan
en iyi bilinen ve en sik gorillen kromozom anomalileridir. Sayisal kromozom
anomalilerinin 6nemli bir kismi letal olup, daha ¢cok spontan abortus materyallerinde
goriilmektedir (6rnegin trizomi 16, 22 vd.). Canli dogumda goriilen otozomal trizomiler
21, 18 ve 13 diir. Trizomi 21 (Down Sendromu)’in yeni doganlarda insidans1 1/600-700
diir. Hastalarin %95 inde serbest trizomi, %3-4 iinde 13, 14, 15, 22/21 translokasyonu
goriiliirken, %1-2 sinde mozaisizm izlenir. 6000 canli dogumda bir goriilen trizomi 18
ve 12000 de bir goriilen trizomi 13 ise letal olup yasam siireleri ¢cok kisithdir. Cinsiyet
kromozom monozomisi olan 45,X (Turner sendromu)’lerin %99 u intrauterin yasamda
kaybedilmesine ragmen yeni doganlardaki sikligi disilerde 1:4000 dir. Turner
sendromunun klinik fenotipi, sitogenetik bulgularinin cesitliligine (mozaisizm ve
yapisal X/Y anomalileri) paralel olarak yiiksek heterojenite gosterir (9). Cinsiyet

kromozomlarindaki sayisal artislar fenotipi daha hafif etkilemektedir.

2.3.2.1.2. Yapisal Kromozom Anomalileri

Yapisal kromozom anomalileri, total kromozom sayis1 degismeden,
kromozomlar iizerinde, segmental artis (duplikasyon), azalma (delesyon) ya da yer
degistirme (translokasyon ve inversiyon) seklinde olusan anomalilerdir. Bu anomalilerin
yarisi, genetik bilgide herhangi bir degisiklige yol acmayan ve fenotipi etkilemeyen
“dengeli kromozom anomalileri”, digerleri ise genetik bilgi degisikligine yol acan ve
fenotipi etkileyen “dengesiz kromozom anomalileri’dir. En sik goriilen yapisal
anomaliler translokasyonlar, inversiyonlar ve >5Mb (Megabaz) delesyonlardir. Dengeli
yapisal anomaliler fenotipik olarak etkilenmemis bireylerde daha sik goriiliirken klinik
olarak etkilenmis bireylerde delesyonlar daha siklikla gozlenmektedir. Kromozomal
anomalilerin tamisinda genel olarak 450-550 bant seviyesinde klasik sitogenetik
incelemeler yapilmaktadir. Bu bant seviyesinde bir inceleme ile 3 Mb’dan biiyiik
anomaliler tespit edilebilmektedir. Bu delesyon sendromlari icinde en sik goriilenleri Sp
ve 4p delesyonlaridir (10). 3 Mb’dan daha kiigiik delesyonlarin tanisi ise klasik
yontemlerle cogu zaman olanaksizdir. Prometafaz kromozomlarinin incelenmesine
olanak saglayan “High Resolution Banding Technique (HRBT)” ve “Fluoresan in Situ
Hybridization (FISH)” teknikleri bu anomalilerin tamisinda biiyiikk kolaylik

saglamaktadir. Mikrodelesyon sendromlari olarak adlandirilan bu sendromlar i¢inde en



siklikla karsilasilanlar; Williams Sendromu, Prader-Willi/Angelman Sendromu, Di
George/Velokardiofasiyal Sendromu, vd. dir. Kromozomlarin subtelomerik bolgeleri
klasik bantlama teknikleri ile 6zgiin olmayan bant kaliplar1 gosterdiginden sitogenetik
degerlendirilmeleri hemen hemen olanaksizdir. Oysa bu bolgeler islevsel olarak aktif
pek cok gen igcermektedir ve anomalileri fenotipin etkilenmesine yol agmaktadir.
Subtelomerik bolgelerin izlenmesine yol acan FISH, CGH (Comparative Genomic
Hybridization) ve MLPA (Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification)

teknikleri uygulamalar1 sonrasinda yeni sendromlar (1p-, 8p-, 13gq-) tamimlanmustir.

Subtelomerik anomalilerin orta ve agir mental retardasyonlu olgularin %7.4
iinden, hafif mental retardasyonlu olgularin ise %0.5 inden sorumlu oldugu
bildirilmektedir (10). Tekrar dizilerince zengin subtelomerik bdlgelerde rekombinasyon
oraninin yiiksek olmasi hatali eslesme olasiligim yiikseltmektedir. Bu da MR
olgularinda  subtelomerik bolge anomalilerine dikkat edilmesi gerekliligini

gostermektedir (11, 12).

Delesyonun biiyiikliigiine bagh olarak ayni sendromun klinik bulgular1 hastadan
hastaya farklilik gosterebilmektedir. Telomerik ve sentromerik kirilma noktalarinin
farkli hastalarda ayni bolgede yogunlagmis olmasi delesyona yatkinlifa sebep olan
dizilerin varhigmm diistindiirmektedir. Yapilan haritalama calismalar, kirilma
noktalarinin diisiik kopyali tekrar dizilerinde oldugunu ve delesyona, tekrarlarin
yakininda yer alan kopyalar arasindaki anormal rekombinasyonlarin yol actigim

diisiindiirmektedir (9).

2.3.2.2. Tek Gen Mutasyonlarina Bagh Mental Retardasyonlar
Tek bir gende olusan mutasyonlar, sendromik (MRS) ve non sendromik mental

retardasyona (NSMR) yol acgarlar.

2.3.2.2.1. Sendromik Mental Retardasyonlar ve Sik Goriilen Bazi Ornekler

MRS, MR ye konjenital anomalilerin de eslik etmesi ile karakterize bir
durumdur. Bugiine kadar otozomal dominant, otozomal resesif ve X e bagh kalitim
sekillerinin goriildiigii 300 den fazla MRS tanimlanmigtir. Belli bagli MRS ler arasinda;
Rubinstein Taybi Sendromu (OMIM 180849), Frajil X Sendromu (OMIM 300624),
Silver Russel Sendromu (OMIM 180860), Rett Sendromu (OMIM 312750), Coffin
Lowry Sendromu (OMIM 303600), Fenilketoniiri (OMIM 261600), Cornelia De Lange



Sendromu (OMIM 122470, 300590 ve 610759), Lesch-Nyhan Sendromu (OMIM
300322), Norrie Hastaligi (OMIM 310600), Costello Sendromu (OMIM 218040)
sayilabilir (13).

X kromozomu {iizerindeki genlerin, erkekte haploid yapida bulunmasi (major
pseudoautosomal region/PAR1 ve minor pseudoautosomal region/PAR2 diginda kalan
bolgesi), daha kolay haritalanmasina ve MR ile ilgili genlerinin daha kolay
saptanmasina olanak saglamaktadir. X e bagli mental retardasyonun (XLMR) en sik
goriilen etmeni, frajil X sendromu olup, MR erkeklerin 1/4,000-1/5,000 inde, disilerin
ise %2-2.5 inde goriilmektedir (14). MECP2 (DNA da metilenmis CpG adaciklarina
baglanan 2 geni) genindeki ¢esitli nokta mutasyonlar1 da kromatin yapisim degistirerek
erkeklerde letal ancak disilerde en sik gorillen MR etmeni olan Rett Sendromuna yol
acmaktadir. Chiurazzi P. ve ark. (15) XLMR olgularini1 klinik bulgularina gére 3 ana
grupta toplamislardir: (a) sendromik olanlar; multiple konjenital anomaliler ve
beyin/beyin disindaki organ/dokulardaki defektlerin eslik ettigi durumlar, (b)
noromuskiiler bozukluklar, (c) non spesifik durumlar (15). Bugiine kadar X kromozomu
izerinde toplam 97 bolge haritalanmis ve 82 gen klonlanmistir (Tablo 2-1). Tanimlanan
genlerin %?22 si transkripsiyonel regiilasyonda, %19 u sinyal iletim yolaklarinda, %15 i
membran yapisinda bulunurken, %6 s1 DNA ve RNA iglenmesi, %3 ii protein sentezi,

%77 si hiicre siklusunun diizenlenmesinde gérev almaktadirlar (15).

Tablo 2-1: XLMR ile iliskili haritalanan bolge ve klonanan gen sayisimin gruplara gore

dagilimi — Chiurazzi’ (15) den

Toplam Haritalan bolge sayist Klonlanan gen sayisi

Sendrom 98 31 38
Noromuskiiler 51 16 28
Non spesifik 66 50 16

Toplam 215 97 82




2.3.2.2.1.1. Rubinstein Taybi Sendromu

Rubinstein Taybi Sendromu, mental retardasyon, genis el ve ayak bas parmagi,
palpebral fissiirlerin asag1 dogru cekik olmasi, hipoplastik maksilla, belirgin burun ve
konjenital kalp hastalig1 ile karakterize olup, yeni dogan sikligi 1/100,000 olarak
bildirilmektedir (9). Otozomal dominant olarak kalitm gostermekte ve genellikle de
novo mutasyonlar sonucu olugsmaktadir (16). Rubinstein Taybi Sendromu CREBBP
(CREB Binding Protein) ve EP300 (EIA Binding Protein) genlerindeki heterozigot
mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Etkilenmis bireylerin %40-60 1nda, 16p.13.3 da
yer alan CREBBP mutasyonlar goriilmktedir. CREBBP genindeki mutasyonlarin ¢cogu
nokta mutasyonu, kiiciikk delesyon-insersiyonlar olmakla birlikte translokasyonlar,
inversiyonlar ve bilylik delesyonlar da goriilebilmektedir (17). Etkilenmis bireylerin
yaklagik %3 iinde ise 22ql13 de lokalize olan EP300 genindeki mutasyonlar
saptanmaktadir (18). Her 2 gen de birbirleriyle yiiksek homoloji gdstermekte ve bir¢cok
sinyal yolaginda transkripsiyon ko-aktivatorii olarak gorev yapan histon asetilransferaz

(HAT) aktivitesine sahiptirler. (16).

2.3.2.2.1.2. Fenilketoniiri

Fenilketoniiri, mental retardasyon, hipertoni, hiperrefleksi, idrar ve terde kiif
kokusu, epileptik nobet, ve psikotik belirtilerin goriildiigii otozomal resesif gecisli
metabolik bir hastaliktir (3). Tiirk toplumundaki canli dogum sikligi 1/2600, tasiyicilik
siklig1 ise 1/26 olarak bildirilmektedir (19). 12q24.1 de lokalize olan fenilalanin
hidroksilaz enzimini kodlayan PAH genindeki (Phenylalanine Hydoxylase/PAH)
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu hastalarda, fenilalanin parcalanamadigi icin
viicut sivisinda birikmektedir. Yiiksek fenilalanin diizeyi erken ¢ocukluk doneminde
gelismekte olan beyin dokusuna zarar vermektedir. Bugiine kadar, PAH geninde 500
den fazla mutasyon tanmimlanmistir. Bu mutasyonlarin %62 si yanlis anlaml, %13 i
kiigiik delesyon, %11 i kirpilma hatasi, %6 st sessiz, %5 i anlamsiz ve %?2 si insersiyon
tipi degisimlere yol a¢maktadir (16). Erken tam1 kondugu takdirde fenilketoniirinin
semptomatik tedavisi olanaklidir. Fenilalanin esansiyal aminoasit (aa) grubundan olup
viicuda ancak gidalarla alinabilmektedir. Tedavisindeki genel ilke, gida ile alinan
fenilalanin miktarin1 azaltmak ve kandaki fenilalanin diizeyini normal sinirlar iginde

tutmaktir. Diyet tedavisi icin fenilalaninden fakir 6zel ve ilag¢ niteligindeki mamalarin



kullanilmasi gerekmektedir. Beyin dokusunun en hizli gelistigi ilk 8-10 yi1l boyunca

tedaviye devam edilmesi 6nemlidir.

2.3.2.2.1.3. Frajil X Sendromu

Frajil X sendromu, FMRI(Fragile X Mental Retardation 1) geninin translasyona
ugramayan 5’ bolgesinde bulunan -CGG- i¢lu tekrar dizilerinin artmasi sonucunda
ortaya c¢ikan bir dinamik mutasyon hastaligidir. Popiilasyonda normal bireylerde,
-CGG- tekrarlarinin sayis1 olduk¢a degiskendir. Normal bireylerde tekrar sayisi 6-50
arasinda degisir ve -CGG- tekrarlarimin arasinda -AGG- tekrarlar1 bulunur. Bu
durumun, DNA replikasyonunda stabiliteyi korudugu bildirilmektedir. FMRI genindeki
50-200 tekrar sayili alleller premutasyonlu alleller olarak isimlendirilmektedir.
Premutasyonlu alleller mayozda instabildir ve maternal etkide antisipasyon gosterirler.
Bu nedenle, maternal kalitimda tekrar sayilar1 bir sonraki kusaga genelde artarak gecis
gosterir. Frajil X sendromunun fenotipi FMR1 geninde 200 iin iizerinde artis olmasi ve
promoter bolgesindeki CpG adaciklarinin metillenmesi sonucu, gen ifadesinin kesilmesi
nedeniyle ortaya c¢ikmaktadir. Bu durumda, genin iiriinii olan Frajil X Mental
Retardasyon Proteini (FMRP) iiretilemez. FMRI deki 200 ve iizerindeki tekrar dizileri
tam (full) mutasyon olarak adlandirilmaktadir (20,21).

X(q27.3 bolgesine lokalize olan FMRI geni, 1991 yilinda klonlanmis ve yaklasik
38 kb lik bir alana yayilan 17 eksondan olustugu ve 632 aa lik FMRP’yi kodladig
saptanmistir. FMRI geninin alternatif kirpilmalar sonucu 6 farkli transkripti oldugu
saptanmaktadir (22). Protein yapisinda, N terminal bolgesinde niikleer lokalizasyon
sinyali (NLS), bunun arkasinda lizin ve histidinden zengin 2 adet KH (KH1 ve KH2)
domaini, niikleer eksport sinyali (NES) ve C terminal bolgesinde “arjinin-glisin”
residiillerinden olusan -RGG- kutusu bulunmaktadir. Ayrica protein-protein

etkilesimlerinden sorumlu olan 2 adet coiled coil domaini bulunmaktadir (23).

Farede yapilan in situ hibridizasyon calismalart FMRP nin beyin, testis, ovum,
timus, goz ve dalak dokusunda yiiksek, kolon, uterus, tiroid bezi ve karacigerde az
oranda ifade edildigini, kalp, aort ve kas dokusunda ise ifadesinin olmadigini
gostermektedir (21). Frajil X sendromunun patofizyolojik mekanizmasinin

anlagilabilmesi i¢in FMRP nin fonksiyonunun anlasilmasi énemlidir.
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FMRP nin hem niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) hem de niikleer eksport
sinyali (NES) icermesi bu proteinin niikleus ve sitoplazma arasinda gidip geldigini
gostermektedir. FMRP nin C terminal bolgesinde bulunan iki farkli RNA baglanma
motifinin varhigi ise (iki adet KH domaini ve bir adet -RGG- kutusu), bu proteinin RNA
ya baglanma 6zelligi de tasidiginm gostermektedir (24). Deneysel ¢alismalar, FMRP nin
translasyondan sonra niikleusa geri donerek, burada, riboniikleoprotein kompleksi
icerisinde, 0zgiin mMRNA hedeflerine baglanarak onlar1 sitoplazmaya tasidigini
gostermektedir (21, 22). Yapilan ¢alismalar in vitro kosullarda FMRP nin secici olarak
RNA molekiillerinin poli-G ve poli-U kuyruklarina baglandigim1 gostermektedir (21,
22). KH domainine sahip olan proteinlerin, tek zincirli RNA oligoniikleotidlerine,
mRNA lara ve ribosomal RNA lara baglanabilme 6zelliklerinin RNA metabolizmasinin
diizenlenmesinde Onemli oldugu vurgulanmaktadir. Ayrica, -RGG- kutusunu iceren
motiflerin de RNA ya baglanma aktivitesi gostermekle birlikte bir¢ok niikleer ve
niikleolar RNA ya da baglanan proteinlerin yapisinda bulundugu bilinmektedir. Ilk
olarak RNA ya baglanmay1 saglayan bolgenin KH domaini oldugu diisiiniiliirken son
yapilan ¢aligmalar 6zgiin mRINA etkilesimlerinden -RGG- kutusunun sorumlu oldugunu
gostermektedir. Klinik tablosu frajil X e benzeyen ancak tekrar dizileri normal olan agir
MR 1i bir olguda, 2 inci KH domaininde yanlis anlamlh de novo p.I304N mutasyonu
saptanmistir. Bu mutasyonun, FMRP nin dogru katlanmasini engelleyerek, RNA ya
baglanma fonksiyonunu ortadan kaldirdigi belirtilmektedir (25). FMRP nin bir diger
ozelligi de, ilk coiled coil domaininin FXR1 (FMRP iliskili proteinl) ve FXR2 (FMRP
iligkili protein2) gibi FMRP benzeri proteinlerin baglanmasi ile ilgiliyken, 2 inci
domaininin 60S ribozomal RNA ya baglanmasina aracilik etmesidir. Yeni calismalar,

FMRP nin ribozomlara mRNA araciligiyla baglandigin1 géstermektedir (23).

FMRP nin biiyiik bir riboniikleoprotein yapisi (mRNP) icinde, mRNA lar ile
birlikte translasyona katilan poliribozomlar ile iliskide olmasi, gen ifadesinde post-
transkripsiyonel bir kontrol sagladigimi diisiindiirmektedir. Bu nedenle, FMRP nin
ifadesinin en yiikksek oldugu sinir hiicrelerinde, 6zgiin mRNA larin sitozole
transportunu, lokalizasyonunu ve translasyonunu kontrol altinda tuttugu goriisii

savunulmaktadir (20, 21, 22, 24).

mRNP yapisinda, FMRP ile iligskide bulunan 8 farkli protein tanimlanmistir. Bu
proteinler sirasiyla; niikleolin, YB-1 (Y box- binding protein), FXR1, FXR2, NUFIP1
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(FMRP etkilesimli niikleer protein 1), NUCIF1 (Niikleer sitoplazmik FMRP etkilesimli
protein 1), CYFIP1 (FMRP etkilesimli sitoplazmik protein 1) ve CYFIP2 (FMRP
etkilesimli sitoplazmik protein 2) dir (24).

FXR1 ve 2, FMRP ile yiiksek homoloji gostermekte ve ayni fonksiyonel
domainleri icermektedir. Bu proteinlerin, erigkin beynindeki ifade diizenleri FMRP ile
ayni, iskelet kasi ve testiste ise farklidir. FXR2 ve bazi FXR1 izoformlarinin, FMRP
den farkli olarak niikleus yerine niikleolusdan sitoplazmaya RNA transportunda rol
oynadiklari, aym1 komplekste farkli proteinler ile etkilesime girdikleri, farkli RNA larin
tasinmasinda rol oynadiklar1 ve bu nedenle ortiisen degil 6zgiin fonksiyonlar1 olduklar

bildirilmektedir (26, 27).

NUFIP1, 2 adet zinc finger motifi iceren, RNA ya baglanan bir protein olup,
beyindeki ekspresyon diizenleri FMRP ile aynidir. Genellikle, interkromatin fibrillerle
iliskideki noronlarin niikleusunda ve sitoplazmasinda lokalize olduklar belirtilmektedir
(28). Yiiksek oranda homoloji gostermelerine kargin, NUFIP1 ile FXR1 ve FXR2
proteinleri herhangi bir etkilesim i¢inde degildirler. NUFIP1 in, FMRP nin mRNA larin
tasinmasindaki fonksiyonunda rol oynadigi ve bunun disinda niikleus-sitoplazma

arasinda tasgindig diisiiniilmektedir (28).

mRNP kompleksinde bulunan diger proteinlerden niikleolin ve YB-1, RNA ya
baglanma ozelligi gostermektedirler, ancak FMRP ile direkt iliski kurduklar
gosterilmemistir (29, 30).

NUCIF1 proteini i¢in giiniimiizde saptanmis herhangi bir motif bulunmamakta
olup, mRNP kompleksi i¢inde yer almas1 ve 6zgiin olarak FMRP ile etkilesmesi disinda
baska bir islevi bilinmemektedir (24).

Frajil X hastalarn ve Fmrl knock out farelerin beyinlerinde yapilan
incelemelerde dendritik omurga’larin (spine) normalden daha uzun, ince ve sekilsiz
olduklar1 dikkat ¢cekmistir. Bu bulgular, FMRP nin sinaps bolgelerindeki plastisitesinin
saglanmasi i¢in Oonemli olan lokal protein sentezini kontrol altinda tutarak, gelisim
sirasinda sinaps olusumu ve sinaptik aktivitenin saglanmasinda Onemli bir rol

oynadigini géstermektedir.

Sinaps bolgelerindeki FMRP sentezinin glutamat tarafindan uyarilan

metabotropik glutamat reseptorlerine (mGIuR) bir cevap olarak basladiginin
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bilinmesinden bu yana, FMRP ninin hipokampustaki uzun siireli baskilanma (Long
Term Depression/LTD; sinaps iletisimdeki uzun siiren baski) daki rolii aragtirllmaktadir.
Yapilan calismalar, Fmrl knock out farelerinde hipokampal LTD nin normalden daha
uzun oldugunu gostermektedir. Bu bulgular FMRP nin LTD ye neden olan proteinlerin
translasyonunu baskilayarak ve bazi1 glutamat reseptorlerinin internalizasyonunu

yavaglatarak LTD yi kontrol ettigini gostermektedir (25).

Drosophila’nin Fmr1 proteini olan Dfmrl nin, Argonaute 2 proteini ve RNA
induced silencing kompleks (RISC)’e baglanarak, RNA interferans mediated gene
silencing islevini gergeklestirdigi gosterilmistir. Bu bulgular, FMRP nin, RISC araciligi

ile 6zgiin mRNA larin translasyonun baskiladigim gostermektedir (31).
2.3.2.2.2. Non Sendromik Mental Retardasyonlar

Herhangi bir fonksiyonel ve anatomik bozuklugun olmadigi, sadece biligsel
beceri yetersizliginin bulundugu durumlar non sendromik/non spesifik MR (NSMR)
olarak adlandirilmaktadir. Non sendromik mental retardasyonlu olgularin yaklasik %25
inde otozomal resesif kalitim gozlenmektedir (ORNSMR). Baglant1 analizine yardimci
olacak klinik gostergelerin olmamasi ve genetik heterojenite, ORNSMR ye neden olan
genetik etmenlerin arastirilmasimi  giiclestirmektedir. Bugiine kadar, ORNSMR ile
iligkili 12 gen bolgesi haritalanmis ve 5 gen tanimlanmustir (32, 33, 34, 91, 92).
ORNSMR ile iliskili genler ve lokuslar Tablo 2-2’ de gosterilmistir (32).

NSMR nin otozomal dominant formunun (ODNSMR) kendi kusaklar: ile sinirli
kalmasi1 sonucu izole olgular olmalari, bilyiik dikey ailelerin olusamamasina ve bu
nedenle de sorumlu genlerin aydinlatilmasinda giicliiklere yol ac¢maktadir (32).
ODNSMR ile iligkili olabilecegi diisiiniilen ¢ok sayida gen, dengeli translokasyon,
inversiyon veya duplikasyonlu mental retardasyon olgularin kromozom kirik
noktalarinin ~ belirlenmesiyle  tanimlanmistir.  Son  yapilan  bir  calismada
t(13;21)(q22;922.1) dengeli translokasyon tasiyicist mental retardasyonlu bir erkek
olguda, kromozom kirik noktasinda bulunan CLDNI4 geninde allelik ekspresyon kaybi
oldugu gosterilmistir (35). Holinski-Feder ve ark. (36) 2000 yilinda yayinladiklar
makalede, hafif MR, non spesifik dismorfizm ve azalmis penetrans ile belirgin otozomal
dominant gecisin goriildigii bir ailede kriptik subtelomerik translokasyonun,

t(3;16)(q29;p13.3), hastalikla birlikte ayrildigimi gostermistir.
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Tablo 2-2: ORNSMR ile iligkili lokus ve genler-Vanagaite (32)’ den degistirilerek

Lokus Pozisyonu Gen Mental Retardasyon derecesi
MRTI1 4q26 PRSS12  Agir MR

MRT2A 3p26.3 CRBN Hafif MR

MRT3 19p13.12 CC2D1A Agir MR

MRT4 1p33-p34.3 Hafif MR

MRTS5 5p15.2-p15.32 Orta MR-Agir MR
MRT6 6q16.1-q21 GRIK2 Hafif MR-Agir MR
MRT7 8pl12-p21.1 TUSC3 Orta MR

MRTS 10921.3-q22.3 Hafif MR-Orta MR
MRT9 14q12-q13.1 Hafif MR

MRTI10 16p12.1-q12.1 Orta MR

MRTI11 19q13.2-q13.32 Orta MR

MRTI12 1p21.1-p13.3 Agir MR

XLMR her 600 erkekten birini etkilemekte ve bunlarin da 2/3 niin non
sendromik XLMR oldugu diisiiniilmektedir (MRX) (37). MRX de yeni genlerin
tanimlanmas1 icin, baglanti analizi, dengeli kromozom yeniden diizenlenmeleri (X-
otozom translokasyonlari, mikrodelesyon) {iizerindeki genlerin arastinlmasi ve X
kromozomu {izerinde noron gelisimi ve fonksiyonu ile ilgili genlerde aday gen
yaklagimi ile mutasyon taramasi yontemleri kullanilmaktadir (38). MRX tanimi ilk
olarak 1991 yilinda Kerr ve ark. (39) tarafindan yayinlanan makalede, X e bagh
kalittmin goriildiigi ve herhangi baska bir bulgunun eslik etmedigi bir erkek olgu i¢in
kullanilmistir. Bugiine kadar MRX ile iliskili 24 gen tanimlanmistir (Tablo 2-3). Bu
genler fonksiyonlarina gore dort farkli grup altinda degerlendirilmektedir; (1) Rho
GTPaz siklusu ve dentritik regiilasyon, (2) RabGTPazlar ve sinaptik vesikiil transportu,
(3) gen ekspresyonunun regiilasyonu, (4) Orphan mekanizmasi (40). Bu genler arasinda
11 tane genin (ATRX, RPS6KA3, FGDI, OPHNI, MECP2, SLC6AS8, ARX, POBPI,
JARIDIC, NLGN3, NLGN4) hem sendromik hem de non sendromik MR ye yol acmasi,
sendromik ve non sendromik XLMR nin molekiiler acgidan diiz bir cizgi ile

ayrilamayacagini gostermektedir (2).
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Tablo 2-3: MRX ile iligkili genler,proteinler ve fonksiyonlari- Renieri (40)’ den

Gen Protein Protein Fonksiyonu

Rho GTPaz siklusu ve dentritik

regiilasyon

OPHNI1 OPHNI1 RhoA,Racl ve cdc42 nin Rho GTPaz aktivator proteini

PAK 3 PAK 3 serin treonin protein kinaz, Racl ve cdc42 nin baglandig1 hedef protein
ARHGEF6 a-Pix Racl ve cdc42 nin guanin niikleotid degisim faktor proteini

TMA4SF2 TMA4SF2 integrinlerle etkilesen membran proteini

FGD1 FGD1 cdc42 ye baglanmir, GTP-GDP degisimini uyarir

NLGN4 NLGN4 postsinaptik membran proteini, sinaps olusumunda rol oynar

NLGN3 NLGN3 postsinaptik membran proteini, sinaps olusumunda rol oynar

Rab GTPazlar ve sinaptik vesikiil

transportu
GDI1 a-GDI Rab proteinlerinin GDP den ayrilma inhibit6rii
IL1RAPL1 ILRAPL bilinmiyor,uyarilmis norotransmiter eksositozu ile iliskili olabilir

Gen ekspresyonunun regiilasyonu

RPS6KA3 RSK2 serin treonin protein kinaz

ATRX XNP ATP ye bagimli DNA helikaz

MECP2 MeCP2 Metil CpG baglayan protein

ARX ARX transkripsiyon faktorii

ZNF41 ZNF41 KRAB domain tasiyan zinc finger protein, transkripsiyonel represor ?

FMR2 FMR2P transkripsiyon faktorii

PQBP1 PQBP-1 poliglutamin baglayan protein, splizozom bilesenleri ile
etkilesiyor,transkripsiyonel represor

FTSJ1 FTSJ1 RNA metiltransferaz

ZNF81 ZNF81 KRAB domain tastyan zinc finger protein

JARID1C JARID1C kromatin remodelling ve trankripsiyonun regiilasyonunda gorev alir

ZNF674 ZNF674 KRAB domain tastyan zinc finger protein

Orphan mekanizmasi

SLC6A8 SLC6A8 kreatin transporter

AGTR2 AT2 angiotensin 2 reseptorii

ACSL4 ACSLA4 uzun zincirli Asetil Co A sentetaz

DLG3 SAP102 NMDA reseptorlerinin  NR2 altiinitesi ile etkilesen membrana

baglanan guanilat kinaz protein
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2.3.2.2.2.1. X e Bagh Non Sendromik Mental Retardasyonla (MRX) Mliskili Genler
2.3.2.2.2.1.1. PAK3

Xq21.3-q24 de lokalize olan PAK3 genindeki nokta mutasyonlarinin MRX ile
iligkili oldugu gosterilmistir (41, 42, 43, 44). PAK3, PAKI ve PAK2 nin de icinde
bulundugu p21-activated kinase (PAK) ailesine ait bir gendir. Fare dokularinda yapilan
Northern blot analizleri sonucunda Pak 3 iin 3 adet izoformu oldugu saptanmustir: 2.2-
kb lik testise 6zgii transkript, beyin ve testis de eksprese olan 2.4-kb lik transkript,
bobrek ve beyinde eksprese olan 3-kb lik transkript. PAK3 geni tarafindan kodlanan
PAK3 proteini GTP ye baglanan proteinler olan Cdc42 ve RAC’a baglanmaktadir.
Cdc42 ve RAC proteinleri hiicre adhezyonu, migrasyonu, dendrit gelisimi ve omurga
(spine) morfogenezinde rol oynamaktadir. Bu nedenle PAK3 proteininin dendrit
gelisiminde ve dendritik spine’lardaki sito-iskelet re-organizasyonu ig¢in gerekli

olabilecegi diisiiniilmektedir (13).
2.3.2.2.2.1.2. HUWEI1

Xpl1.2 bolgesinde yer alan HECT, UBA ve WWE domain containing 1
(HUWE]) geninin kodladig1 4,374 aa lik E3 ubiquitin ligaz proteini (HUWETI), hedef
proteinlerin ubiquitinasyonu ve proteosomal yikiminda gorev almaktadir. Bu yolakta,
MCL1 (Myeloid Cell Leukemia) proteinin degredasyonu ve poli-ubiquitinasyonunu
katalize ederek apoptosisi diizenlemektedir. Ayrica p53 tiimor supresoriinii ve H1, H2A,
H2B, H3, H4 temel histonlarin1 da ubiquitinize etmektedir (45). Beyin, kalp, plasenta
gibi bircok dokuda eksprese olmaktadir. Hipokampusta fazla miktarda eksprese oldugu
saptanmistir (46). Niikleusta lokalizasyon gostermekle birlikte, bazi kanserlesmis
kolorektal hiicrelerde periniiklear ve sitoplazmik lokalizasyon gosterdigi belirlenmistir
(45). 3 adet izoformu (Q7Z6Z7-1, Q726Z7-2, Q7726Z7-3) bulunmaktadir (45). HUWE1
proteini, N terminalinde TOMI1 (target of mybl) domaini ardindan sirayla UBA
(ubiquitin associated) domain, UIM (ubiquitin interacting motif), WWE domain ve C
terminalde HECT ( Homologous to E6 associated protein C terminus) domain ile
karakterizedir (13). HECT domaini, E3 ubiquitin ligaz proteinlerinde bulmakta ve
ubiquitinizasyon sirasinda ubiquitinin hedef proteinlere transferinde gérev yapmaktadir.
Yapilan caligmalarda, HUWE 1 proteininin kolorektal kanserlerdeki onkogenez ile
iligkili oldugu bulunmustur. Kolorektal kanserlerde, HUWE! ekspresyonunun artmast

sonucu p53 {in ubiquitinizayonu artmakta ve buna bagli olarak da degredasyonu
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hizlanmaktadir. Bu durumun p53 seviyesinde azalmaya neden olmasiyla birlikte sinir
sisteminde gelisimsel anomalilere yol acabilecegi diistiniilmektedir (47). Son yapilan bir
calismada, HUWEI geninin de bulundugu Xp11.22 bolgesindeki mikroduplikasyonun
XLMR ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bu bolgeye baglanti gosteren 6 farkli XLMR
ailesinin etkilenmis bireylerinde, HUWEI geninin duplike oldugu ve ekspresyonunun
normale gore 2-5 kat arttig1 belirlenmis olup 3 ailede 3 farkli yanlis anlamli mutasyon
saptanmistir. Bu mutasyonlarin HUWE] in hayvan ortologlart arasinda oldukca

korunmus olan arginin residiilerini degistirdigi belirlenmistir (46).

2.3.2.2.2.1.3. PQBP1

Xpl11.23 bolgesinde bulunan polyglutamine binding protein 1 (PQBPI) geni
hem sendromik hem de non sendromik mental retardasyondan sorumlu tutulmaktadir. 6
eksondan olugan PQBPI geninin kodladigi PQBP1 proteini 265 aa dan olusan bir RNA
ya baglanma proteindir. PQBP1 beyine spesifik transkripsiyon faktorii olan Brn-2 nin
poliglutamin (poliQ) dizisine baglanmaktadir. Ayrica, PQBPI in artmis poliQ dizilerine
yiiksek afinite ile baglandig1 da ifade edilmektedir. PQBP1’in N-terminalinde triptofan,
tirozin, prolin rezidiilerinin bulundugu WW domaini, orta bolgede 6zgiin asidik ve
bazik rezidiilerin bes kez tekrar1 ile olusan hepta aa olusumlu bir motifi, di-aa
tekrarlarindan olusan DR/ER motifi, niikleer lokalizasyon sinyali ve son olarak C
terminal bolgesinde C, domaini ile karakterizedir (13). Hepta ve di aa tekrarlan
poliglutamin dizileriyle etkilesim icin gerekirken, WW domaini, transkripsiyon
faktorlerinin prolinden zengin motiflerine baglanarak transkripsiyonu diizenlemekte, C,
domaini ise Ca™ bagimh fosfolipid sinyalizsyonunda gorev almaktadir. PQBPI
beyinde; hipokampus, serebellar korteks ve gorme sinirinde fazla miktarda eksprese
olmaktadir. POQBPI genindeki mutasyonlar; Renpenning Sendromu, Golabi-Ito-Hall

Sendromu ve non sendromik mental retardasyona neden olmaktadir (48).

2.3.2.2.2.1.4. ARX

Aristaless Related Homeobox (ARX) geni Xp22.13 bolgesinde yerlesik olup
yapisinda 60 aa lik homeobox olarak isimlendirilen bir diziye sahiptir. ARX geninin 5
ekzonu bulunmaktadir. Insanlarda fetal ve eriskin beyin hiicrelerinde, iskelet kasinda
eksprese olmaktadir. Cizgili kas hiicrelerinde daha kisa iki izoformunun eksprese

oldugu saptanmistir. Merkezi ve periferik sinir sisteminin gelismesi i¢cin 6nemli oldugu,
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aksonal migrasyonda rol oynadigi ve GABAergic noéron degisiminde rolii oldugu ifade
edilmektedir. ARX proteini DNA ya baglanan bir transkripsiyon faktorii olup C
terminalinde aristaless ve N terminalinde prd-benzeri (paired like) homeobox
domainlerine sahiptir. ARX genindeki mutasyonlar farkli fenotiplere yol agabilmektedir.
Bunlar, MRX, West Sendromu, Partington Hastalig1, kuskulu genitalyaya eslik eden X e
bagh lisensefali/korpus kallosum agenezi (XLAG), hidranensefali ve otizm dir. ARX
mutasyonlariin fenotipe etkisi, mutasyonun tipine ve gen icindeki pozisyonuna gore
degismektedir. ARX geni mutasyon sikligi, XLMR ailelerinde yaklasik %9,5, yalnizca
etkilenmis iki erkek kardesin bulundugu ailelerde ise %?2,2 olarak bildirilmektedir (49).
Bu veriler XLMR de, ARX in FMRI1 geni mutasyonlarindan sonra ikinci siray1 aldigini
gostermektedir. Homeobox domaininin korunmus rezidiilerindeki yanlis anlamlhi ve
erken dur kodonu mutasyonlar1 genelde XLAG ile iliskilendirilirken, genin diger
bolgelerindeki yanlis anlamli mutasyonlar ve ekson 2 de bulunan -GCG- tekrarlarindaki
artiglar genellikle, West, Partington Sendromu ve MRX ile iligkili bulunmaktadir. ARX
deki -GCG- tekrarlarindaki artisin proteinin agregasyonuna neden oldugu ve
lokalizasyonunun degismesine yol agtigi belirtilmektedir. En sik gozlenen mutasyon

ekson 2 deki 24 bg lik duplikasyondur (50, 51).

2.3.2.2.2.2. ORNSMR ile iliskili Genler
2.3.2.2.2.2.1. PRSS12

ORNSMR ile iligkili tanimlanan ilk gen olan PRSS12, 4q25-q26 da lokalize olup
(MRT1) multidomain tripsin benzeri serin proteaz norotripsini kodlamaktadir. Molinari
ve ark. (52) 2002 yilinda yaptig1 bir caligmada, 1° kuzen evliligi yapan ve 4 ekilenmis
cocugu bulunan Cezayirli bir ailede PRSS/2 mutasyonunun hastalikla birlikte ayrildig
gozlenmistir. Bu ailenin etkilenmis 4 ¢ocugunun da biligsel fonksiyonlarinda bozukluk
ve IQ nun 50 nin altinda oldugu gozlenmistir. Norotripsinin beyin, plasenta, 6zafagus,
uterus, kemik, pankreas, testis, akciger, agiz, kas, embryonik doku ve goz de eksprese
oldugu belirlenmistir (13). PRSSI2 beyin gelisiminin 44 iincii giinlinden 15 inci
haftasina kadar eksprese olmakta, presinaptik uglarda lokalize olup beynin hafiza ve
ogrenme ile iliskili bolgelerinde ifadesinin yiiksek diizeyde oldugu bildirilmektedir.
PRSS12 mutasyonuna sahip etkilenmis bireylerde, bulgularin 2 yasindan sonra ortaya
cikmasi, norotripsinin sinaps olusumunda degil de beyin gelisiminin ileriki evrelerinde

sinaps re-organizasyonu ve sinaptik plastisite gibi adaptif sinaptik fonksiyonlarin



18

saglanmasinda gorev aldigini diisiindiirmektedir (52, 53). insan PRSS12 proteininin, N
terminalinde prolinden zengin bolge (PR), kringle domaini (KR), ardindan dort adet
scavenger receptor cysteine-rich (SRCR) domain ve son olarak C-terminal serin proteaz
domaini (PROT) bulunmaktadir (53) (Sekil 2-1). Kringle domainleri baglanma islevine
ortam hazirlayan yapilar (binding mediator) olarak taninmakta ve proteolitik aktivitenin
saglanmasinda rol oynamaktadirlar (54). SRCR domaini daha c¢ok hiicre disi
reseptorlerin yapisinda bulunmakta ve protein-protein etkilesimlerinde rol oynamaktadir
(55). Serin proteaz domainleri katalitik aktivite i¢in gereklidir. 13 eksondan olusan
PRSS12 geninin 7 inci eksonunda olusan 4 bg lik bir delesyon, 4. SRCR domain ve

serin proteaz domainden yoksun bir protein olusturmaktadir (53)

& Wérotnpsin

g e e e e 4

E Mutant Mérotripsin

4 b lik delesyon
R —
——T= W °T o[
-QTI e r: I sAcAz |-'-,. ,_,;w dur kodorm
SRCRI” e

Sekil 2-1 : (A) Normal norotripsin proteininin domain yapis1 (B) Mutant norotripsin-

Molinari (53)’ den

2.3.2.2.2.2.2. CRBN

Higgins ve ark. (56) sunduklan bir yaymmda CRBN geninin NSMR ile olan
iligkisini belirtmistir. Bu makalede, daha 6nce 3pter-p25 bolgesine (MRT2) baglanti
gosteren, akraba evliligi yapmis genis bir Alman kdkenli Amerikan ailesinde, NSMR ye
neden olan CRBN gen mutasyonu ilk kez agiklanmistir (56, 57). Etkilenmis bireylerin
IQ lar1 50-70 arasinda degisirken erkeklerin IQ skorlarinin kadinlara gore daha diisiik
oldugu belirtilmistir (56, 58). Baglantili bolgede saptanan CRBN geni cereblon
proteinini kodlamaktadir. Cereblon proteini, kan, kemik, kemik iligi, beyin, kulak, bag

dokusu, testis, karaciger, akciger de eksprese olmaktadir (13). CRBN nin 2 adet
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izoformu (Q96SW2-1 ve Q96SW2-2) bulunmaktadir. Q96SW2-1, 442 aa dan olusurken
Q96SW2-2, 441 aa dan olugsmakta ve bu formda 23 {incii. rezidii yer almamaktadir (45).
Cereblon proteini, 1 adet ATP ye bagimli Lon proteaz domaini ve cok sayida
fosforilasyon bolgesi icermektedir. ATP ye bagimli Lon proteaz lar hiicrede kisa omiirlii
regiilator proteinler ile hatali proteinleri degrede etmektedirler (58). Cereblon proteinin
ATP baglayan domaini ile katalitik domaininin bulunmamas1 proteaz aktivitesine sahip
olmadigin1 diisiindiirmektedir (45). Cereblon geninin 11 inci eksonunda olusan anlamsiz
mutasyon, erken dur kodonu olusturmaktadir. Bu mutasyon sonucu proteinin N-
myristoylation bolgesi hasar gormekte ve C terminal bolgede yer alan kazein kinaz 11
(CK2) fosforilasyon bolgesi yok olmaktadir. CK2 nin uzun siireli potensiyasyon
sirasinda aktive oldugu bilindiginden bu bolgenin yok olmasinin hiicresel trafigin yanlis
yonlenmesine yol agabilecegi ve hipokampusta uzun siireli potensiyasyonu
etkileyebilecegi ileri siiriilmektedir. Lon iceren proteazlarin mitokondride lokalize olup
-GT- den zengin DNA dizilerine baglanarak mitokondriyel replikasyon ve
transkripsiyonu diizenledigi g6z Oniine alindifinda CRBN genindeki mutasyonun
mitokondriyel enerji metabolizmasinin niikleer regiilasyonunu bozdugu, hafiza ve

ogrenme giicliigiine neden olabilecegini diisiindiirmektedir (56, 59).

2.3.2.2.2.2.3. CC2D1A

Agir MR ye yol acan ve 19p13.12de lokalize olan CC2DIA geninin (coiled-coil
and C2 containing domain 2 A) kodladigit CC2D1A proteini 1 adet C2 domaini ve dort
adet DM14 domainlerini icermektedir (13). Ca* bagimli fosfolipid baglanmasinda
gorev yapan proteinlerde bulunan C2 domaini, C terminal bolgede yer almaktadir.
DM14, CC2D1A ya o6zgiin bir domain olup heniiz fonksiyonu bilinmemektedir.
CC2DIA, beyin, plasenta, deri, prostat, larinks, kemik iligi, bobrek, embriyonik doku,
kan, testis, over, pankreas, kas; agiz; goz; uterus, karaciger gibi bircok dokuda eksprese
olmaktadir (13). CC2DI1A nin 3 tane izoformu (Q6P1NO-1, Q6P1NO-2, Q6P1NO0-3)
vardir. Q6PINO-1 951 aa dan ve Q6PINO-2 950 aa dan olusmaktadir. Iki no lu
izoformda 819 uncu rezidii yer almamaktadir. Q6P1NO-3 ise 467 aa lik kisa bir formdur
ve bu formda 1-150 ve 618-951 arasindaki rezidiiller bulunmamaktadir (45). Kisa
izoformunda 14, 15 ve 16 1nc1 eksonlar ve DM14 domaini bulunmazken uzun
izoformlart her iki domaine de sahiptir. CC2DI/A mutasyonlarinin NSMR ile iligkisi,

Vanagaite ve ark (60) tarafindan yayinlanan bir makalede Arap-Israil kiokeninden
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geldigi belirtilen dokuz ailede tanimlanmis ve tiim etkilenmislerin (15 olgu) 1° kuzen
evlilik iiriini oldugu belirtilmistir. Ailelerin etkilenmis bireylerinde ayni mutasyon
saptanmis ve bunun genin C2 ve DMI4 domainlerini iceren (ekzon 14, 15, 16)
homozigot bir delesyon oldugu bildirilmistir (60). CC2D1A proteininin farede bulunan
Freud-1 proteini ile yiiksek homoloji gosterdigi saptanmistir. Freud—1 proteini 5-HT1A
nin reseptor elementi olarak tanmimlanmaktadir. CC2DJA geninin mutasyonu sonucu
5-HTIA nm ekspresyonunun artmasi beklenmektedir. 5-HT1A reseptorlerinin
hipokampusta dendrit gelisiminde O6nemli rol oynadigi ve 5-HT1A reseptorlerinin

aktivasyonunun 0grenme ve hafizada bozulmalara yol actig1 belirtilmektedir (60).
2.3.2.2.2.2.4. GRIK2

Motazacker ve ark. (61) yaptiklan bir ¢calismada ORNSMR ile iligkili bulunan
6q16.1-q21 bolgesinde yer alan GRIK2 genini tamimlayarak, GLUgs (glutamate
receptor-6 kainate-preferring) proteinini kodladigini belirtmislerdir. GLUgg beyin,
plasenta, bobrek, karaciger, kulak, deri, g6z, kas, kemik dokularinda eksprese
olmaktadir. GLUge nin 5 adet izoformu (Q13002-1, Q13002-2, Q13002-3 , Q13002-4,
Q13002-5) bulunmaktadir (45). GLUkgg, proteininde hiicre disi N terminal domaini, iki
adet ligand baglayic1 domain (S1 ve S2), 3 adet transmembran domain ve 1 adet pore
loop bolgesi bulunmaktadir (Sekil 2-2). N terminal domaini, S1 ve S2 domainleri,
norotransmitterleri baglarken pore loop, kanal olusumu ve iyon seciminde rol
oynamaktadir (45). GLUk¢ kainat reseptorlerinin alt {initesidir. Kainat reseptorleri,
AMPA ve NMDA reseptorlerinin de bulundugu iyonotropik glutamat reseptorleri
grubuna girmektedir. Kainate reseptorleri hipokampustaki yosunsu lif aksonlarinin
uyarilabilirligini degistirerek sinapslarindaki uzun-siireli potansiyasyonu (Long Term
Potantiation/LL'TP) indiiklemede rol oynamaktadir (61). GRIK2 geninde, 7 ve 8 inci
eksonlarin delesyonu, 9, 10 ve 11 inci eksonlar1 kapsayan yaklagik 80 kb lik inversiyon
mutasyonu —ki bu durum 11 inci eksonun yaklasik 20 kb lik bir boliimiinde de
delesyona yol acar- saptanmistir. Yapilan calismalar, bu mutasyonun, birinci ligand
baglayici domainin (S1), komsu transmembran domainin ve pore loop’un delesyonuna
yol actigini gOstermis ve proteinin fonksiyonunun tamamen ortadan kalktigini

Ongormiistiir (61).
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M-Terminws

CaTarminus

Sekil 2-2: GLUg¢ proteininin yapisi- Motazacker (61)° den

2.3.2.2.2.2.5. TUSC3

ORNSMR ile iligkili son gen TUSC3 (Tumor suppressor Candidate3), 8p22
bolgesinde yer almakta ve endoplazmik retikulum membranina bagh olarak bulunan
oligosakkariltransferaz kompleksinin proteinlere oligosakkarit zinciri ekleyen alt
initesini kodlamaktadir (92). TUSC3 geni, prostat, akciger, karaciger, kolon ve bir¢cok
epitel kokenli tiimor hiicresinde eksprese olmaktadir (13). Dort tane transmembran
domainine sahip TUSC3 proteininin 2 adet izoformu (Q13454-1, Q13454-2)
bulunmaktadir (45).

Garshasbi ve ark. (91), akraba evliligi yapmigs 7 NSMR i bireyin bulundugu
genis bir iranl ailede 8p22 bolgesinde TUSC3 geninin ilk eksonunu da kapsayan 120-
150 kb lik homozigot bir delesyon saptamiglardir. Daha sonra Molinari ve ark. (92),
Fransiz bir ailede 1° kuzen evlilik iiriinii olan 2 agir NSMR 1i kardeste TUSC3 geninde
erken dur kodonu olusumuna neden olan 1b¢ lik homozigot bir delesyonun varligini
saptamislardir. Ayrica TUSC3 geninin metastatik prostat kanserlerinde delesyon gériilen

bolgede yer aldig1 gosterilmisir (93).
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2.4. Aday Genler

2.4.1. CYFIP1

15q11 de lokalize olan CYFIPI (Cytoplasmic FMRI interacting protein 1) geni
1994 yilinda Nomura ve ark. (62) tarafindan klonlanmustir. {1k olarak, KIAA0OO68 ismi
ile anilan bu proteinin, Northern blot analizleri sonucunda beyin, kan, deri, kolon, goz,
kalp, iskelet kasi, testis, plasenta, deri, bobrek gibi pek cok dokuda eksprese oldugu en
fazla ekspresyonunun akciger, over, prostat, dalak ve bobrekde gerceklestigi
gosterilmistir (62). Schenck ve ark. (64) 2001 yilinda FMRI geninin kodladigi FMRP
ile etkilesen proteinleri tanimlamak amaciyla yaptiklar1 bir ¢calismada KIAA0068 i ilk
kez karakterize ederek CYFIPI olarak isimlendirmislerdir.. CYFIPI geni 1253 amino
asitlik bir protein kodlamakta olup, yiiksek oranda korunmustur. Gen boyutu 111.4 kb
olan CYFIPI geni, 31 eksondan olusmakta ve 5’ ucunda c¢ok sayida CpG adacigi
bulunmaktadir (63). CYFIP1 in 3 adet (Q7L576-1, Q7L576-2, Q7L576-3) izoformu
bulunmaktadir. Q7L576-2 de ekson 1-13 iin kodladig1 1-431 inci rezidiileri icermezken,
Q7L576-3 de ekson 1-22 nin kodladig1 1-806 1nc1 rezidiiler bulunmamaktadir. Izoform
Q7L576-1, Q7L576-2, Q7L576-3 swrasiyla 1253, 822, 447 aa den olusmaktadir (45).
CYFIPI in yapisinda, FMRP ile etkilesim gosteren FragX_IP motifi bulunmaktadir
(Sekil 2-3). FMRP nin CYFIP1 ile etkilesime katilan 7 inci eksonu ayn1 zamanda FXR
ailesinin hetero-homomerizasyonundan sorumlu olan bolgesidir (64). CYFIP1 proteinin,
mRNP partikiiliinde sadece FMRP ile etkilestigi ve sitoplazmada genellikle FMRP ve
ribozomlarla birlikte lokalize oldugu gosterilmistir. 1994 yilinda Kobayashi ve ark. (65)
tarafindan yapilan bir calismada CYFIP1 in Rac 1 GTPase ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Rac 1, aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesinde rol oynayan Rho-
GTPase ailesinin bir tiyesidir. Rho-GTPase’lar aktin hiicre iskeletinin kontrolii yoluyla
dendrit olgunlasmas1 ve korunmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar. Frajil X hastalarinin
noronlarinda normalden daha uzun, ince ve ¢ok sayida anormal dendritik omurganin
(spine) olustugu gosterilmistir. Schaeffer ve ark. (22, 64), CYFIP1 in FMRP ile iliskili
oldugu goriisiiyle one siirdiikleri bir hipotezde; frajil X hastalarinda FMRP yoklugunun
ortamda CYFIP1 artisina neden olduguna; bu artisin aktin polimerizasyonunu ve
dolayistyla dentritik omurga olgunlasmasini etkiledigini belirtmislerdir. CYFIP1 geni,
PW/AS kritik bolgesi ile sentromer arasinda yer almaktadir (Sekil 2-4). PW/AS ye yol
acan delesyonlar icin bugiine kadar kirik noktalar1 birbirinden farkli 2 tip delesyon

tanimlanmigtir (BP1-BP3 ve BP2-BP3). BP3 tiim delesyonlarda ortak kirik noktadir
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(Sekil 2-4). BP1 ve BP3 kirik noktalan arasindaki delesyonlar CYFIPI geninin de
delesyona ugramasina yani haplo yetersizlie yol agmaktadirlar. Kiiltiir edilmis
lenfoblastlarda ve beyin dokusunda yapilan imprinting analizlerinde CYFIPI’in bi-
allelik olarak eksprese oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, CYFIPI in de delesyona
ugradigi PW/AS olgularinda, fenotipin temel sorumlusu olmasa da, haployetersizliginin,

fenotipin daha agirlagmasina yol agabilecegi ileri siirtilmektedir (66).

MP_0585423.1 isoform a

NM_014608.2 I H-HH-H—H
HM_001033028.1 NP_001028200.1 isoform b

I kodlayan bilge I translasyona ugramayan bilge

Sekil 2-3: CYFIP1 proteinin yapisi ve transkript varyantlari- (90)’dan

Human 15q11-q13
Qe snoRNAs

8 8 S
» Yo o) PONE PR & ) »
P SFEFPS 8y ¢ S XFE &
¢ FeISHIT IS & FEF | E¢
cen FO—C> ; vl tel
BP1 loCA2 BP3

Sekil 2-4: 15q11-q13 bolgesindeki PWS/AS kirllma noktalar: (BP1,2,3) ile imprinted ve
non imprinted genler- Chai (63)’ den

Siyah daireler imprinted genleri, beyaz daireler non imprinted ugramayan genleri gosterir.

2.4.2. CYFIP2

CYFIP2 (Cytoplasmic FMRI interacting protein 2) geni, CYFIPI geni ile ayni
protein ailesine (CYFIP) ait olup amino asit dizisi % 88 oraninda benzesmektedir. Saller
ve ark (67), yaptiklar1 bir calismada CYFIP2 yi, p53 e bagli apoptosisi indiikledigi i¢in
PIR121 (p53-inducible protein 121) olarak adlandirmislardir. Daha sonra, Schenck ve
ark (64) tarafindan yapilan bir bagka arastirmada, PIR121 in CYFIPI ile birlikte FMRP
ye baglandig1 gosterilmis ve bu gen CYFIP2 olarak isimlendirilmistir. CYFIP2, CYFIP1
den farkli olarak FMR Proteini disinda FXR ailesinin diger iiyeleri olan FXR1 ve FXR2
ile de etkilesime girmektedir. CYFIP2 , beyin, kan, deri, goz, kalp, iskelet kasi, testis,
plasenta, deri, bobrek gibi cok sayida dokuda eksprese olmaktadir. CYFIP2
sitoplazmada CYFIP1 ile birlikte lokalizasyon gostermekte ve periniiklear bolgede
yilksek miktarda sentez edilmektedir. CYFIP2 nin 2 adet izoformu (Q96F07-1 ve



24

Q96F07-2) vardir. Q96F07-1 1278 aa dan, Q96F07-2, 1253 aa dan olusmakta ve bu
ikinci izoformunda ekson 16 nin kodladigi 558-582 inci rezidiiler bulunmamaktadir.
Yapilan bir caligmada, beyinde post-transkripsiyonel ADAR editing (adenosine
deaminase acting on RNA) mekanizmasina maruz kalarak, 320 inci pozisyonda lisini
(K) kodlayan kodonun glutamine (E) doniistiigi bildirilmistir (45, 68). CYFIP2 nin
yapisinda 4 adet protein motifi bulunmaktadir: FragX_IP, DUF 1394, HAT repeat (half
a repeat TPR) ve Spore SSJP (Sekil 2-4). DUF1394, yaklasik 320 rezidiiden olusan ve
fonksiyonu heniiz bilinmeyen bir motiftir (69). HAT repeat, belli araliklt 3 aromatik
rezidii ile karakterize edilen tekrar diizenine sahip bir motifdir. Tekrarlar TPR
(tetratricopeptide repeats) ye benzese de, bu tekrar dizilerinde korunmus olan alanin ve
glisin residiilerini tagimamamaktadir. HAT tekrarlart tasiyan proteinler, RNA
islenmesinde gorev alan makromolekiil komplekslerinin bilesenleridir. Bu tekrarlarin
protein-protein etkilesiminde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (69, 70). Spore SSPJ
motifi 1052-1093 rezidiileri arasinda yer almaktadir. Bu motif, bacillus subtilis de
karakterize edilen kiiciik, asitte ¢6ziinebilen proteinleri icermektedir (69, 71). CYFIP2
nin aktin polimerizasyonunda gorevli WAVE 1 proteinin baskilanmasina karisan
komplekste yer aldigi gosterilmistir (72). Ayrica CYFIP2 nin multiple sklerozlu
hastalarin CD4" T lenfositlerinde yaklagik 4 kat fazla miktarda bulunduklar gosterilmis

ve bu durumun T hiicrelerinin adhezyonunu arttirdig1 bildirilmistir (73).

T 1Isu': 452 508 |

5 CTIET]

NM_001037333.1 Pttt i1
nootostazzz  ——H—H-HHHHHHHH—H———f————— 1l e _oot0524082
NB_014376.2 -t e assis12

I kodlayan bilge I translasyona ugramayan bélge

3

HP_00103241001

Sekil 2-4: CYFIP2 proteinin yapisi ve transkript varyantlari- (90)’dan
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2.5. Hastahklarla iliskili Genlerin Arastirllmasinda Kullamilan Yontemler
Hastaliga neden olan genlerin tanimlanmasi i¢in, genom boyu baglanti analizi
ve/veya aday gen yaklasim modeli uygulanmaktadir. Genom boyu baglant1 analizi i¢in,
genelde, ailede birden fazla kusakta ya da bransta, en az 3-4 etkilenmis bireyin olmasi
kosulu aranmaktadir. Bu o6zellik, istatistiksel analizin giiciinii arttirmaktadir. Aday gen
yaklagimi ise, pozisyona bagimh ya da bagimsiz olarak gerceklestirilebilmektedir. Bu
strateji kiiclik aileler i¢in (tek kusakta 1-2 etkilenmis birey) uygun bir yontemdir.
Pozisyona bagimsiz aday gen yaklasimi, hastaligin ve/veya aday genin kromozomal
lokusu bilinmeksizin, hastaligin protein iiriinii, fonksiyonu ve biyokimyasal yolaklar
iizerinde olusturdugu olasi degisikliklerden yola cikilarak ya da model organizmadaki
mekanizmalarla parellelik kurularak gerceklestirilebilmektedir. Pozisyonel aday gen
yaklagimi ise hastalikla ayn1 kromozomal boélgede oldugu diisiiniilen genler {izerinde

yapilmaktadir (78).

Otozomal resesif kalitm modeline uyan bir genetik hastaligi olan ailelerde,
etmen genin saptanmasi igin, her iki allelin de hastalia yol acan mutasyonu tasidigi
varsayimindan yola c¢ikilarak, ilk asamada secilen aday gene informatif bir baglantinin
kurulmas1 ve ardindan bu gende mutasyon analizinin yapilmasi yontemleri izlenir.
Ozellikle akraba evliliklerinde ortak ata nedeniyle gen ici ve yakin gevresinde
rekombinasyon olasilign diisik oldugundan polimorik markér analizlerinde
homozigotluk (baglanti esitsizligi) gosterilebilmektedir. Homozigot bolgelerin
belirlenmesi bu bolgelerde yer alan hastalikla iligkili gen/lerin arasirilmasina yardimeci
olur. Bu incelemeye “homozigotluk haritalamasi” adi verilir. Bu teknik, akraba evliligi
yapmis ailelerde daha informatif olmakla birlikte, genomun bagka bdlgelerinin de
homozigot olabilmesi giicliikler yaratabilmektedir. Teorik olarak, birinci dereceden
kuzen evlilikleri sonucunda diinyaya gelen ¢ocuklarin genomlarimin 1/16’s1 homozigot
olacaktir. Hastalik geninin i¢inde bulundugu bélge icin saglikli kardeslerin farkli
(heterozigot) ve hasta kardeslerin ise aymi (homozigot) olmas1 beklenmektedir.
Homozigotluk haritalamasi, otozomal resesif hastaliklarin haritalanmasindaki istatiksel
analizin giiciinii arttirmakta ve kiiciik ailelerde bile yiiksek lod skor degerlerinin elde

edilmesini olas1 kilmaktadir (74,75,77).

Homozigotluk haritalanmasinda, “DNA havuzlama” teknigi kullanilmaktadir.

Bu yontemde; otozomal resesif bir hastaligin goriildiigii akraba evliligi yapmis
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ailelerdeki etkilenmis c¢ocuklarin esit konsantrasyondaki DNA’lart  bir araya
toplanmakta, genom-boyu taramada kullanilan STR (short tandem repeat) markorleri
ile cogaltilmakta ve genotiplenmektedir. Bu yontemin temelinde, etkilenmis ¢ocuklarin
hepsinin hastalikla iligkili markor/markorler icin homozigot olacagi diisiincesi
yatmaktadir. Bu teknik sayesinde otozomal resesif hastaliklarin genom-boyu baglanti
analizinde gereken PCR (Polymerase Chain Reaction) amplifikasyonlarinin ve
kullanilan jel kuyucuklarimin sayist azaltilmis ve bdylece genom-boyu baglanti
analizinin daha az maliyet ile daha kisa siirede yapilabilmesi saglanmistir. Ayrica her
birey icin genotiplemeye gerek olmadigindan genotipleme sadece havuzlanmis

orneklerde yapilmaktadir (76, 77).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Calisma Grubu

Calisma grubumuzu 1997-2008 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi, Istanbul
Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dalina, ailede mental retardasyon bulunmasi
nedeniyle bagvuran, klinik, metabolik ve goriintileme teknikleri ile herhangi bir
sendrom varlig1, yapisal ve sayisal kromozom anomalisi, subtelomerik bolge anomalisi
dislanan ve FMRI geni tekrar dizi artiglart normal bulunan, otozomal resesif non-
sendromik mental retardasyon tanisi alan 20 aile olusturdu. Genetik incelemeler, bu
ailelerdeki 22 si erkek (20 agir MR, 2 hafif MR) ve 9 u disi (8 agir MR, 1 hafif MR)
olan 31 MR li olguya ait olmak iizere toplam 90 bireyden elde edilen DNA materyali
tizerinde gerceklestirildi. 15 ailede MR den etkilenmis bireylerin ebeveynlerinde
akrabalik Oykiisii bulunurken besinin aymi kiiciik yerlesim biriminden geldikleri

bildirildi (Sekil 3-1).

Calismanin etik agidan uygunlugu, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan onaylandi. Calismaya katilan tiim aile {iiyeleri ve saglhikli bireylerden

bilgilendirilmis onam alindi.
3.2. Yontem
3.2.1. Genlerin Yapilarimn ve Dizilerinin Analizi

CYFIP]l ve CYFIP2 genlerine ait tiim varyantlara, eksonlara, intronlara,
genomik DNA dizilerine, transkriptlerine, tek niikleotidlik polimorfizmlerine (SNP),
tekrar dizilerine, insersiyon/delesyon olarak varolan polimorfik yapilarina (indeISNP),
tanimlanmis mikrosatelit markorlerine, kodladigir proteinin amino asit dizilerine ve

domainlerine, “UCSC Genome Browser’ (www.genome.ucsc.edu)’, “ENSEMBL

Genome Browser” (http://www.ensembl.org), “NCBI Home Page”

(http://www.ncbi.nlm.nith.gov)’, ve “GDB Human Genome Data Base”

(http://www.gdb.org )’den ulasildi.
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3.2.2. Homozigosite Haritalamasinda Kullamilan Polimorfik Markorlerin Secimi

Polimorfik markdrlerin toplumumuzdaki heterozigotluk oranlar1
bilinmediginden, her bir gen icin en az 4 polimorfik markor secilmesi amaglandi. Bu
say1, non informatiflik durumunu azaltma konusunda oldugu kadar, olas1 kompleks gen

yapilar1 nedeniyle calismayan PCR reaksiyonlarina karsi da bir tedbir olarak goriildii.

CYFIP] genine ait polimorfik markor se¢imi i¢in ilk asamada UCSC Genome
Browser’daki veri bankasi tarandi. Bu gen bolgesinde ve/veya yakininda tanimlanmis
herhangi bir mikrosatellit markorii bulunamadi. SNP lerin analizi dizileme ile
yapilabilirken, en az 2 b¢ ye kadar olan indelSNP lerin analizi, elektroforetik
yontemlerle gerceklestirilebilmektedir Bu nedenle, NCBI sitesinin SNP veri tabanindaki
“human indelSNP” ‘ler incelendi. CYFIP1 i¢in tamam1 gen i¢inde kalan (iki adet intron
1 de, bir adet intron 11 de ve bir adet intron 26 da) toplam 4 adet polimorfik markor
belirlendi. CYFIP2 geni icin ise intron 3 de bir mikrosatelit markorii, intron 8 de iki
indelSNP, intron 20 de bir mikrosatelit markorii ve intron 23 ve 27 de birer indelSNP

olmak iizere toplam alt1 adet polimorfik markor belirlendi (Tablo 3-1).

Homozigosite haritalamasinda informatiflik durumu haplotiplerin ayirt edici
ozellikte bulunup bulunmamasina goére tanimlandi: anne ve babanin sahip oldugu
allellerin birbirinden farkli haplotipler gostermesi durumu tam informatif, bir ortak
haplotip bulunmasi1 durumu yar1 informatif ve birden fazla ortak haplotip bulunmasi

durumu ise non informatif olarak degerlendirildi.
3.2.3. Primerlerin Tasarlanmasi

Primerler tasarlanirken, segilen oligoniikleotidlerin herhangi bir SNP {iizerine
gelmemesine, tekrarlayan diziler tizerinde bulunmamasina, ileri geri oligoniikleotidlerin
baglanma 1silarinin birbirleri ile ayn1 ya da en fazla +/- 2°C farkli olmasina, icerdigi AT
ve CG niikleotidlerinin oldugunca esit dagilimli olmasina, 18-22 niikleotid igermesine
ve gen bolgesi icin 6zgiin olmasina 6zen gosterildi (79). Ozgiinlik, USCS Genome

Browser’dan “in silico PCR” interaktif sistemi ile test edildi.

IndelSNP markorleri igin gerekli ileri ve geri primerler markor alanim
kapsayacak genislikte ve yaklasik 150-500 baz c¢iftlik bir bant bolgesini cogaltacak

bicimde tasarlandi.



29

Mikrosatelit markorlerin primerleri standart olup, GDB.org’da tasarlanmis olarak
sunuldugundan, diziler bu siteden elde edildi. CYFIP2 geni i¢in gerekli dizileme
primerleri, ekson-intron baglant1 bolgelerinden en az 50 baz ¢ift introna girecek bicimde
tasarlandi. Homozigosite haritalamasinda kullanilan primerlerin dizileri (Tablo 3-1) ve

CYFIP2 genlerinin dizisi icin kullanilan primerler (Tablo 3-2) ‘de sunulmaktadir.

3.2.4 DNA Eldesi
DNA izolasyonlart 5Sml K3 EDTA’L tiiplere toplanan periferik kandan, kit
(DNA Isolation Kit for Mammalian Blood, Roche Diagnostics ) kullanilarak, firma

protokoliine uygun olarak elde edildi.

3.2.5 Homozigosite Haritalamasinda Kullanilan Polimorfik Markorlerin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Cogaltilmasi

Polimorfik markérler, kullanilan enzimin uygulama talimatlar modifiye edilerek
PCR yontemi ile ¢ogaltildi. Her bir PCR reaksiyonu i¢in, 200-400 ng gDNA, 1X
tampon soliisyonu [10X (NH4),SO4], 1,5 mM MgCl,, % 4-10 DMSO (Sigma), 200 pM
dNTP, 300-800 puM ileri ve geri primerler ve 0.8 U Taq polimeraz enzimi (MBI
Fermentas) kullanildi. Reaksiyon karisimi, bidistile su (H;0) ile 25 pl ye tamamlanda.
PCR, 94 °C’de 4 dk, ardindan 94 °C’de 30 sn denatiirasyon, 62 °C’den 52°C’ye kadar
kademeli olarak diisiiriilen 30 sn lik baglanma 1silarinda ve 70 °C’de 70 sn uzama
basamaklarindan olusan toplam 40 dongii ve son olarak 70 °C’de 10 dk lik uzama
olacak sekilde, fouch-down PCR yontemi kullanilarak, termal dongii cihazinda (MJ
Research PTC-200) gerceklestirildi. Amplifikasyon sonrasi PCR orneklerinden 5 pl
almarak, 123 bg¢ lik merdiven markorii (Sigma) paralelinde 10 pg/ml etidyum bromiir
iceren %1.2 lik agaroz (Sigma) jelde, 1x TBE tamponunda, 80 V da, 20-25 dk.
yiiriitiilerek boyutlarina gore ayrildi. Elde edilen bantlar ultraviyole (Omes, Fotodyne,

ABD) 151k altinda goriintiilenerek fotograflan kayit edildi.

3.2.6 Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve Giimiis Boyama ile Goriintiileme
Cogaltllan markorler, ayarlanabilir vertikal elektroforez cihazinda (24x16 cm
boyutundaki camlarda OWL ayarlanabilir # ADJ-1 Vertikal Elektroforez Cihaz1 ve
42x33 cm boyutundaki camlarda C.B.S. SCIENTIFIC CO. #SG-400-33 Elektroforez
Cihaz), iirtin boyutlarina gore, 150-250 bg ler icin %10’luk (19:1) ve 250-500 bg ler
icin %8 lik (19:1), yari-denatiiran poliakrilamid jel karistmi (PAJ) kullamlarak, on
yiiriitme siiresinden hemen sonra (OWL’da 400 Voltta 30dakika, C.B.S.’de 1000 Voltta



30

1 saat) yiiriitiildii. PCR {iriinleri akrilamid jelin kuyucuklarma yiiklenmeden once, 6n
yiiriitme yapilan akrilamid jelin sicakliginin denatiirant etkisini gosterebilmesi i¢in 50-
55 °C ye ulasmasi1 saglandi. 20 pl’lik PCR f{iriiniiniin {izerine 2:3 oraninda olacak
sekilde formamid eklendi. 98 °C’de 30 dk denatiire edilen PCR iiriinii-formamid
karigimlarindan 8’er pl alinarak jelin kuyucuklarina yiiklendi. PCR iiriinleri boyutlarina
gore kendi aralarinda gruplandirildi ve her bir grup icin yliriitme siiresi ve voltaj diizeyi
degismekle birlikte C.B.S.’de 700-1000 Voltta 12-17 saat, OWL’da, 400 Voltta 14-19
saat ylriitiildii. Jeller yiiriitiildiikten sonra 10 dk fiksasyon soliisyonunda (% 10 etanol,
9%0.5 asetik asit) fikse edildi. Daha sonra, 30 dk, %0.1 AgNO; (Sigma) ¢ozeltisi ile
boyandi. Son olarak %1.5 NaOH (Sigma), %0.4 formaldehit (Sigma), %0.01 NaBH,
(Sigma) soliisyonunda bantlar jel iizerinde belirene kadar bekletildi (80). Jel tizerindeki

bantlar degerlendirilerek genotiplendi.

3.2.7. Restriksiyon Enzimi Kesim Yontemi

Bir ailede, CYFIP1 geninde intron 26 da amplifiye edilemeyen bir indelSNP
yerine, enzim kesimi (Mspl, MBI Fermentas) ile analiz edilebilen, ayn1 bolgede yer alan
ve heterozigotluk orani 0,12 olan baska bir SNP (rs3751569) belirlendi. Enzim kesim
bolgesi ekson 26 nin ¢ogaltilmasi i¢in tasarlanan ileri/geri primer ¢iftleri kullanilarak

uygun baglanma sicakliklarinda (Tm), ii¢ asamali 1s1 dongiisiinde cogaltildi.

PCR iiriinleri, Mspl restriksiyon enzimi ile iiretici firmanin (MBI Fermentas)
protokoliine uygun olarak 37°C de gece boyu kesime birakildi. Enzim kesimi iiriinleri
%2 ’lik yiiksek ¢oziiniirliiklii agaroz jelde (Roche Diagnostics) 100 V gerilimde 45 dk
yiriitiildiikten sonra genotiplendi. Restriksiyon enzim kesim analizi ile ilgili bilgiler

Tablo 3-3’de sunulmaktadir.

3.2.8. Dizileme Oncesi Genlerin Ekson Bélgelerinin PCR Yontemi ile Cogaltilmasi
Polimorfik markorler i¢in homozigot olan bireylerin ekson bdlgelerinin

dizilenebilmesi i¢in, 3.2.5 bolimiinde belirtilen PCR reaksiyonu kosullarinda, uygun

baglanma 1silar1 (Tm) ve bu 1silarin -/+ 2°’leri kullanilarak, iki veya ii¢ asamali 1s1

dongiilerinde ¢ogaltildi.
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3.2.9. DNA Dizi Analizi

PCR yontemi ile ¢ogaltilan ekson bolgeleri ABI 3730 XL otomatik kapiler DNA
dizileyicisinde (Applied Biosystems, Macrogen Inc., Seul, Kore), hizmet alim1 olarak
bir dis laboratuarda gergeklestirildi. Dizileme sonuglari Chromas 2.32

(www.technelysium.com.au/chromas.html) ve NCBI BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool; www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) programlar1 kullanilarak bilgisayar

ortaminda analiz edildi. Dizi analizi sonucunda saptanan degisimlerin tanimlanmig SNP

olup olmadiklarn “NCBI Entrez SNP” (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) ve
“ENSEMBL GeneSNPView” (http://www.ensembl.org/genesnpview) veri tabanlari

kullanilarak degerlendirildi.
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Tablo 3-1: CYFIPI ve CYFIP2 genlerinin homozigosite haritalamasinda kullanmilan
indelSNP ler ve STR markorler

Gen Markor Allel Yer Primer Dizisi Bant
boyu,
bp

5’-GCT GAG CAC GAG AGA CAT CT-3’
rs11280843 | -/TTGAATCA Intron 1 5°-CTT CTC CAC ACA GCA GAC AT-3’ 488

5-TGG AAG CTG GGA GAA AGA AA-3

— | rs3083510 | -/GCAT Intron 1 5-CAG CGA CAG AGT GAG GTG AG-3’ 243
% 5"-CTC TGC AGC ACG CCC TT-3'
5 153083545 -/ATTTATTT intron 11 5'-CCA AAG TCA CAC GTG TGA-3' 395
5-GAT GAA CAG CAG TTG CTC A-3’
1510640110 | -/TATA intron 26 5'-CAT CAT GCC GAA CTG CTC T-3' 189
5-GTC AGA ACG GCA GGT GCT -3
1s3751569 G/T Intron 26 5’-CTA AAG TCT CAA CAG CCA CA -3 376
5°-GTG ATG AAG CTG GGA TTT G-3’
D552949 tetranucleotide/GTAT intron 3 5’-GAG GCT GCA ATG AGC TTA G-3’ 157
5'- CGT AGT CAC CTT TCC AGA-3’
1$10549956 | -/TTTG intron 8 5'- CAG CAT ACA CTG CTT GGG T-3' 347
o 5-GAC TTA CAT TTC CTG CCT TT-3’
% 155872509 -/GTGTGTGTGT intron 8 5'-CAT CTT GGC GCT GGT AA-3’ 351
5 5°-GCA CTT CTC CTC TGC AAT C-3’

D552948 dinucleotide/GT Intron 20 5'- CAG CAT ACA CTG CTT GGG T-3' 260

5’-GTG GTT CCT GCA ACA GGT-3'

r 10551072 | -/TCT intron 23 5'-CAT GTT TTA CTG GAG CAG GA-3' 157

5’-CAG TAG ACA GAC TGT GGT TCT TA-3’
rs2910159 /A/ATTATTCCCACTATATGATA/T Intron 27 5’-GGG AGG AGT TAA TGA GTA AAAG-3’ 139
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Tablo 3-2: CYFIP2 geninin amplifikasyonu icin kullanilan ileri-geri primerler

Gen Ekson ileri primer (5'—3") Geri primer (5'—3")
CYFIP2 1 (Variant 1&2) CAGCCATTTCCTGCCCTTTGT CAGACCTGCTCCTCTCTCAT
1 (Variant 3) GTAGCACAAGAGAGGTGG GT CACACATTCAGGAGGCTCCT
2 CTTTATTCTCCCAAAGGATGCT CACCTTCTAGATGCAGACCT
3 GACGCAGCAGGAGGTTT CATGCCTCTGGTGTGAGA
4 ACCCGTCTTGTTCCTCC GGATAAGAGGACCTGCTT
5 CAGTAATAAGACAACAGGTGTA CATGGCACAAAACTGCAGA
6 CTCGAGAGGGCTGGCTCT CTCCATTCTCTTCCTCCA CT
7 GATGTCACTCTGTGTTAGGT CCTCTACACGCCTGCCTA
8 GACCACACCGGCCAGCT CCGTAAGATCTGTATCAATGT
9 GACTTACATTTCCTGCCTTT CATCTTGGCGCTGGTAA
10 GAAGCAGAAACTAGGGGT GTGTTCTGATGGAATCCA
11 CTGAGCACCAGGAGCAGCT GTTCTTTCCTGGCTGCTCCT
12-13 CAGTAATTTATAAACCTTCAGT CTTGCTCAGAACTACTCA
14-15 CTCATGCCTCTGGACATCT CAGCCATGATGATCTACCATA
16-17 CTGGGAGGTTGGAGTGT TCTTAGCGGCTCTGAGA
18-19 GTACCTGCTACATACCTA CTAATAGCAAAAGACTGGA
20 GAATGCACTCTGGGCAAT GAAGGGAGGTTTCACAACA
21 GTGGGTAGATCCTATGATCT GATCTCTATGCTAACTTCGCA
22 CAGTGTGAATTTTAAGTAACT CAGATGGAAAGAGACTCA
23 CTTGCGTGAACAGAAGCAGT CATGTTTTACTGGAGCAGGA
24 CAGTGCACTTGTACCAGT CTCTGCACCTTCTTACTCT
25 CAGAACATCTGCCAGGACT CTACAGGTAGAGCTGCAGT
26 CTCTCAGAGGTCTCAGCA CTGGCATGTTAGAGAAGCA
27 GCTATCCCAGAGTCAGGTCT CAATGCTGCAGGAGCCTCA
28 CACAGTGAGTAGAAGAGCCA CTAGATCTGAGTTGACTGCA
29 GAATGCAGATACATCATCAGGT GTTTCCTGACCTGTACAATGA
30 CAAGACCAGTTCTGGTGA CGTTTCTGGCTGAACTCT
31 CAGGCCTGCTTAGTAGCT CCATCACAAGCAGCTCCT
32-1 TGACATGATCACTGATGCA GGAGAAAGGGTGAAACTAGGA
32-2 GTGCATGCTCTCCCATGAC GCATCACACAAACCTCTTGCT
32-3 GAGCATGTCATTGTCAAAGGA CTGTTTTAGGTTGTTTGC TTAGT
cSorf40 1 GCTGACTGACAGCATTTGAG GAAATGTGCAATAAATGGTGGCT
GCAGAGGAAACTGGACATCTA
cSorf40 2 CAGGTCCGTCTCCCTTA GCATCGTGCGTACAGAT

Tablo 3-3: Mspl enzim kesim analizi

PCR Kesim . .
Enzim | Degisim Heri/geri primer cifti (5'—3')’ iirtinii 18181 RE kesimi sonras: iiriin boyutlar (b)
o WT Het Hom
(b¢) O
234 330
5’-GTCAGAACGGCAGGGCT-3' 234 330
Mspl | GIT 15 CTAAAGTCTCAACA CCACA-3 | 377 37 491? 96 47
47

Kisaltmalar: b, baz ¢ifti; Het, heterozigot; Hom, homozigot; RE, restriksiyon enzimi; WT, wild-type.
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4. BULGULAR

4.1. CYFIP 1 Geni

CYFIP] genindeki homozigosite haritalamasi, rs11280843, 1s3083510,
rs3083545 ve 1s10640110 markorleri kullanilarak —gergeklestirildi. Haritalama
sonucunda incelenen 20 aileden 15 i informatif, 2 si yar1 informatif (M119, M123) ve 3
ii non-informatif (M51, M88, M120) bulundu (Sekil 4-1). Informatif ailelerin hic biri
bolgeye homozigot baglant1 gostermedi. Non informatif bulunan ailelerden birinde
(MS51), 1510640110 indel SNP nin analizi gerceklestirilemedigi icin olasi
homozigotlugu diglamak amaciyla ayn1 bolgede yer alan rs3751569 SNP si PCR+RE
(enzim kesimi) yontemi ile gerceklestirildi. Anne ve etkilenmis olgu bu SNP igin
homozigot baba ise heterozigot olarak bulundu (sekil 4-2). Etkilenmis bireyin anne ile

ayni1 haplotipi tasimasi nedeniyle aile non informatif olarak degerlendirildi.

4.2. CYFIP 2 Geni

rs10549956, 1s5872509, rs10551072, rs2910159 indel SNP ve D5S52948,
D5S2949 mikrosatelit markorlerinin (STR) kullamildign CYFIP2 geninin homozigosite
haritalamas1 sonucunda incelenen 20 aileden 15 i informatif, 4 ii yan informatif (M42,
Mi121, M125, M143), 1 i non informatif (M9) sonu¢ verdi (Sekil 4-3). M59 ailesinde
benzer bulgulara sahip 2 etkilenmis kardesin farkli alleller icin homozigot haplotiplere
sahip olmalar1 nedeniyle bolge icin baglantisiz olduklar1 diisiiniiliip dizi analizine
alimmadilar. M143 ailesinde ise etkilenmis birey tiim markorler i¢in homozigot
haplotipe sahip iken saglikli kardes rs10549956-rs2910159 arasindaki bolgeler icin
homozigotluk gosterdi. Bu durum, ailede CYFIP2 geninin ekson 9-27 arasinin
etkilenmis ve etkilenmemis bireyler icin homozigot olmalar1 nedeniyle baglantisiz,
ekson 4-8 arasinin ise informatif homozigot haplotipe sahip olmasi nedeniyle baglantili
olabilecegi diisiindiirdii. M143 olgusunda CYFIP2 geninin ekson 4-8 arasinin
dizilenmesi planlandi. Ug ailede (M88, M123 ve M124) etkilenmis bireylerin CYFIP2’
nin polimorfik markorlerini homozigot olarak kalittiklar1 belirlendi. CYFIP2 gen
bolgesinde bulunan, fibronektin tip-III domaine sahip ters zincirde okunan kiigiik bir
gen, cSorf7, CYFIP2 geni dizilenirken rastlanti nedeniyle dizilendi, ancak SNP disinda
herhangi bir bulgu ile karsilagilmadi.



M- M42
1511280843 1 2 1 1 111280843 1QM2 11IN1
rs3083510 2 {2 1103 13083510 2QQM2 211l 2
13083545 1QQ2 31 M3 133083545 1{}3 3|2
rs10640110 1HE2 2003 rs10640110 1802 2003
rs11280843 1 1 i [ B rs11280843 1[04 T . Fl
13083510 24 3 3 ¥ | B rs3083510 2fL 2 Mk A,
rs3083545 1Jll 3 3 il B ?
10640110 1Ml 3 13083545 3HY2 i3 13
® 2 23 rs10640110 1003 Wl 1
3
M 51
rs11280843 1 [l 1 1NN rs11280843 1 [l 1 112
1s3083510 1 1 1 2 1s3083510 1 [l 2 1 1
rs3083545 1 1 1002 rs3083545 2l 1 3002
183751569 G GHET 1s10640110 2 Ml 3 1 1
rs11280843 1 1 1s11280843 1 1 182 1 1
rs3083510 1 1 1s3083510 o 1 20l 2 1 1
rs3083545 1 1 1s3083545 1 3 1002 2l 3
rs3751569 GHE G 1510640110 9 1 3001 2 1
M 88 M97
rs11280843 2|l 2 200 2
1002 1M1
mosssio 1[I Al G | B 1l B
3083545 2fIll1 ] | B 153083545 1({Q 1 | B
rsiosdorio  1HM2 1| 1510640110 1}l 4 203
'://
® .
rs11280843 1MN1 Wl rs11280843 2 {2 200 2 20N 2 2012 2002
rs3083510 1M1 1l | 3083510 201 200 2 20 2 2011 2002
153083545  2HH2 102 1rs3083545 1012 1 3 100 3 10112 1003
rs10640110 1HHE1 >l 1 | rs10640110 18EH2 4003 400 3 40802 1003

Sekil 4-1: CYFIP1 geninin homozigosite haritalamasi ile elde edilen genotiplerden olusan
haplotipler



M118 M119
1511280843 2 Q1 1ig2 rs11280843 2[Jfl 2 2fill 2
153083510  2|4Q 1 1ig2 153083510 2[{ff2 2/l 2
153083545 2 i 4 13 153083545 2[{ll 3 31
1510640110 21 4183 1s10640110 1001 1002
rs11280843 2l[] 1 22 2] rs11280843 2|2 22
1s3083510 2|1 202 2|1 1s3083510  2f 2 22
1s3083545 21 2l 3 2|1 1s3083545  2fH3 23
rs10640110 2804 203 204 rs10640110 1[ifl1 11l
: M 120 D M121
Q
rs11280843 2 f{ff2 " | B
rs3083510 2 % 2002 rs11280843 1 1 1 2
1
miossorto 1Ml | B 3083510 1 Y2 e
153083545 1 {iN2 211N
510640110 1HE1 e
1511280843 Il | B Al rs11280843 1 Q] 1
153083510 o JIl> | B 22 153083510 243
153083545 | fill2 il il rs3083545 212
1510640110 9 | M2 1801 18081 rs10640110 1801
: M 122 M123
rs11280843  1fiJ}2 21 2
133083510 1 2 3 2 rs11280843 2l 2 11|82
153083545 1fIf1 N B rs3083510 1|l 2 2|l 1
rs10640110 2[l3 4l 153083545 1j{Qf 1 2101
rs10640110 1002 1M1
111280843 1 Il 2 20(12 rs11280843 2 filf 1 201
153083510 1 [ ff2 113 53083510 1 il{ 2 1| 2
13083545 1 {}l3 2017 53083545 1fl] 2 1R 2
1510640110 2 Wl 1 2014 1510640110 1l 1 201

Sekil 4-1: CYFIP1 geninin homozigosite haritalamasi ile elde edilen genotiplerden olusan

haplotipler- devamm




M 124 M 125
rs11280843  2fiff 1 2|l 2
1511280843 o[l 1 i K 3083510  1J}3 2((3
153083510 |} iy B 153083545 1fIl3 2((l 2
33083545 Kl | K 2|l 1510640110 3§04 1HN2
rs10640110 1001 3 2
rs11280843 2 Il 2 2 il 2
rs11280843 1 2 1 1 2 1 rs3083510 1 3 1 3
153083510 18 | B 1 1 1 1 rs3083545 1[N 2 1 2
rs3083545 k1 | B 3002 k1 L' rs10640110 3 MM 2 3801
rs10640110 1 HH2 1ll3 2112
M 126 M129
1511280843 rs11280843 1l 1 102
153083510 153083510 1j{ll2 |
rs3083545 rs3083545 2Qf1 2 N2
110640110 rslo640110  1HH1 2Hm
rs11280843 1 [{ll2 1|1 102
rs11280843 1{] 1 3| B 3083510 2 fi{ll2 2l 1 LiN2
53083510 2f|{2 1 1 153083545 2 Jill2 1l 2 2182
1s3083545 1J}]3 1 3 1510640110 1 Wll1 1802 1802
rs10640110 10U2 211 2
M 130 D M 131
: Q
rs11280843 2l 1 1l
153083510 2J|ff 1 1l B rs11280843 2 2 112
153083545 2fill 1 3||l4 153083510 2 [ill2 | B
10640110
s 1af 2081 1s3083545 1 [Ill2 313
rs10640110 2 Hll2 1081
11280843 1 . KR S Th rs11280843 2 2 2002
IS
1 2 3
3083510 2}l 3 20l 3 20l 3 rsgggg;g 2 ; 2 3
53083545 2 J|f 4 20l 4 | s 2
rs10640110 1 M1 11l il 2 1510640110 2 M1 2001

Sekil 4-1: CYFIPI1 geninin homozigosite haritalamasi ile elde edilen genotiplerden olusan
haplotipler- devam
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Sekil 4-1: CYFIPI geninin homozigosite haritalamasi ile elde edilen genotiplerden olusan

haplotipler- devam

200 bg

400 bg

Sekil 4-2: M-51 ailesinin RE kesimi sonrasi jelde elde edilen goriintiisii.

A) kesilmemis kontrol B) anne-homozigot C) olgu-homozigot D) baba-heterozigot
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M42
D552949 1 2 1N 2 D552949 1 2 31| 2
510549956 1 2 1) M2 1510549956 1 2 1|2
s5872509 1 2 12 15872509 2 1 2| M1
D552948 1 2 1] (N2 D5s2048 1| [l 2 i B
1510551072 1 2 i B 1510551072 2| (M 1 2| (W 1
rs2910159 1 2 1 2 152910159 1 1 1 1
D582949 1 2 1] (M2 1 M2 D5S2949 1|l 2 1 2 1 2
1510549956 1 | 2 i B 1|02 rs10549956 1 |[] 1 e LW2
155872500 1 | [ 2 1| [l 2 B 155872509 2| || 2 B 2(!
D5s2048 1 | [ 2 1| [l 2 1/ 2 Dss2048 1| 1 1INz L2
1510551072 1 | (M 2 1| (N 2 1M 2 1510551072 21 |f} 2 1l B HI B
152910159 1 LMl 2 1M 2 182 2910159 1J{J 1 LR Ll
MS51
D552949 1] (M2 3| (M2 1l B
1510549956 1| (Ml 2 1|1 D5S2049 21\ 1 i B
wseras0 2| W1 21N 2 1510549956 2| [l 1 K
D552948 2| |l 4 1| 3 155872509 11\ 2 1l B
Dss2048 2| [l 1
510551072 1| | 1 1|l 2 2|1
52010159 2|/l 1 1UN 2 110551072 11| 2 20l
12010159 100l 2
D552949 1]l 2 Dss2049 1|2 1fll]2 2|l 3
rs10549956 1 1 rs10549956 2 1 1 1 2 2
1s5872509 2 2 155872509 1| || 2 202 i B
D552948 2|/l 3 D552948 2|1 1L 2|2
1055102 1|02 1510551072 1[[[{2 2l 2 1M1
12910159 Nl B 12010159 12 2l 2 1l
M118
1|1
Dss2949  1[[M 2 ol K
1510549956 2| [l 2
5872500 2| [l 2 2 i pss2049 2| (Ml 1 2|l 2
Dss2048 1| [l 2 o1l B 1510549956 3| (Wl 2 B B
510551072 1| |l 2 200 1s5872509 1 2 1 2
2010159 1 UM Dss2048 2| (Wl 3 B
rs10551072 2| (Wl 1 2 (1M1
2010159 1M1 1Ll
D5s2049  1|[[ 1 201 1l 1 IR 1)1 O
1510549956 2|||] 2 2(| 1 2l 2 2l 2 2|2
155872509 2| ||| 2 2|1 2l 2 2( ({2 2112
Dss2048  1|[[3 1|l 3 2fl] 3 1M 3 2f||3 D5s2949  2|[[[2 2(]l]2 2|(f]2
1510551072 1[[ 2 1|l 2fl] 2 IR 2|2 1510549956 3|([[ 3 30013 3|(|]3
2010159 1102 1Ll 18l 2 U2 182 155872509 1|[[[ 1 1] [ 1 1|1
D5s2948  2|[[[ 1 2((|1 2 [f] 1
1510551072 2|[[[ 2 2(]l]2 2|[}]2
2010159 11 Ut 1l

Sekil 4-3: CYFIP2 geninin homozigosite haritalamasi ile elde edilen genotiplerden olusan
haplotipler
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C D M 120
D552949 1 2 1|l 2 0
1510549956 1 2 i B D552949 2| N3 1l B
15872509 1 2 1|l 2 510549956 1| |l 2 )
D552948 2 4 1|l 3 rs5872509 2| (M 1 3 g
1510551072 1 2 1|2 D552948 1M a 4l B
152910159 2 1 1Ll 1510551072 2| |l 1
152910159 2[/M 1 2UE 1
D552949 1 ||l 2 i 2| Dss2949 2 1 3 2 2 (] 1
510549956 1 ||l 2 2| 1510549956 1 1 2 1 1 1
55872509 1 ||l 2 VM2 | 5872500 2 2 1 2 2 [||] 2
Dss2948 2 ||l 3 2|3 | Dss2948 e aflll3 IE
1510551072 1 ||l 2 LIIM2 | 1055102 2 2 1 2 2 ] 2
52910159 2 UM 1 2UB L | 0010159 2 2 1 2 2 Ul 2
M121 ( > M 122
\
D552949 2( (3 1 3
1 1510549956 1 1 1 2
D5S82949 3 2 3 155872500 2 5 5 1
1510549956 2| (M 2 L2 D552948 2 (|1 L1
1s5872509 1 1 2 1 rs10551072 1 (|l 2 1 2
D5S52948 2 2 1 2 152910159 1 1 2 1
110551072 1 1 2 1
152910159 1 1 2 1
D5S82949 3 1 ) R
1510549956 2 1 D552949 2 1 2 ;
1s5872509 1 2 1510549956 1 1 il K
155872509 2|2
D552948 2 L D552948 2 1 1 1
1510551072 L] 2 1510551072 1[|[|1 L[| fl2
152910159 12 2010159 1002 1oet
M 125 M 126
D552949 2 1 2 1 D552949 1 1 1 1
510549956 1 1 2 1 1510549956 1 2 1 2
155872509 2 2 1 2 155872509 2 ||l 1 0 1
D552948 1 2 3 2 D552948 2 3 1 4
1510551072 2 2 1 2 1510551072 2 1 1 1
152910159 2 2 1 2 152910159 2 1 2 1
@ H %
D
mfﬁﬁf;fss ? i 1 1 | D5S2949 1 1 1 1
155872509 2|1 1 1 1| 1510549956 1 1 1 2
D552948 R 2 2 | rs5872509 21|[] 0 2 1
1510551072 2| |] 1 1 2 | D552948 2|[f] 1 2 4
152910159 21 1 2 2 | 10551072 2||f| 1 2 1
2 2 | 152910159 2l 2 2 1

Sekil 4-3: CYFIP2 geninin homozigosite haritalamasi ile elde edilen genotiplerden olusan
haplotipler- devanm
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O——1

M 130 D

D552949 2 [ 2 2|1

D552949 1 1 1! 510549956 2 | (M 1 1 1

1510549956 1 1 2| |l 1 1s5872509 1 2 2 2

55872500 2 | [l 1 2f N 2 D552048 1l B il B

D552948 2|2 KD S 1510551072 1| [l 2 2| (M2

rs10551072 2 2 1 2
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Sekil 4-3: CYFIP2 geninin homozigosite haritalamasi ile elde edilen genotiplerden olusan

haplotipler- devanm
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M-88 Ailesi

Aralarinda 1 inci derece akrabalik iliskisi bulunan (kuzen evliligi) ve ayni
yerlesim biriminden gelen, FMF hastas1 baba ile saglikli annenin, bir saglikli erkek ve
bir hafif MR kiz ¢ocugu bulunmakta idi. Hafif MR kiz cocugunun klinik muayenesinde,
dismorfik yiiz bulgularn, psikomotor gelisim geriligi ve simir mikrosefali varlig
belirlendi. Homozigosite haritalamasi sonucunda rs10549956 ve rs2910159 markorleri
arasinda kalan bolgenin (ekson 9-27) homozigot oldugu saptandi1 (Sekil 4-4). CYFIP2
geninde yapilan dizi analizi, bir¢ok tamimlanmis homozigot SNP ve genin 32.
eksonunun translasyona ugramayan bolgesinde tanimlanmamis yeni heterozigot bir dizi

degisiminin (c.*2380 T/G) varligim ortaya c¢ikardi (Tablo 4-1, Sekil 4-5).
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Sekil 4-4: M-88 ailesinde CYFIP2 geninin homozigosite haritalamasi ile elde edilen
genotiplerden olusan haplotipler
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Tablo 4-1: M-88 ailesinin etkilenmis bireyinde CYFIP2 geninin dizi analizi sonucunda elde
edilen dizi degisimi ve/veya SNP ler

Ekson 1

. IVS1 Ekson 4 VS 24 Ekson 32
variant 3

15767007 (C/G) 1187458 (C/G) 15872508 (-/C) 1333982592 (/AA) |rs6555991 (G/T)
16239098 (A/G) 16555992 (A/G)
133734034 (T/C)
16880851 (GC/TT)
13087968 (T/C)
1$10073822 (G/A)
¢.#2380 (T/G) het

het: heterozigot

T ¢ T & ¢c © A& T & T H TG T & T T A A

l

PO

Sekil 4-5: M-88 ailesinin etkilenmis bireyinde CYFIP2 geninin dizilenmesi sonucu elde
edilen heterozigot dizi degisimini gosteren kromatogram




47

M-123 Ailesi

Aralarinda cift tarafli 1.5 derece akrabalik iliskisi (kuzen evliligi) bulunan ve
ayn1 yerlesim biriminden gelen saglikli anne ve babanin 2 agir MR erkek cocugunda
yapilan klinik incelemelerde her iki kardeste benzer minimal yiiz dismorfizmi,
psikomotor gelisim geriligi, norolojik muayenede spastisite ve klonus gibi 1. motor
noron bulgulart ile kraniyal MRG’de korpus kallosum gelisim anomalileri oldugu
belirlendi. CYFIP2 geni i¢in secilen markorler ile yapilan homozigosite haritalamasinda
her iki kardesin de rs10549956 ve rs2910159 markorleri arasinda kalan bolge (ekson 9-
27) icin homozigot haplotipe sahip oldugu gozlendi (Sekil 4-6). CYFIP2 geninin dizi

analizi bir¢cok tanimlanmis homozigot ve heterozigot SNP varligin1 gosterdi (Tablo 4-2).

M 123
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 — —
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 ——
 — —
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Sekil 4-6 : M-123 ailesinde CYFIP2 geninin homozigosite haritalamasi ile elde edilen
genotiplerden olusan haplotipler

Tablo 4-2: M-123 ailesinin etkilenmis bireyinde CYFIP2 geninin dizi analizi sonucunda
elde edilen SNP ler

Eksonl

. Ekson 4 IVS 24 Ekson 32
variant 3

1$6880851 (GC/TT) het
13734034 (T/C) het
136555991 (G/T) het
16555992 (A/G) het
1s3734034 (T/C)

het: heterozigot
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M-124 Ailesi

Aralarinda 1 inci derece akrabalik iliskisi bulunan (kuzen evliligi) saglikli anne
ve babanin saglikli bir kiz cocugu, hafif MR erkek ¢ocugu ve konusma geriligi bulunan
kiz cocugu bulunmaktadir. Hafif MR erkek ¢ocukda NMR (Noromotor Retardasyon),
BGG (Biiyiime Gelisme Geriligi) ve dismorfizm bulunmaktadir. Homozigosite
haritalamas1 sonucunda etkilenmis bireyin D5S2949 ile rs10551072 (ekson 4-23)
markorleri arasindaki bolge i¢in homozigot oldugunu saptandi (Sekil 4-7). CYFIP2
geninin dizi analizi sonuglar1 bir¢ok tanmimlanmis homozigot ve heterozigot SNP

varligim gosterdi (Tablo 4-3).
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Sekil 4-7 : M-124 ailesinde CYFIP2 geninin homozigosite haritalamasi ile elde edilen
genotiplerden olusan haplotipler

Tablo 4-3: M-124 ailesinin etkilenmis bireyinde CYFIP2 geninin dizi analizi sonucunda

elde edilen SNP ler
Ekson 1 variant 3 Ekson 4 IVS 12 1VS 14 Ekson 15
rs895309 (A/G) rs7730231 (C/T)
15767007 (C/G) het | 155872508 (-/C) 1s895308 (A/T) 16555939 (G/T) 151823035 (A/G)
rs1867669 (C/T) 1rs2863198 (C/G)
1VS 22 1VS 23 1VS 24 1VS 27 Ekson 32

16555991 (G/T) het
13816319 (A/T) 16555992 (A/G) het
rs7711035 (G/T) 13734034 (T/C) het
16862302 (T/C) het

13734027 (A/G) | 1s33982592 (-/AA)
13734027 (A/G) | 1s3734028 (G/A) | 1s7715719 (C/T)
133939580 (CTT/-) | rs10037485 (C/T)

het: heterozigot
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5. TARTISMA

Mental retardasyonun diinya niifusunun yaklagik %?2-3 iini etkiledigi
bildirilmektedir (2). Etiyolojik ¢calismalar mental retardasyonun etmenlerinin son derece
hetorojen oldugunu; prematiire dogum, prenatal enfeksiyonlar, kromozom anomalileri
ve tek gen mutasyonlar1 gibi genetik ve genetik olmayan faktorlerin cesitli boyutlarda

etkin oldugunu gostermektedir (3).

Tek gen mutasyonlarina bagli mental retardasyonlar, sendromik (MRS) ve non-
sendromik (NSMR) olmak iizere 2 grupta incelenmektedir. MR ye ek olarak herhangi
bir taninabilen fiziksel, norolojik, noro-radyolojik ya da metabolik anormalliklerin
oldugu durumlar sendromik MR, biligsel yetersizligin tek major bulgu oldugu durumlar
ise non sendromik MR olarak adlandirilmaktadir (32). Non sendromik mental
retardasyonlu olgularin yaklasik %25 inde otozomal resesif (ORNSMR), %75 inde ise
X e baglh kaliim gozlenmektedir (MRX). Bugiine kadar MRX ile iligkili 24 gen
tanimlanmistir (2, 39). Bu genlerden 11 tanesi hem sendromik hem de non sendromik

mental retardasyona yol agmaktadir.

Giintimiizde, ORNSMR konusunda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Heterojenite
genetik incelemeleri zorlastirsa da, etkilenmis bireyin ¢ok sayida oldugu genis ailelerde,
genom boyu baglanti analizi ve ardindan baglantili bolgelerde aday gen taramasi
yapilarak sorumlu genlere ulasilabilmektedir. Kiiciik ailelerde ise, genom boyu baglanti
analizi ile yol gosterici bir sonuca ulagmak miimkiin olamadigindan, bilinen ve/veya
arastirilan bir aday gen igin Once bir baglanti analizi incelemesi sonra informatif
bulunanlarda dizi analizi uygulanarak sorumlu genetik mutasyonlara ulasilabilmektedir.
Glinlimiize kadar, literatiirde genom boyu baglanti analizi ile saptanmis bes gen
(PRSS12, CRBN, CC2DIA, GRIK2, TUSC3) ORNSMR ile iligkilendirilmis olup, her
biri tanimlandiklar1 genis ailelerle simirhi kalmistir (52, 53, 56, 57, 60, 61, 91, 92). Bu
sonu¢, MR nin yiiksek genetik heterojenitesini gostermektedir. Otozomlarin aksine, X
kromozomu {iizerinde daha fazla genin tanimlanmis olmasi, toplumda X e bagli MR nin
daha sik goriilmesi ve baglanti analizinin tek bir kromozomla sinirh kalmasinin

calismalar hem kolaylagtirmasina hem de hizlandirmasina dayandirilmaktadir.
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FMRP eksikligi, insanlarda en sik karsilasilan mental retardasyon etmeni olup
frajil X sendromuna yol agmaktadir. FMRP nin hem RNA ya hem de proteine baglanma
ozelligi bulunmaktadir. Bir calismada, beyindeki total mRNA nin yaklasik %4 {iniin
FMRP ye baglandigi gosterilmistir (22). Bir bagka calismada ise saflagtirillmis FMRP
nin G-kuartet yapisi olusturabilen mRNA dizilerine yiiksek afinitede baglanma
yatkinligi bulundugu gosterilmistir (83, 84). Giiniimiizde bazi1 proteinlerin ve RNA larin
biiyiik riboniikleer kompleksler biciminde, FMRP ile etkilesime girdigi saptanmistir. Bir
arastirmada, sinir hiicresindeki dFXR’nin (insan FMRP proteininin Drosphila’da
bulunan homologu) RNA nin uyardigi baskilayic1 kompleks (RISC) ile etkilesime
girerek, bazi transkriptlerin translasyonunu baskiladigi gosterilmistir (85, 86). FMRP
yapisindaki, niikleer lokalizasyon ve niikleer eksport sinyallerinin varligi bu proteinin
cekirdek ile sitoplazma arasinda gidip geldigine isaret etmektedir (26). Bu durumlar,
FMRP nin, 6zgiin mRNA larin transport ve translasyonunundan sorumlu oldugunu ve
post sinaptik alanlardaki lokal protein sentezinde kritik bir rol oynadigim
diisiindiirmuistiir. Ayrica, FMRP den yoksun farelerde (FMR1 knock outs) ve frajil X
hastalarinin ~ dendrit uclarinda anormal yapimin  gozlenmesi FMRP-mRNP
kompleksindeki fonksiyonel bozulmalarin yetersiz sinaps olusumuna yol actifi ve
algilanan dis sinyallere verilecek uyumlu cevap ya da davramisin kayboldugunu
gostermektedir (81, 87). FMRP bir ¢ok dokuda ifade edilmekle birlikte, ozellikle
noronlarin sitoplazmasinda ve ndorotransmitter aktivitesine bir yanit olarak lokal
ekspresyonunun artis gosterdigi distal dendritlerde yiiksek oranda ifade edilmektedir

(24).

Klinik olarak frajil-X tanis1 alan hastalarin ancak %15-20 sinde FMR1 geninin
iiclii tekrar dizilerinde artis oldugu goriilmekte ve bu artiglarin frajil-X sendromunun
%99 undan sorumlu oldugu (< %1 inde FMRI1 de nokta mutasyonu saptanmaktadir)
bildirilmektedir. FMR1 tekrar dizileri normal olan grubun bir kisminda FMRP ile
etkilesime giren diger proteinlerin roliiniin olabilecegi 6ne siiriilmekte ise de literatiirde
bu tiir bir aday gen yaklasimi kullanilarak yapilmis herhangi bir bagka calismaya

rastlanmamaktadir.

Immiinopresipitasyon c¢aligmalari, 8 farkli proteinin FMRP ye baglandigini
gostermektedir. Bunlar, nukleolin, YB-1, FXR1, FXR2, NUFIP1, NUCIF1, CYFIP1 ve
CYFIP2 dir. Bunlarm arasinda CYFIP1 sadece FMR1 ve FMRP ye baglanmas: ile diger
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proteinlerden ayr bir 6zellik gostermektedir. Oysa diger proteinler kendi aralarinda ya
da baska proteinlere baglanabilmektedir (24). CYFIP1 ile %88 homoloji gosteren
CYFIP2 ise FMRP ye benzeyen diger proteinlere (FXR1 ve FXR2) baglanmakta ve

bunlarla da etkilesime girebilmektedir.

Arastirmamiz kapsaminda, genetik etiyolojisi klinik (sendrom), sitogenetik
(kromozom, mikrodelesyon, subtelomerik incelemeler), frajil-X ve tek gen
hastaliklarina yonelik enzim ve DNA analizleri ile belirlenememis, NSMR 6n tanisi
almis olgularda, CYFIPI ve CYFIP2 genlerinin molekiiler acidan incelenmesi

amagclandi.

Mental retardasyona yol acan ve laboratuar kosullarimizda incelenebilen
etiyolojik faktorlerin dislandigt ORNSMR olgularinda, FMRP ile iliskiye giren biitiin
protein genlerinin dizi varyasyonlar1 acisindan degerlendirilmesi MR nin molekiiler
mekanizmasinin aydinlatilmasinda 6nemli goriilmektedir. Ancak, gerek siiresi ve
gerekse de biitce olanaklar1 acisindan ele alindiginda, bu yiiksek lisans tez kapsaminda,
FMRP ile etkilesime giren biitiin proteinlerin ¢alisilmasi olanakli goriillmemis ve genler
arasinda bir se¢im yapilmasi uygun bulunmustur. Bu nedenle, CYFIPI ve bununla

yiiksek homoloji gosteren CYFIP2, aday genler olarak secilmistir.

CYFIP] geninin kodladig1 protein (CYFIP1), mRNP kompleksi i¢inde yer alan
ve sadece FMR1 ve FMRP ile etkilesime giren bir ozellik gostermektedir. CYFIP1
ayrica, Racl faktorii ile de etkilesime giren bir proteindir (65). Rac 1, Rho GTPase
ailesinin, {izerinde en ¢ok inceleme yapilmis komponentidir. Bu yapinin, maya ve bazi
bitki tiirleri dahil biitin O©karyotlarda bulunan bircok aktin tiiriinii yOnettigi
bilinmektedir (82). Daha once GTPase yolagindaki bazi genlerin, oligophrenin-1
(a Rho-GTPase-activating protein), a GDI (a guanine nucleotide dissociation inhibitor)
ve guanine-nucleotide exchange factor ARHGER6, ORNSMR ile iliskileri gosterilmistir
(82). Imprinting calismalari, kiiltiir edilmis lenfoblastlarda ve beyin dokusunda
CYFIPI’in bi-allelik olarak eksprese oldugunu gostermektedir (63). Bu nedenle,
CYFIP] in de delesyona ugradign PW/AS olgularinda, fenotipin temel sorumlusu
olmasa da, haployetersizliginin, fenotipin daha agirlasmasina yol acabilecegi ileri

siirlilmektedir (66).
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CYFIP2 nin kodladigi protein, CYFIP1 ile yapisindaki amino asitler bakimindan
%88 benzerlik gostermekte olup yapisi tiirler arasinda ¢ok iyi korunmus bir protein
ailesine aittir (64). CYFIP1 den farkli olarak, CYFIP2, FXR1, FXR2 and WAVE-1
kompleksleri ile etkilesime girebilmektedir (64, 83). WAVE-1, GTPase Rac’dan Arp2/3
kompleksine kadar uzanan sinyal iletisimine dayanarak aktinin yeniden diizenlenmesini
yonlendiren bir scaffold proteinidir. Tiimor supresor (p53) gen agimin tamaminda,
transkripsiyonel olarak regiile edilen hedef genlerin tanimlanmasina yonelik uygulanan
bir calismada, CYFIP2 nin p53 tarafindan hazir bir bicimde endiiklendigi ve pS53 e
bagimli apoptoz islevi ig¢inde yer aldigi gosterilmistir (67). Bu islevin, CYFIP2
transkribinde saptanan beyin spesifik RNA-editing durumuna bagh olarak regiile edilip
edilmediginin aydinlatilmasi, heniiz ¢ok az bildigimiz CYFIP2 proteinin hiicresel
fonksiyonu konusunu daha iyi anlamamiza yardimci olacaktir (68). Gen ekspresyonlari
ile yapilan bir bagka calismada da, multiple sklerozlu hastalarin CD4+ T lenfositlerinde
CYFIP2 nin artis yoniinde regiile edildigi ve CYFIP2 diizeyindeki artmanin fibronektin-
bagimli baglanmalar arttirdigi bildirilmistir (73). Bu bulgu ile baglantili olarak,
CYFIP2 gen bolgesinde, ters zincirde okunan kiiciik bir genin, c5orf7, fibronektin tip-I1I
domaini bulundugunu ve CYFIP2 geni dizilenirken rastlanti nedeniyle bu kiiciik genin
de dizilendigini, ancak SNP disinda herhangi bir bulgu ile karsilasiimadigin1 burada

belirtmek isteriz.

Hasta grubumuzu olusturan 20 adet kiiciik NSMR ailesinde, aile agaclari
ayrintili degerlendirildiginde, OR kalitimin tek olas1 kalittm modeli oldugu diisiiniilen
16 aile oldugu ve geriye kalanlarda, X e bagh kalitm olasiliginin dislanamayacagi
belirlendi. Bu ailelerde, sayisal ve biiyiik yapisal kromozom anomalileri, subtelomerik
yeniden diizenlenmeler ve FMRI geninde CGG iiclii tekrarlarinin dislanmasi, ¢alisma

grubumuzun belirlenmesinde se¢ici davranildigini gostermektedir.

CYFIP] genindeki homozigotluk ¢aligmalarinda 20 aileden 15 i informatif 2 si
yar1 informatif allel vermis ve hic¢ biri bolge ile homozigot baglanti gdstermemistir.
Yiiksek akrabalik oranina ragmen, saptanan bu sonug¢ oldukca dikkat ¢ekicidir. Jiang ve
ark. (66) yaptiklar1 bir calismaya dayanarak, bu bolgenin yiiksek diizeyde polimorfik
oldugunu belirtmesi, yiiksek informatiflik orammi aciklamaktadir. Informatif
ailelerimizde, OR kalitimi destekleyecek olan homozigotluk saptanmadigindan, CYFIPI

geni icin dizileme yapilmamistir.
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CYFIP1 ile ayn protein ailesinde olmasi, yiiksek homoloji gostermesi ve FMRP
ye baglanan proteinlerden biri olmasi nedeniyle aday gen olarak secilen CYFIP2 geni
icin uygulanan homozigotluk haritalamasinda, 20 ailenin 15 i informatif, 4 @i yan
informatif sonu¢ verdi. M59 ailesinin benzer bulgulara sahip 2 etkilenmis kardesin
farkli alleller i¢cin homozigot haplotiplere sahip olmalar1 nedeniyle bolge icin baglantisiz
olduklar diisiiniildii. M143 ailesinde etkilenmis birey tiim markorler icin homozigot
haplotipe sahip iken saglikli kardes ekson 9-27 arasindaki bolge icin homozigotluk
gosterdi. Bu durum, ailede CYFIP2 geninin ekson 9-27 arasinin etkilenmis ve
etkilenmemis bireyler i¢cin ayni polimorfik yapiya sahip olmalar1 nedeniyle baglantisiz,
ekson 4-8 arasinin ise informatif homozigot haplotipe sahip olmasi nedeniyle baglantili
olarak degerlendirildi. Bu nedenle, M143 olgusunda CYFIP2 geninin ekson 4-8 arasinin
dizilenmesi planlandi. Homozigotluk gosteren 3 aileden 3 olguda CYFIP2 nin 16-17
inci eksonlar digindaki tiim eksonlar1 dizilenmistir. Pek cok kez, tiim kosullar
degistirilerek yapilan caligsmalara ragmen bu eksonlarin PCR ile ¢ogaltilmas1 miimkiin
olamamistir. Diger eksonlarin PCR isleminde sorun yasanmazken bu eksonlarda ciddi
sorun yasanmasinin, se¢ilen primerler ile ilgili olabilecegi goriisiine varilmistir. CYFIP2
nin primer tasarimlar1 2006 yilinda gergeklestirilmisti. Ekson 16 ve 17, cok yakin
yerlesimli olduklarindan, bir ¢ift primerle her iki eksonun birlikte amplifiye edilmesi
amaglanmisti. Primer tasarimlarinda uluslararasi kullanima acik molekiiler genetik veri-
tabanlarindan faydalanilmaktadir. Bu elektronik veritabanlar tim canli genomlarinin
yapilarim ve islevlerini genelde iicretsiz olarak diinyadaki tiim arasgtirmacilarin
kullanimina sunmaktadir. Arastirmalardan elde edilen yeni bilgilerle icerigi diizenli
olarak giincellenmektedir. 2008 yilindaki giincellenmis veri tabani incelemelerinde,
“ileri” primerde (CYFIP2F14) bir SNP oldugu ve “geri” primerin de (CYFIP2R14) bir
STR markoérii i¢inde yer aldigi belirlenmistir. Bu yeni bilgi ile, daha Once tasarlanan
geri primerin non spesifik amplifikasyonlara yol acacak bicimde yanhls yerlesimli
oldugu ve PCR daki basarisizliginin nedeni oldugu kararina varildi. Ekson 16 ve 17 i¢in

ayr1 ayri yeni primerler tasarlanarak calismaya bu primerlerle devam edilmesi planlandi.

CYFIP2 geni icin tamamlanan diger dizi analizlerinde tanimlanmis birden fazla
SNP nin varligi saptandi. M88 ailesindeki etkilenmis bireyde, genin 3’ translasyona
ugramayan bolgesinde daha Onceden tanimlanmamis yeni bir dizi degisimi (c.*2380
T/G) heterozigot olarak saptandi. Bu gende 3’ yoniinde kullanilan en son markdr intron

27 de yer almaktadir. Bu nedenle, saptadigimiz dizi degisimi haplotip icin segilen
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markorlerin disinda yer almaktadir. Bu nedenle c¢.*2380 T/G dizi degisiminin otozomal
resesif bir etkisi s6z konusu degildir. Genlerin 3° UTR bélgelerinde ¢ok sayida SNP
goriilebilmektedir. Baz1 genlerin bu bolgelerinde -AAUAAA- olarak yer alan cok
korunmus sinyal dizileri bulundugu bildirilmektedir. Bu 6zgiin diziden 30-35 niikleotid
sonra mRNA lar kirilarak, yerine poli(A) kuyrugu takilmaktadir. Sinyal dizisinin gen
ekspresyonunda ©nemli oldugu vurgulanmakta ve poli(A) kuyrugunun mRNA
stabilitesini arttirdig1 belirtilmektedir (89). CYFIP2 gen dizisinin 3° UTR bolgesi
incelendiginde, poli(A) kuyruk takma sinyal dizisi olarak kabul edilen -AAUAAA-
dizisine rastlanmamistir. Bizim saptadigimiz dizi degisimi, genin “dur” kodonundan 3’
yoniine dogru 2504 niikleotid uzakta yer almaktadir. Bu nedenlerle, saptadigimiz dizi
degisiminin yeni bir SNP olduguna ve bu bilginin NCBI'nin SNP veri tabanina

bildirilmesi ve uluslararasi kullanima verilmesine karar verildi.

MS88 ve MI124 de saptanan SNP lerin homozigot ve heterozigot durumlari,
homozigosite haritlamasi ile uyumlu bulunurken, M123 de ise intron 24 de saptanan
heterozigot SNP, homozigosite haritalamasi ile uyumsuz bulunmustur. Bunun nedeni,
her bir SNP nin her bir toplumda farkli heterozigotluk oranlarinda goriilmesi ile
iligkilendirilmistir.

Buradaki sonuglar, CYFIPI veya CYFIP2 nin bizim ORNSMR ailelerimizde
etkin olmadigina vurgu yapsa da, yiiksek genetik heterojenite nedeniyle, bu genlerin
baska MR ailelerinde otozomal resesif ve/veya yeni mutasyonlarla otozomal dominant
etkide kendini gostermesi olasiligi goz ardi edilmemelidir. Bundan sonraki asamada,
ailelerimizde FMRP ile etkilesime giren diger proteinlerin incelenmesinin, MR nin
molekiiler patofizyolojisi konusunda yapilan c¢alismalara katki getirecegini

diisiinmekteyiz.
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FORMLAR

T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTES

TIBBi GENETIK ANABILIM DALI

MOLEKULER ARASTIRMALAR iCiN BILGILENDIRiLMiS OLUR FORMU

Proje Adi:
Hastalik adi:
Tarih:

Bu arastirma, kalitsal bir hastaligi bulunan hastalar ile ailelerini ilgilendiren bir ¢aligmadir.
Boylesi bir ¢alismaya katilma karari vermeden Once sizleri calismanin amaci, riskleri ve
yararlar1 konusunda bilgilendirmek istiyoruz. Asagidaki Molekiiler Arastirmalar icin
Bilgilendirilmis Olur Formunu okuduktan sonra calismaya katilma karar1 verirseniz formu
liitfen imzalayiniz.

1.Yapilacak islemin tanimi:

Arastirmanin amaci sizde/ aile bireylerinizde yukarida belirtilen genetik hastahifa yol acan
genetik faktorleri tantmlamaktir. Bu calisma Istanbul Universitesi Cocuk Saglig1 Enstitiisii Tibbi
Genetik Bilim Dal1 tarafindan yiiriitiilecektir.

Yapilan epidemiyolojik ve genetik calismalar, bu hastaliga genetik faktorlerin yol agabilecegini
diisiindiirmektedir. Hastaliga neden olan gen ve genlerin tanimlanabilmesi amaci ile yapilacak
analizler icin sizden ve ailenizin etkilenmis ve etkilenmemis iiyelerinden kan 6rnekleri almamiz
gerekecektir.

Bu caligmaya katilmaniz igin sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Calismada goniillii
katilim esas alinmistir. Bu ¢alisma i¢in sizden alinan kanlardan elde edilecek DNA ornekleri
baska bir ¢alisma i¢in kullanilmayacaktir.

2. Olas1 riskler ve faydalar :

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: (1) Igne-batmasma bagli olarak az bir aci
duyulmasi. (2) Igne batmasi sonrasinda ¢cok nadiren enfeksiyon gelisebilir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Genetik bilginin kullanilmasina bagli olarak
sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya cikabilir. Size ait genetik bilgi kesinlikle gizli
kalacaktir. Ancak yaptigimiz testlerin sizin veya ailenizin bir bireyinin gelecekte bu genetik
hastaliktan etkilenecegini ortaya c¢ikarabilecegini belirtmek isteriz. Bu bilginin kotii yonde
kullanilmasi sizi ekonomik ve sosyal yonden etkileyebilecegi gibi, boyle bir hastaliga sahip
oldugunuzu 6grenmeniz sizde psikolojik sorun da yaratabilir. Sizde boyle bir gen bulundugunu
saptadigimizda bulgularimiz istediginiz takdirde size bildirecegiz. Ancak bu bilgiyi 6grenmeyi
reddetmek her zaman hakkinizdir. Bu bilgiyi sizin disinizda birisi ile paylasmamiz sadece sizin
izninize bagl olacaktir. Genetik testlerin onemli bir riski de bu testler sonucunda anne yada
babanin biyolojik kimliginin saptanmasidir. Bu durumlarda da gizlilik ilkesine bagh
kalmacaktir.
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ve bunun ilerdeki kusaklar i¢in bir risk olusturdugunu bulabiliriz. Bu bulgularimiz ¢ocuklara
eriskin caga ulasincaya kadar anlatilmayacak ve onlarla tartisilmayacaktir. Erigkin
donemlerinde kendi arzulari dogrultusunda bilgi ve genetik damigsma saglanacaktir. Bu
aciklamalar dogrultusunda ¢ocugunuzun bu ¢aligmaya katilmasi icin tercihen her iki ebeveynin,
eger mevcut degilse bir tanesinin izin formunu imzalamasi gerekmektedir.

Olasi yararlar: Bu caligmanin esas amaci ailenizde saptanan genetik hastaliga neden olan veya
ortaya cikmasint kolaylastiran genetik faktorleri 6grenmektir. Biz bu asamada size veya
cocugunuza dogrudan yada dolayli bir yararinin olup olmayacagini heniiz bilmiyoruz. Fakat
kesin olan bu hastaligin nedenleri konusunda daha cok sey Ogrenebilecegimiz ve boylece
gelecekte diger hastalara daha ¢ok yardimci olabilecegimizdir.

Diger secenekler: Bu ¢alismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen
istege baghdir ve reddettiginiz taktirde size uygulanan tedavide bir degisiklik olmayacaktir.
Yine ¢alismanin herhangi bir agamasinda onayinizi cekmek hakkina da sahipsiniz.

Uygulanacak islemin yapisi ve amaci hakkinda, olasi riskleri ve yararlar1 tarafimdan ,

(Doktor Adr)

hastaya,
(Aile Adi)

anlatilmistir. Sorulan sorular tarafimdan cevaplandirnilmis ve cevaplandirilmaya devam
edilecektir.

Calismanin devami sirasinda ortaya ¢ikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar tarafimdan
katilimciya iletilecektir.

Tarih :

Doktorun imzasi:

Kontak kurulabilecek kisiler:  Dog. Dr. Z. Oya UYGUNER
Bio. Z.Gamze GUVEN

Ulagilabilecek Tel. No.’lar1: Direk hat: (0212) 631 1363
Dahili hat: (0212) 414 20 00 - 32327

Ulasim Adresi: Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Cocuk Saglig1 Enstitiisii Tibbi Genetik Bilim Dali

Millet Cad. 34390 Capa — ISTANBUL

Elektronik Posta Adresi: guvengamze @yahoo.com
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izin: Yukarida tanimlanan arastirmanin uygulanmasi, riskleri ve yararlari ile ilgili yeterince
bilgi aldim. Bu c¢alismaya kendimin (¢ocugumun) katilmasina izin veriyorum. Calismanin
herhangi bir asamasinda sayet vazgecersem onayimi cekmek hakkinda ozgiir oldugumu
biliyorum. Bu nedenle kendimin/¢cocugumun bir zarar gormeyecegini anladim. Arastirma
bulgular1, ailemdeki genetik hastaligin klinik ve molekiiler tanisina ve tedavisine faydali
sonuglar vermesi durumunda bana rapor edilecegini kabul ettigimi bildirmek istiyorum.

Adi1 Soyad1 Dogum tarih Imza (Ebeveyn)

Aile iiyesi

Aile iiyesi --

Aile iiyesi

Aile iiyesi --

Aile iiyesi --

Aile iiyesi --

Aile iiyesi --

Aile iiyesi

Aile iiyesi --

Aile iiyesi --
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Sayin Do¢.Dr.Z.Oya Uyguner
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Genetik Anabilim Dali Ogretim Uyesi

ilgi : 18.09.2006 tarih ve 039426 sayili yaziniza cevaben.

Sorumlu arastiricih@ini stlendiginiz ve Yiiksek Lisans Ogrencisi Bio.Zeynep Gamze GUVEN'in
yuritecedi 2006/1858 dosya no'lu "Non-spesifik mental retardasyon olgularinda CYFIP1 (FMR1
etkilesimli sitoplazmik protein1) geninin incelenmesi" baslikl Yiiksek Lisans Tezi kurulumuzun
11.10.2006 tarihli,10 sayih toplantisinda onaylandigina iliskin tutanagimiz ekte sunulmustur.

Bilgilerinize saygilanimla rica ederim.
. Zafer ARI

istanbul Tip Fakiiltesi
Etik Kurul Bagkani

Eki: Tutanak
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Gamze GUVEN!'in yiiriitecedi 2006/1858 protokol numarali "Non-spesifik mental retardasyon
olgularinda CYFIP1 (FMR1 etkilesimli sitoplazmik protein1) geninin incelenmesi" baslikli
Yiiksek Lisans Tezi kurulumuzda incelendi etik yénden bir sakinca tasimadigi gorild,
uygulamaya konulabilecegine karar verildi.

Prof.Dr. Zafer ARI
Etik Kurul Baskani ( Dek msQ\
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Prof.Dr. Berrin UMMA Prof.Dr. Veli UYSAL
Kardiyoloji A.D. Patoloji A.D.

Prof.Dr. Cahide GOKKUSU Prof.Dr. Yesim ERBIL
Biokimya A.D Genel Cerrahi A.D.
Prof.Dr. Kamil PEMBECI
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Prof.Dr. Nuran YILDIRIM
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