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OZET

Mental retardasyon (MR, zeka geriligi) bir bireyin ayni yas grubundaki bireylerle
kiyaslandiginda, zekd ve davranig gibi Ozellikler yoniinden adaptasyon goOsterememe
durumudur. Frajil X sendromu (FXS), kalitsal MR’nin en yaygmn formu olup, X
kromozomunun g27.3 boélgesinde bulunan FMR1 geninin (CGG)n ii¢li niikleotid
tekrarlarindaki artistan kaynaklanmaktadir. Zeka geriliginden sorumlu genler arasinda
FMR1’den sonra gelen diger bir gen, Aristaless Related Homeobox (ARX) genidir. Hem
sendromik hem de sendromik olmayan MR olgularinda ARX geni mutasyonlar
goriilmektedir. En sik goriilen mutasyonlar alanin amino asidi sayisinin artmasina neden
olan ¢.334ins(GCG)7 ve ¢.428 451dup seklindeki mutasyonlardir. Mental retardasyonun
yani sira bazi merkezi sinir sistemi ve lirogenital sistem hastaliklarinda da ARX geni
mutasyonlari bildirilmistir.

Bu calismada FXS/MR 6n tamsi ile Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Klinik Molekiiler Genetik Laboratuarina gonderilen ve
FMRI1 geni CGG tekrarlar1 agisindan normal bulunan, yas araligi 1 ile 18 arasinda olan
125 erkek pediatrik olguda periferal kandan DNA izolasyonunu takiben, PZR yontemi ile
en sik goriilen ¢.334ins(GCG)7 ve ¢.428 451dup mutasyonlariin bulundugu ARX geni
ekzon-2 bolgesi ¢ogaltildi. PZR iiriinleri, yiiksek ¢oziiniirliiklii agaroz jel eletroforezinde
uygun markira karsilik yiiritiildi. 10 hasta 6rnegine DNA dizileme analizi yapilarak, hem
hedef bolgenin dogrulugu kontrol edildi hem de nokta mutasyon ve tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNPSs) olas1 varligi analiz edildi.

Arastirmanin  sonucunda, klinik olarak FXS/MR o6n tanist almis, yaslar1 1 ilel8
arasinda olan 125 erkek ¢ocukta MR’ye sebep olan ve en sik goriilen ARX geni ekzon-2
mutasyonlarindan €.334ins(GCG)7 ve ¢.428 451dup mutasyonlar1 tanimlanmamigtir. ARX
geni ekzon-2 nokta mutasyonlart ve tek niikleotit polimorfizmleri de DNA sekansi
sonucunda saptanamadi. Sonug olarak, en sik goriilen ARX geni mutasyonlarinin, Antalya
ve g¢evresindeki mental retardasyonlu erkek bireylerde, MR etiyopatogenezinde sorumlu
olmadig ileri siiriilebilir. Bununla beraber daha saglikli bir populasyon i¢in gergekei bir
genetik damismanlik vermek iizere mental retardasyondan sorumlu ARX geni hot spot
bolge mutasyonlar1 dislandiktan sonra tiim ARX genine DNA sekansi yapilmas: gerektigi
diisiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Mental Retardasyon, Frajil X Sendromu, ARX Geni, PZR.



ABSTRACT

Mental retardation (MR) is a failure to develop cognitive abilities and achieve a level
of intelligence as well as “adaptive behaviors” when compared with the same age group.
Fragile X Syndrome (FXS), the most common form of hereditary MR, results from the
increasing number of (CGG)n three nucleotides repeat of Fragile X Mental Retardation 1
(FMR1) gene which is located on X g27.3 region. The Aristaless Related Homeobox
(ARX) gene is responsible for MR after FMR1 gene. Both syndromic and nonsyndromic
conditions of MR are involved in the ARX gene mutations. The most common mutations
in the ARX gene are ¢.334ins(GCG)7 and ¢.428 451dup which cause the increasing
number of alanine amino acid. Mental retardation as well as some central nervous system
and urogenital system diseases have been associated with the ARX gene mutations.

In this study, we tested the ARX gene for the most common mutations, namely
€.334ins(GCG)7 and ¢.428 451dup, with Polymerase Chain Reaction (PCR) following the
DNA isolation from peripheral blood samples of 125 pediatric mentally retarded males
referred as FXS/MR (age range:1-18 years old) consultated to Department of Medical
Biology and Genetics, Medical Faculty, Akdeniz University, and diagnosed as the number
of CGG repeats of FMR1 gene are normal. PCR products were run on high resolution
agarose gel electrophoresis with suitable marker. Not only correction of the target region
was achieved by sequencing the products of 10 patients but also probable existence of
point mutations and polymorphisms were analyzed.

As a result, the most common ARX gene mutations, c¢.334ins(GCG)7 and
€.428 451dup, were not detected in a series of 125 male children prediagnosed as
FXS/MR. Also, the point mutation and single nucleotide polymorphisms (SNPs) were not
detected on the exon-2 of ARX gene by using DNA sequencing. In conclusion, it can be
suggested that the ¢.334ins(GCG)7 and ¢.428_451dup mutations of the ARX gene are not
responsible for etiopathogenesis of mentally retarded males in Antalya region. However,
we think that whole ARX gene should be screened to detect the other mutations
responsible for mental retardation after exclusion of the hot spot mutations of ARX gene to
give a realistic genetic counseling for more healthy population.

Keywords: Mental Retardation, Fragile X Syndrome, ARX Gene, PCR.



TESEKKUR

Yiiksek lisans 6grenimim ve tez ¢caligmalarim sirasinda her zaman gosterdigi ilgisi, yol
gostericiligi ve bilimsel bakis agis1 kazanabilmem i¢in verdigi emek nedeniyle danisman
hocam Sayin Prof. Dr. Ibrahim KESER’e,

Hastalarin klinik degerlendirmesini yapan, Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Pediatrik Noroloji Bilim Dali’ndan Sayin Prof. Dr. Senay HASPOLAT ve Sayin Yrd. Dog.
Dr. Ozgiir DUMAN’a ve Pediatrik Klinik Genetik Bilim Dalindan Saymn Yrd. Dog. Dr.
Ercan MIHCI’ya, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’ndaki tiim hocalarima,
arastirma gorevlisi ve teknik ekipteki tiim arkadaslarima, Anabilim Dali sekreterlerimize,

Tez projesi kapsaminda yer alarak ve caligmaya katilarak gosterdikleri isbirligi ve
Ozveriden dolay1 tiim hastalara ve ailelerine,

Bugiine gelebilmemde verdikleri destek, her zaman yanimda hissetti§im sevgi ve
giivenleri, gosterdikleri anlayis icin sevgili aileme ve arkadaglarima tiim igtenligimle
tesekkiirlerimi sunarim.
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GIRIS ve AMAC

Mental Retardasyon (MR) zeka seviyesinin (IQ= Intelligence Quotientent=Zeka
Katsayisi) 18 yasindan once IQ=70’in altinda olmasi ve bireylerin ayni1 yas grubundaki
diger bireylere davramis Ozellikleri bakimindan uyum gosterememe durumu ile
karakterizedir (1). Genel toplumdaki prevalansit %2-3 olup, genetik ve genetik olmayan
sebeplerle ortaya ¢ikmaktadir (2).

Temel olarak MR, klinik ve genetik bulgular cercevesinde sendromik ve non-
sendromik olarak iki gruba ayrilmaktadir. Down sendromu (DS), Frajil X sendromu (FXS),
Prader Willi-Angelman (PWA) sendromu gibi birgok hastaligin klinik tablosu igerisinde
yer alan MR’nin, sendromik olmayan formu da bulunmaktadir. Bunun yan1 sira MR’ nin %
10’unu X’ e bagli MR (XLMR) olgular1 olusturmaktadir. XLMR olgularmin 2/3’{inii
sendromik olmayan MR’ler olusturmaktadir (3, 4).

MR, Down sendromundan sonra en sik Frajil X sendromunda goériilmektedir (5).
Erkeklerde goriilme sikligi 1/2500-4000 iken, disilerde bu oran 1/2000-8000 arasinda
degismektedir. Sitogenetik olarak Xq27.3’deki frajilite ile karakterize olan Frajil X
sendromunda uzun yliz, iri ve ileri ¢ikik kulaklar, makroorsidizm, agir ve orta derecede
zeka geriligi goriilmektedir. Frajil X sendromu igin birinci dereceden sorumlu gen FMR1
geni olup, X kromozomunun q27.3 boélgesinde yerlesmistir (6-12).

MR’de FMR1’den sonra ikinci dereceden sorumlu gen 2002 yilinda tanimlanmis, X
kromozomunun p22 boélgesinde yerlesmis olan ARX (Aristaless Related Homeobox)
genidir. Kiiciik bir gen olan ARX geni 5 ekzon ve 4 introndan meydana gelir ve 562 amino
asitlik protein kodlamaktadir. ARX proteini, DNA baglama ve C-peptid domainleri ile
karakterizedir. Bunlara ek olarak korunmus bir oktapeptid, dort polialanin ve 3 niiklear
lokalizasyon sinyal (NLS) bolgesi vardir. Xp22°’de lokalize olan genin kalpte, iskelet
kasinda farkli izoformlar1 bulunmakla birlikte, temel gérevi merkezi sinir sistemindeki
GABAerjik ara néronlarin migrasyonunu saglamak ve pankreasta adacik kompozisyonunu
olusturmaktir (14-17). Insan viicudunda sistemik bir rol oynayan ARX’in genindeki
mutasyonlar da biiyiik 6nem tasimaktadir.

ARX geninde en sik goriilen mutasyonlar genin ikinci ekzonunda bulunan, polialanin
alaninin uzamasina neden olan c.428-451 arasinda yer alan 24 baz ciftinin duplikasyonu ile
ortaya ¢ikan dup(24bp) mutasyonu ve c¢.333 bolgesine GCG triniikleotidinin yedi
tekrarindan olusan dizinin insersiyonu ile karakterize ins(GCG)7 mutasyonlaridir. Bu iki
mutasyonun goriilme siklifi, toplam ARX mutasyonlarinin yaklagik %50" sini
olusturmaktadir. ARX geninde tespit edilmis yanlis anlamli ve anlamsiz mutasyonlar da
literatiirde bulunmaktadir(18-22).



Projemizin amaci, agir MR ile Frajil X sendromu 6n tanis1 almig, FMR1 geni 5’-UTR
(CGG)n tekrar1 normal araliklarda bulunmus olan toplam 125 mental retarde erkek
bireyde, ARX geninin en sik goriillen mutasyonlarindan, c.428-451 dup(24bp) ve ¢.333
ins(GCG)7  mutasyonlarmin toplumumuzdaki sikligimi arastirmak, alel ve genotip
frekanslarin1 hesaplamak, hastalarimizdaki MR ile iligkisinin olup olmadigmi ortaya
cikarmaktir.



GENEL BiLGILER

2.1 Mental Retardasyon

Mental retardasyon (MR), bilissel yetenek gelistirmedeki basarisizlik ile, ayni yas
grubundaki bireylere zeka ve davranis gibi 6zellikler yoniinden adaptasyon gosterememe
durumudur. Bunun yani sira MR’den bahsedebilmek i¢in bireyin 18 yasindan 6nce 1Q
(Intelligence Quotientent= Zeka Katsayisi) seviyesinin, 70 veya 70’in altinda olmasi
gerekir. MR’ nin prevalansi toplumlar arasi ¢esitlilik gostermektedir. Genel olarak toplam
populasyonun %2-3’i mental retardasyonludur. Toplumlarda MR, disi bireylere gore
erkekler arasinda daha sik goriilmektedir. Bu durum cinsiyete bagh genlere dikkat ¢ekmis
ve aragtirmalar bu yonde ilerlemistir. Bundan sonra MR’ nin etiyopatogenezisinde genetik
olmayan (hamile annelerin veya yeni dogan bebeklerin kotii beslenmesi, perinatal
donemdeki kazalar, uterusun teratojenik ajanlara maruz kalmasi) ve genetik olan faktorler
rol oynamaktadir (2, 3).

2.2 Mental Retardasyonun Siniflandirilmasi

MR’nin uluslar arasi iletisimde klinik standardizasyonunu saglamak i¢in 1Q testinin
sonuclarina gore derin (agir), siddetli, orta, ilimli seklinde siniflandirilmaktadir (Cizelge
2.1) (3).

Cizelge 2.1. Mental Retardasyonun 1Q Seviyelerine Gore Siiflandirilmasi ( 2,3 ).

MR ’nin Derecesi Siklig1 (%)
[limlh (50<1Q<75) 85
Orta (35<1Q<50) 10
Siddetli (20<1Q<35) 3
Derin (1Q<20) 1



2.3 Mental Retardasyonun Genetik Sebepleri

MR kromozomlarin sayisal ve yapisal abnormaliteleri ile kromozomal diizeyde, tek
gen ve coklu genlerin (poligenik) ise karistigt gen diizeyinde ve genetik-gevre
etkilesiminin ise karistigr multifaktoriyel etkenlerle ortaya ¢ikan klinik bir fenotiptir. MR
Down sendromu, Frajil X sendromu, X’e bagl alfa-talasemi mental retardasyon sendromu
(ATR-X) gibi kompleks hastaliklarin bir pargast oldugu gibi, fenil ketonuri (FKU) gibi
metabolik bir hastaligin ya da Duchenne muskular distofisi (DMD) gibi néromuskular bir
hastalikla beraber de seyredebilir (2). MR’nin genetik sebepleri Cizelge 2.2°de
Ozetlenmistir (1).

Cizelge 2.2. Mental Retardasyonun Genetik Sebepleri (2)

Sayisal kromozom anomalileri:
Trizomi 21 ( Down Sendromu )
X kromozomunun sayisal anomalileri ( Turner Sendromu, Klinefelter Senderomu,
Trizomi X, tetra/pentazomi X vb.)
Parsiyel (kismi) kromozom anomalileri:
Parsiyel trizomiler (4p, 5p vb.)
Delesyonlar ( 5p-/ cri du chat, 4-/Wolf-Hirschorn )
Translokasyonlar
Subkromozomal anomaliler
Birlesik gen sendromlari
Kriptik ( subtelomerik ) translokasyonlar
Tek gen hastaliklar1 (monogenik)
Otozomal resesif (ailesel)
Otozomal dominant ( genellikle sporadik )
X’e bagh
Mitokondriyal hastaliklar
Birden fazla genin ise karigtig1 hastaliklar (poligenik)

2.3.1 Mental Retardasyon ve X Kromozomu Arasindaki Iliski

Aragtirmacilar, Down sendromu, PraderWilli-Angelman gibi sendromlarda oldugu
gibi, otozomal kromozom aberasyonlarinin yani sira, evrimsel siiregte, zeka ile ilgili
genlerin ¢ogunun X kromozomu aberasyonlarindan kaynaklanmasini ve ilgili genlerin X
kromozomunda toplanmasini, dogal seleksiyonun bir sonucu olarak gdrmektedirler.
Bununla beraber, bazi bilimsel otoriteler de, arastirmalarin ¢ogunun X kromozomu
tizerinde yogunlasilmasi sebebiyle bu sonuca varildigini savunmaktadirlar (4). Toplumda
MR’nin erkek bireyler arasinda sik goriilmesinin nedeninin erkeklerdeki bir X
kromozomunun bulunmasi, dolayisiyla resesif veya dominant olsun MR iligkili genlerin
daha ¢ok X iizerinde bulunabilecegi ve etkili olacag: goriisii ile agiklanmaktadir.

Mental retardasyon klinik bakimdan genel olarak sendromik/spesifik, ve non-
sendromik/non-spesifik olarak smiflandirilmaktadir. X kromozumu {iizerinde MR’den



sorumlu genler icin X’e baghh MR (XLMR) kavrami kullanilmaktadir. Sendromik MR
(MRXS); dismorfik ozellikler, noérolojik komplikasyonlar, metabolik anormallikler ile
karakterize oldugu halde, non-sendromik MR (MRX) i¢in herhangi bir dismorfolojiden
bahsetmek s6z konusu degildir (4). Gilinlimiizde MRX’den bahsedebilmek igin 1Q
seviyesinin 70 ve altinda olmasi yeterlidir ( Canakkale MR Calistayi, 2009).

Bugiine kadar yapilan arastirmalarin sonucunda MRXS’den sorumlu gen sayisinin
100’den, MRX’den sorumlu gen sayisinin ise 60’tan fazla oldugu bildirilmektedir (5).
Yapilan tiim c¢aligmalarda 215 XLMR olgusu listelenmistir. Bu olgularin 149 tanesi
spesifik klinik 6zelliklere sahip iken, 66 tanesinin non-spesifik klinik ozelliklere sahip
oldugu goriilmistiir. Spesifik klinik 6zelliklere sahip 149 olgunun 98 tanesi sendromlarla
iliskili olup, 51 tanesi néromuskular bozukluk grubunda incelenmektedir. Bu olgulara ait
bilgiler Cizelge 2.3’de 6zetlenmistir (5). XLMR ve MRX’’den sorumlu genlerin isimleri,
X kromozomu tizerindeki yerlesimleri Sekil 2.1°de gosterilmistir (6).

Cizelge 2.3 XLMR Olgularinin Siniflandirilmasi.

TOPLAM HARITALANAN | KLONLANAN
SENDROMIK 98 31 38
NOROMUSKULAR 51 16 28
NONSENDROMIK/MRX | 66 50 16
TOPLAM SAYI 215 97 82

XLMR’nin toplumdaki sikligin1 gdstermek amaciyla yapilan ¢alismalardan biri British
Columbia’da yapilmis ve XLMR’nin prevalansi 1,8/1000 olarak bildirilmistir (7) .
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Sekil 2.1. Klonlanan XLMR Genlerinin Idiogrami. Koyu renkli genler MRXS’e neden olan genleri, acik
renkte olup Oniinde + igareti bulunanlar néromuskular hastaliklara neden olan genleri, agik renkte
olup oniinde y1ldiz isareti olanlar ise MRX’den sorumlu genleri ifade etmektedir.

2.3.2 Mental Retardasyon ve Frajil X Sendromu

Genetik temel ve mental retardasyon arasindaki iligki, bir¢ok genetik degisiklikle
ortaya konmustur. En 1iyi karakterize edilen, Down sendromundan sonra, mental
retardasyonun en agir ve kalitsal formunu olusturan sendrom Frajil X sendromu (FXS)dur.

Frajil X sendromu (FXS), XLMR olgularinin en yaygin monogenik sebebi olup,
XLMR’li bireyler arasindaki sikligi %15-20 arasinda degismektedir. Kalitsal MR’ nun
sebebi olan FXS’nun erkeklerde goriilme sikligi 1/2500-4000 iken, bu oran disilerde
1/2000-8000°dir (8). Erkeklerde, disilerden daha sik goriilmesinin nedeni erkeklerde bir
tane X kromozomunun bulunmasi, bagka bir ifade ile X kromozomunun hemizigot olmasi
ile agiklanmaktadir. FXS’da MR, hiperaktivite, el ¢irpma-isirma, makroorsidizm, goz



kontagr kuramama, eklemlerde hiperekstentibilite, biiyiik ya da belirgin kulaklar,
zorlanarak tekrarlamali konusmalar baslica klinik bulgular arasinda yer almaktadir.
FXS’nun klinik 6n tanisi, sendromda goriilen klinik bulgulara gore standardize edilen ve
uluslar arast kullanilan Hagerman Frajil X Checklist’ine gore yapilmaktadir (1, 11). FXS
On tanis1 almig bireylerde bu klinik bulgularin birisi veya birkag¢1 bulunabilir.

2.3.3 Frajil X Sendromunun Genetik Tanisi

Klinik olarak tanimlanan FXS’nun genetik temelini aydinlatmak kolay olmamustir.
Sendroma admi veren X kromozomunun uzun kolunun q27.3 bdlgesinde ortaya ¢ikan
frajilite, piirin ve pirimidin sentezinde 6ncti molekiil olan folik asitin doku kiiltiirlerinde
bulunmayis1 ile veya bu yolaklarin bloke edildigi 6zel yontemlerle sitogenetik olarak
gosterilmistir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. A: Karyotipik olarak Frajil X kromozomunun gosterilmesi. B: Elektron mikroskobu ile Frajil X
kromozomunun gosterilmesi (13)

FXS calismalarinda, X’e bagli kalitim modeline uymayan pedigrilerin ortaya ¢ikmasi
(Sherman Paradoksu gibi), sendromun klinik ve sitogenetik bulgularinin degiskenlik
gostermesi, FXS icin molekiiler genetik ¢alismalar1 zorunlu kilmstir.

Glinlimiizde FXS’nin molekiiler tanisi, 1991 yilinda klonlanan, Xq27.3°de yerlesen
FMRI1 (Frajil X Mental Retardasyon 1) geninin 5 UTR (Un-Translated Region, proteine
doniistriillmeyen bolge)’sindeki CGG (Cytosine-Guanine-Guanine) iiglii bazlarin tekrar



sayisina bakilarak yapilmaktadir. CGG figlii tekrar sayisi toplumdaki bireyler arasinda
degiskenlik gostermektedir. En genel tiglii tekrar sayist 29-30 CGG tekrar sayisidir. Buna
gore bireyler, 5-54 tekrar sayisina kadar normal, 54-200 tekrar sayisina kadar premutasyon
ve 200’den sonrasi full mutasyon tanis1 almaktadirlar. Baz1 bireyler ise bu tekrarlar igin
mozaik durum gosterebilirler. Full mutasyonda artmis CGG tekrarlarindaki sitozinlerin
hipermetilasyonu FMR1 geninin transkripsiyonunu engellemekte ve FXS fenotipi ortaya
cikmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda ise premutasyon tasiyiciligi, 50 yas iistii
erkeklerde Frajil X Tremor-Ataksi sendromu (FXTAS) ve disilerde primer over yetmezligi
(POF) ile iligkilendirilmistir (10).

Yapilan arastirmalarda FXS’li olgularin %95’inde, FMR1 geninin 5’-UTR bdlgesinde
yer alan CGG tekrar dizilerindeki artigin sorumlu oldugu bildirilmistir. Geriye kalan
%35’lik kisimda ise FMRI1 genindeki delesyon ve nokta mutasyonlarin etkili oldugu
bildirilmistir (12). FMR1 geni CGG tekrar sayilarinin belirlenmesi i¢in baslangicta
Southern blot ve PCR-RFLP (polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism) yontemleri kullanilmistir. Glinimiizde FMR1 CGG tekrar sayisint daha net
ortaya koyan kapiller elektroforez temelli fragment analizleri kullanilmaktadir.

Yapilan arastirmalarda XLMR’dan birinci dereceden sorumlu olan FMR1 geninden
baska genlerin de bulundugu bildirilmistir. Calismalar FMR1’den sonra MR’den ikinci
derece sorumlu genin ARX (Aristaless Related Homeobox) geni oldugunu ortaya
koymustur.

Cizelge 2.3’de gosterilen ve klonlanmis olan 82 genden bir tanesi de ARX genidir.
ARX geni son zamanlarda MR ile ilskisi bakimindan toplumlarda aydinlatilmasi1 gereken
hedef gen haline gelmistir.

2.4 ARX Geni (OMIM #300382)

ARX geni, X kromozomunun kisa kolunda p22 boélgesinde yerlesmis ve yaklasik 12,5
kb (kilobaz) uzunlugunda bir bolgeyi igermektedir. ARX geni 2002 yilinda klonlanmis
olup, Drosophila melanogaster’de bulunan al (arista-less) geninin ortologudur. Paired
benzeri (Prd-like) smifi gen ailesinin bir iiyesi olan ARX geni, ayni zamanda bir
homeobox genidir. Gen kisa bir gen olup, 5 ekzon ve 4 intron igermektedir. Genin 5
ekzonu, beyinde ve iskelet kasinda, yaklasik 2,8 kb uzunlugunda bir mRNA’y1 kodlar (14).
Yapilan Nothern blot analizlerinde genin, kalpte 4,4 ve 5,9 kb uzunlugunda ve yine iskelet
kasinda 2,5 ve 2,1 kb uzunlugunda farkli transkriptlerinin bulundugu gosterilmistir (15).
ARX geninin 6n beyin, pankreas ve testis gelisiminde de 6nemli bir transkripsiyon faktortii
olarak gorev yaptig1 ifade edilmektedir (15).

ARX geni ile yapilan ¢aligmalarda, ARX geni mutasyonlarinin hem sendromik hem de
non-sendromik MR’lerle iligkili oldugu goriilmektedir. ARX mutasyonlarinin ise karistig
durumlar genel olarak, non-malformasyon ve malformasyon grubu halinde 2 grupta
incelenmektedir. ARX geni mutasyonlart sonucu ortaya ¢ikan malformasyonu olan ve
olmayan fenotipler Cizelge 2.4’de verilmektedir (15) .



Cizelge 2.4: ARX Mutasyonlariyla Iliskilendirilmis Fenotipler (14).

Malformasyon Grubu

HYD-AG: Hidranensfali ile beraber Abnormal Genital (OMIM #300215)
(Hydranencephaly with Abnormal Genitalia)

XLAG: X’ bagli Abnormal Genital
(X-linked Lissencephaly and Abnormal Genitalia) (OMIM #300215)

ACC-AG/PROUD Sendromu: Korpus Kallosum Yoklugu ile beraber Abnormal Genital
(Agenesis of Corpus Callosum with Abnormal Genitalia) (OMIM #30004)

WS/ISSX: West Sendromu: X’e bagli Infantil Spazm Sendromu
(West Syndrome/Infantile Spasms X-linked Syndrome) (OMIM #308350)

Non-Malformasyon Grubu

XMESID: X’e bagli Myoklonik Epilepsi ile beraber Spastisite ve Entelektiiel Yetersizlik
(X-linked Myoclonic Epilepsy with Spasticity and Intellectual Disability) (OMIM
#300432)

PRTS: Partington Sendromu (OMIM #309510)

MRX: X’e bagli Non-sendromik MR (OMIM #300419)

2.4.1 ARX Geninin Yapisi

ARX geninin acik okuma ¢ercevesi (ORF; Open Reading Frame), 1686 baz cifti
(bp) uzunlugundadir. Genin ORF’sinin Guanin ve Sitozin (GC) igerigi %72,5 olup bu
durum genin molekiiler genetik analizlerinde 6nemli bir basamak olan PZR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu)’larinda ciddi amplifikasyon sorununa neden olmaktadir. ARX geni 562
amino asit biyiikliigiindeki fonksiyonel ARX proteinini kodlar. Bu proteini kodlayan ARX
geninin bilinen 4 tane fonksiyonel dizi birimi (domain) bulunmaktadir. Bunlar; oktapeptid
birimi, polialanin motifleri, homeodomainler ve gene ismini veren Aristaless birimleridir.
Bu birimlerin yani sira genin li¢ adet de niiklear lokalizasyon sinyal (NLS) motifi
bulunmaktadir (Sekil 2.3) (15).




E1 E2 E3

E4 E5

1-196 197 - 1073 1074-1119  1120-1448 1449 - 1690 ORF (bp)
1-66 66 - 358 358-373 374-483 483 - 562 Protein (aa)

Sekil 2.3 ARX Geninin Sematik Yapist. Genin ekzonlar1 E harfi ile gosterilmistir. E1°de oktapeptid domeyni
acik sar1 renk, E2 ve E4’de bulunan polialanin motiflerini (PM) koyu sar1 renk, E2-E3-E4’de
bulunan homeodomeynleri kirmizi renk, ve E5’de bulunan Aristaless birimi ise mor renk ile ifade
edilmektedir.

2.4.1.1 Genin Yapisinda Bulunan Birimlerin Gorevleri ve Mutasyonlari

ARX geni ile ilgili ¢aligmalara bakildiginda 2008 yilina kadar toplamda 92 adet MRX
ailesinin bildirildigi goériilmektedir. ARX geni mutasyonu bulunan XLMR ailesi sayisinin
ise 9 oldugu ve XLMR calismalarina referans olusturmasi bakimindan da sirasiyla MRX
29,32,33,36,38,43,54,76,87 seklinde kodlandigi bildirilmektedir (http:/xImr.interfree.it
/home.htm.). XLMR ailelerinde yapilan ¢alismalar, ARX geni mutasyonlar1 bu ailelerde
bulunan mutasyonlarin yaklasik %9,5’ini olusturdugunu ortaya koymaktadir (15). Bugiine
kadar ¢aligilan 59 olguda 32 farkli mutasyon tipi gozlenmistir. En sik goriilen ( hot spot )
mutasyonlar PM1 ve PM2’nin de iginde bulundugu E2’de olup bu oran %76 dir (45/59).
Oyle ki bu bdlgedeki mutasyonlarinin XLMR ailelerindeki sikligi tek basma % 6.1 olarak
bildirilmektedir (15-17). ARX geni iizerinde tanimlanan bu mutasyonlar, gen veya protein
tizerinde yer aldiklar1 bolgelere gore irdeleneceklerdir.

Oktapeptid Domeyni

Oktapeptid domaini (O.D) sirastyla YCIDSILG (Tirozin-Sistein-izoldsin-Aspartikasit-
Serin-Izolésin-Losin-Glisin) amino asitlerinden olugmustur (aa27-34). Bu bolgenin bugiine
kadar calisilan model organizmalar arasinda yiiksek korunmusluk derecesine sahip oldugu
gorilmektedir. Oktapeptid domaini, ARX proteininin amino ucuna (N-terminaline) yakin
yerlesim gostermektedir (18).

ARX geninde bulunan oktapeptid domaininin, transkripsiyonu baskilayici 6zelligi
oldugu bilinen eh-1 (engrailed homolog-1) represor domeynine benzerlik gosterdigi
goriilmektedir. Bu benzerlikten dolayr transkripsiyon aktivator-represor deneyleri
yapilmigtir. Oktapeptid domainin, Groucho/Transducin-Like Enhancer (TLE) kofaktor
proteinleri ile de etkilesime girdigi bildirilmistir. Buna goére, TLE1-OD etkilesimi
oldugunda, ARX geninin transkripsiyon baskilayici 6zelligi agiga ¢ikarilmistir. TLE1 ile
OD’nin bu sinerjik etkisi, transkripsiyonun birlikte baskilamasi (korepresyon) olarak
adlandirilmaktadir. Daha 6nceki verilere gore (MRX54 ailesinde), ARX geninin oktapeptid
domaini igerisinde meydana gelen mutasyonla, c.98C>T doniistimii, ARX proteininde
L33P degisimine neden olmustur. Bu degisim sonucunda, TLE1-OD -etkilesimindeki
azalmadan dolayi, ¢alisilan genin, transkripsiyonu baskilayict o6zelliginin azaldigi
gbzlenmistir. Aynm1 ¢alismada TLE1 miktart artirildigr halde, transkripsiyonu baskilama
ozelliginde degisme olmadigr gozlenmistir (19). Bu ailede mutasyonu tasiyan bireylerin
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IQ’su 30 ile 65 arasinda degismekte olup hasta 2 bireyde ayni zamanda epilepsi durumu

bildirilmistir (20).

Oktapeptid domaini igerisinde yer almayan, fakat OD gibi E1’de yer alan baska bir
mutasyon daha tamimlanmistir. Bu mutasyonda ¢.112C>T doniisiimiinii takiben P38S
degisimi ortaya ¢ikmaktadir. Bu mutasyonu tagiyan bireyin sinir diizeyde MR’ye sahip
oldugu bildirilmistir (IQ=70) (5, 15, 18, 20).

Polialanin Motifleri (PM)

ARX genin fonksiyonel domainlerinden biri de polialanin motifleri(PM)’dir. ARX
geninde farkli uzunlukta ve yerlesimde 4 adet PM bulunmaktadir. PM’lerin ARX
proteinindeki yerlesim konumlar1 ve amino asit sayilar1 Cizelge 2.5’de verilmektedir.

Cizelge 2.5. ARX genindeki PM’lerin durumu.

PM Numarasi Amino Asit Pozisyonu Amino Asit Sayist
PM1* 100-115 16
PM2* 144-155 12
PM3 275-281 7
PM4 432-440 9

* En sik mutasyon goriilen bolgeler

ARX genindeki PM’lerin rolii tam olarak anlagilamamakla beraber, yapilan ¢aligsmalar
PM’lerin transkripsiyon diizenleyicisi gorevlerinin oldugunu ortaya koymaktadir.
Gilintimiize kadar yapilan arastirmalarda, ARX geninin PM3 ve PM4 boélgelerinde herhangi
bir mutasyon bildirilmemistir. PM1 ve PM2 bélgesindeki tanimlanmis mutasyonlar ise
toplam ARX geni mutasyonlarinin %47’sini olusturmaktadir. Farkli Klinik tablolarla
seyreden MRX, ISSX, PRTS hastalarinda PM1 ve PM2 bdlgesinin mutasyonlari
tanimlanmustir (15, 21).

Polialanin Motif 1 (PM1) Mutasyonlari

ARX geninin PM1 bolgesi, normal durumda 16 adet GCG tiglii niikleotid dizisine
sahiptir. Bu ti¢lii tekrar dizilerinin instabilitesi nedeniyle yapiya farkli sayilarda GCG
tekrarlar1 katilmakta ve PM1 bdlgesinin, dolayisiyla ARX geninin yap1 ve fonksiyonunu
bozmaktadir. Yapiya katilan tekrarli dizilerin komplementer DNA (cDNA,
complementary DNA)’ daki pozisyonuna gére mutasyonlar isimlendirilmektedir. Tekrarlt
diziler siklikla 333. niikleotidinden sonra farkli sayida GCG {i¢lii niikleotidleri seklindeki
insersiyon mutasyon ile yapiya girmektedir. Bu giris ile de protein yapiya fazladan alanin
amino asitlerinin girmesi s6z konusudur. Bu bdlgede en sik goriilen mutasyon, yapiya 7
GCG 1gli niikleotidinin insersiyon ile girmesi sonucu olusan ¢.333ins(GCG)-
mutasyonudur. Yaslar 2 ile 14 arasinda degisen kriptojenik infantil spasm sendrom tanisi
konmus 115 erkek olguda 6 bireyde (%5.2) ¢.333 334ins(GCG)7 mutasyonu bulunmustur
(22). Bugiine kadar farkli ¢alismalarda, farkli GCG tekrar sayisinda insersiyonlara bagl
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olarak ¢.333ins(GCG);, ¢.333ins(GCG): ve ¢.333ins(GCG): mutasyonlar literatiirde yer
almig ve bu varyantlar MRX ile uyumlu bulunmustur (Cizelge 2.6) (23) .

Cizelge 2.6. ARX Geni PM1 Bolgesinde Tanimlanmis Mutasyonlar (12,14,21)

Mutasyon Tipi Goriildigi Durum Goriilme Sayisi
€.333ins(GCG)7 ISSX/West Sendromu 3
€.333ins(GCG)3 MRX 1
€.333ins(GCG)2 MRX 1
€.333ins(GCG)1 MRX 2

Bu insersiyon mutasyonlarindan bagka bildirilen bir olguda, PMI1 bdlgesinde
€.298_330dupGCGGCA(GCG)s seklinde bir mutasyon daha bulunmustur. Bu mutasyona
gbore normalde 16 olan alanin amino asit sayist 27°ye ¢ikmistir. Bu olguda mutasyonu
tasiyan bireyin Ohtahara sendromlu oldugu bildirilmektedir. Ohtahara sendromu,
epilepsinin en erken formudur ve belirli EEG (Elektro Ensefalo Grafi) paternlerine sahiptir.
Burada alanin sayisinin artisina bagl olarak, fenotipin de o kadar siddetli etkilendigi ifade
edilmektedir (24).

Yapilan bir calismada, ¢.333ins(GCG), mutasyonunu tastyan bir erkek c¢ocugun,
infantil spazm harig, tiim klinik 6zelliklerinin ISSX ile uyumlu oldugu bulunmustur (25).
Bir bagka c¢alismada da c¢.335ins(GCG)r seklinde bir mutasyon tanimlanmisg, bu olgunun da
ISSX ile %100 uyumlu oldugu ifade edilmistir. Olgunun aile taramasinda anne ve babanin
tastyict olmadiklari, mutasyonun de novo olarak ortaya ¢iktigi bildirilmistir (26).

Polialanin Motif 2 (PM2) Mutasyonlari

ARX geninin PM2 bdlgesinde meydana gelen ve tanimlanan mutasyonlar arasinda en
cok goriilen mutasyon, c.428 451 bolgeleri arasindaki duplikasyon mutasyonu,
c.428 451dup’ dur. Bu mutasyon sonucu PM2’deki alanin amino asit sayis1 12°den 20’ye
¢ikmaktadir. Bugiline kadar bildirilen ARX mutasyonlarinin %41°1  (24/59), bu
€.428 451dup mutasyonundaki, 24 bp duplikasyonu seklindedir. Prevalansi 1/12.000
olarak hesaplanan bu mutasyonun, MR ile ilgili goriildiigii klinik durumlar Cizelge 2.7°de
Ozetlenmistir.

Cizelge 2.7. PM2 Bolgesi Mutasyonlari (14)

Mutasyon Tipi

Gorildigi Durum

Goriilme Sayisi

c.428 451dup MRX 20
€.428 451dup ISSX/West Sendromu 2
c.428 451dup PRTS 2

€.428_451dup. mutasyonunun goriildiigic MRX aileleri MRX 29, 32, 33, 36, 38, 43,
54, 76, 87 olup http://xImr.interfree.it/home.htm. adresinde listelenmektedirler.
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ARX geni mutasyonlarinin arastirildigt MRX 29,32,33 ailelerinde her bir ailede birer
erkek ve MR38 ailesinde ise bir tasiyict disi bireyin dup(24) mutasyonunu tasidigi
bildirilmistir (27). Diger bir ¢alismada da MRX36 ailesinde, 4 erkek ve bir disi bireyin
dup(24) mutasyonunu tasidiklari tespit edilmistir. Tanimlanan 4 erkek bireyden 3 tanesinin
kardes, bir tanesinin ise kuzen olmasi1 mutasyonun familyal oldugunu géstermektedir. lgili
mutasyonu tasiyan bireyler ayrica klinik olarak PRTS’nin 1limli nérolojik 6zelliklerini
tasidiklar1 gorilmistir (19). MRX43 ailesinde de 2’si epilepsili 4 bireyin, MRX54
ailesinde ise 2’si epilepsili 7 bireyin MR’den etkilendigi bildirilmistir (28). MRX87
ailesinde 5 erkek ve 4 disi bireyin, dup.24 mutasyonu tasidig1 gosterilmistir (12, 16).

MR ve distonik el hareketleri ile karakterize olan Partington Sendromlu (PRTS), biri
Norveg digeri Avusturya kokenli 2 ailede, dup.24 mutasyonu gosterilmigtir. West
Sendromlu Norve¢ kokenli bir ailede de ayni mutasyon gosterilmistir (17, 29). Bir
calismada ayni1 kusaktan 2 erkek kardeste ve 1 erkek kuzende ayni mutasyon PRTS ile
iliskilendirilmistir (30). Bunlardan farkli olarak PM2’deki 24 bp’lik bir de novo delesyon
mutasyonu, c.441 464del, MRX ile iliskili bulunmustur. Bu ¢aligmada mutasyon bulunan
erkek ¢cocugun tek klinik bulgusu siddetli MR’dir (31). Yine ¢.429_452del, c.431_454del,
c.448 456del seklindeki mutasyonlar MRX ile iligkili bulunurken, c.393 452del ve
¢.420_451del seklindeki mutasyonlar XLAG ile iliskilendirilmistir (32-35).

Homeodomeyn (HD) Mutasyonlari

Bu giine kadar yapilan hedef gen ¢alismalarinda ARX’in, PAX4 (Paired box4) geninin
promotoruna baglandigi gosterilmistir (36, 37). PAX4 geni ile ARX geninin birbirleri
tizerine zit etkilerinin oldugu bildirilmistir (15, 19, 34). HD bolgesi ARX proteini tizerinde
328-387 amino asitler arasindaki bolgeye karsilik gelmektedir. Bu bolge ig¢inde ayni
zamanda NLS2 (325-332 amino asitleri) ve NLS3 (379-386 amino asitleri arasinda)
bolgeleri yer almaktadir. HD mutasyonlarinin daha ¢ok, malformasyon grubunda kendini
gosterdigi bildirilmektedir (Cizelge 2.8) (15, 32, 33, 38, 39)

Cizelge 2.8.HDM ve Iliskili Oldugu Fenotipler (14,23,32)

Mutasyon Tipi Degisim Malformasyon Grubu
P353L (Prolin-Losin) XMESID

P353R (Prolin-Arjinin) XLAG

R332P (Arjinin-Prolin) XLAG

R332H (Arjinin-Histidin) XLAG

R332C (Arjinin-Sistein) XLAG

R379L (Arjinin-Losin) XLAG

R379S (Arjinin-Serin) ISSX

L343Q (Losin-Glutamin) XLAG

E369X (Glutamik asit-Dur) XLAG

Q373X (Glutamin-Dur) XLAG

T333N (Treonin-Asparajin) ACC-AG /PROUD Sendromu
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Aristaless Domeyni (AD)Mutasyonlar:

ARX geni ile ilgili yapilan ¢aligmalarda genin Aristaless domeyninde nokta mutasyon
tastyan herhangi bir olguya rastlanilmamistir. Aristaless domeyni ARX geninin 5.
ekzonunda yer almaktadir. Yapilan bir ¢alismada, bir olgunun 4. ekzonunda bulunan 1419.
niikleotidden sonra yapiya AC diniikleotidinin girmesiyle, ¢erceve kaymasi (frame shift)
seklinde bir mutasyon olustugu, bu mutasyon sonucunda olusan dur kodunu nedeniyle
Aristaless domeyninin bulunmadig: giidiik bir protein meydana geldigi bildirilmistir. ARX
geninde AD’de meydana gelen bu ve diger mutasyonlarla iliskili oldugu fenotipler Sekil
2.4’de sematize edilmistir (19, 20, 40).

Ekzon 2-5’in delesyonu
Ekzon 1-2’nin delesyonu

Ekzon 1’in kesimi Ekzon 3’iin kesimi
p.E369X
p-P131-Al151del fs p.V207-A216del fs p-Q373X
S . . . .G 397fs
NLAG p-E78X p.G141fs p.G206fs p.R264fs p.R332C p.C fs p.A458fs
p-R332P p.L343Q
PROUD o
pR33zH P-T333N A5211
p.P353R
1 982 1159 1578 1626 1688bp
S I . B
1 27 34 | | 328 287 526 542 562aa
OP . Ari
ristaless
p.L33P c.428_451dup24
p.P38S
Ekzon 5’in delesyonu
ISSX/WS ¢. (GCG)10+7  |c.428_451dup24 . N
PRTS c.428_451dup24
XMESID p.P353L

Sekil 2.4. ARX mutasyonlar1 ve iligkili oldugu fenotipler: Koyu yesil renkle gosterilmis olan mutasyonlar
(6rnegin p.R264fs) giidiik protein olusumuna neden olan mutasyonlar1 simgelemektedir .(fs:frame
shift=ger¢eve kaymasi, p:protein c:cDNA) (14, 33, 34).

ARX Geninde Bulunan Diger Genomik Degisimler ve Polimorfizmler

ARX geninde sik olarak gozlenen ve genellikle tekrarli dizilerin duplikasyonu ve
insersiyonu seklinde olan mutasyonlardan bagka, tespit edilen delesyonlar ve
polimorfizmler de bulunmaktadir. Bugiine kadar yapilan ¢aligsmalarda bildirilmis olan
delesyon ve polimorfizmler Cizelge 2.9°da gosterilmistir (19, 20).
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Cizelge 2.9. ARX Genindeki Diger Genomik Degisimler (17,18) .

Aile Fenotip Mutasyon

T6 MRX c.448del9

L45 MRX c.429del24

D36 Smiflandirilmamais c.522G>T > p.S174S

Brezilya’da 143 MR’li bireyde yapilan bir ¢alismada, MRX ile iliskili iki sporadik
olguda, ARX geninde ¢.1347C>T (p.G449G) degisimi gozlenmis, degisimin amino asit
degisikligine neden olmadig1 goriilmiistiir. 78 kisilik kontrol grubunda ayni degisime 2
kiside daha rastlanilmasi bu degisimin bir polimorfizm oldugunu gostermetedir. Ayni
degisim, bir baska calismada bir XLAG hastasinda gosterilse de kontrol grubunda %4
oraninda goriilmiistiir (17). Brezilya’da yapilan ¢alismada ayrica de novo bir bagka degisim
daha (c.1074-3T>C) bulunmus, bulgu yine polimorfizm olarak degerlendirilmistir.

2009 yilinda, (c.81C>G/p.Y27X) ve c.423_455dup(33 bp) seklinde de novo olarak 2
mutasyon daha bulunmustur (15). Bunlardan birincisinde, mutasyon bulunan 2 erkek
kuzende daha 6nce sozii edilen Ohtahara sendromu s6z konusuyken, ikincisinde PRTS ve
kesik kesik hizli solunum (hiperventilasyon) yeni bir fenotip olarak kendisini gostermistir

(41, 42).

2.5. Mutasyonlarin Molekiiler Patolojisi

ARX daha Once bahsedildigi gibi 6n beyin, pankreas ve testis gelisiminde rol
almaktadir (43). Yapilan ¢alismalarda merkezi sinir sistemine bakildiginda yetiskinlerde,
ARX’in daha cok GABA(Gama Amino Biitirik Asit) iireten (GABAerjik) néronlarin ve
glial hiicrelerin bulundugu amigdala, koku sogani, gibi 6zellesmis yapilarda eksprese
edildigi ve CaMKII (Kalsiyum-Kalmodulin Bagimli Kinaz II) {ireten aktive edici
(eksitatorik) néronal ve glial hiicrelerde ise iiretilmedigi goriilmektedir (43).

Sekil 2.5. Embriyonal dénemin 13.5’inci giiniindeki farede ARX’in Ekspresyonu (MGE: Marjinal
Gangliyonik Eminens, L:Lateral, CX: Korteks, ST: Stratium).Kirmizi renk post.mitotik néron
belirteci olan B-tubulini, yesil renk ise ARX pozitif néronlarin belirtegleridir. (32)
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Normal durumda ventral telensefalonun bir pargasi olan MGE’den baslayan ve GABA
tireten ara noronlarin farklilasmasi, tegetsel (tangential) ve 1sinsal (radial) migrasyonu DIx1
ve DIx2 (Distal-less) genleri tarafindan yonetilir. Bu genler daha sonra DIX5, DIx6 ve Arx
genlerini aktive ederler (44, 45). Arx (-) farelerde GABAerjik ara noronlarin MGE’den
LGE aracilig1 ile SVZ ( Sub Ventrikiiler Zone=Ventrikiil Alt1 Bolge)’ye gociiniin normal
devam ederken, MGE’den IZ(Inter Zone=Ara Bolge)’'ye gociiniin engellendigi
gbzlenmistir (46-48).

ARX geni ve ortaya ¢ikardigi protein iirtiniine bakildiginda, alanin amino asit sayisi
artisina neden olan insersiyon ve duplikasyon tipindeki mutasyonlarin, ¢ekirdek iginde
ARX proteininin kiimelesmesine ve dolayisiyla hiicre 6liimiine neden olduguna dair
kanitlar bulunmaktadir. Bu kanitlarin ISSX’i ve mental retardasyonu aciklar nitelikte
oldugu kabul edilmistir (46). ARX proteini hiicre i¢inde, stoplazmadan ¢ekirdege importin
13 (IPO13) proteini ile tasinmaktadir. ARX proteininde artan alanin sayisina bagli olarak
ARX proteinin  konumunun yer degistirdigi, normal konumu ¢ekirdek olan ARX
proteininin Ala7 mutasyonu durumunda, stoplazmada konumlandigi bildirilmistir (49).
Yanlis konumlanmanin disinda, proteinde yanlis katlanmaya bagli olarak cekirdekte de
kiimelesmeler goriilmektedir. Cekirdekte fonksiyonel bir protein olan ARX’in, stoplazmik
konumlanmasi fonksiyon kaybi (loss of function) ile sonu¢lanmaktadir. Ayrica stoplazmik
kiimelesme sonucu proteinin proteazlarca degredasyonu, hiicre igin toksik bir etki
yapmakta ve hiicre 6limii ger¢eklesmektedir (49). Aynt mekanizmanin Ala8 mutasyonu
durumunda gegerli olmadigi rapor edilmistir. Buna goére stoplazmik kiimelesme ve
proteazlarca degredasyon Ala8 mutasyonlar: icin patolojiyi agiklamaya yonelik degildir
(49). Burada dikkat ¢ekici bir durum da her iki mutasyon durumunda ARX’in IPO13 ile
etkilesime girme yeteneginin kaybolmamasidir. IPO13-ARX etkilesimi tahmin edilecegi
gibi ARX’in NLS dizileri araciligiyla gergeklesmektedir (32-34). Yapilan galismalarda
NLS2’deki nokta mutasyonlarinin (R332P, R332H, R332C ve T333N) XLAG ve Proud
sendromlartyla iligkileri bildirilmistir (49). IPO13’lin bagka bir substratt olan PAX6 ile
olan etkilesimine bakildiginda hedef NLS nin NLS3 oldugu bildirilmektedir (50). PAX6-
IPO13  etkilesimini  saglayan NLS, homeodomeynin C termimaline yakin
konumlanmaktadir (49). 2010 yilina kadar ARX’de NLS3 mutasyonu tanimlanmamasina
ragmen NLS2’deki mutasyonlarin in vivo’da NLS3-IPO13 etkilesiminde ARX’in
cekirdekte tam ve dogru konumlanmasini engelledigi diisiiniilmektedir (51). Goriilen
P353L mutasyonu, XMESID olgularinda bildirilmistir. DNA baglanmasini direkt olarak
etkilemese de dogru hidrofobik ¢evre olusumunu engelledigi tahmin edilmektedir (52).

2010 yilinda NLS3’de 2 adet de novo mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlarin da
NLS3-IPO13 etkilesimini engellemedigi fakat IPO13’tin ARX proteini nukleusa
birakamadigini gostermistir. Buna neden olan olay IPO13’{in ¢ekirdek porunun, ¢ekirdek
kismma yakin konumlanan RAs-related Nuclear Protein (RAN-GTP)’ye baglanamamasi
olarak gosterilmistir. RAN-GTP’ye baglanamayan [PO13’iin, yiikiinii (ARX proteinini)
cekirdege birakamadigi one siiriilmektedir (39). Ayni ¢alismada ARX proteinin, hiicre
iskelet proteinlerinden olan, Tubulin Alfa 1A (TUBA1A) ile etkilesimi ilk defa olarak
koimmiinpresipitasyon deneyleriyle gosterilmistir. TUBA1A mutasyonlarinin ¢esitli
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lizensefali fenotipleriyle iliskileri literatiirde yer almaktadir (53-55). R332P, T333N,
R379S ve R379S mutant proteinlerinin de TUBAIA ile etkilesimlerinin devam ettigi
gozlenmistir. Fakat ilging bir sekilde mutant ARX proteini iireten mitotik hiicrelerde DNA
kondensasyonun uzun siirdiigii ve hiicrelerin kiimelesme gosterdigi gozlenmistir. Hiicre
boliinmesinin gecikmesini takiben néronal migrasyonun bozulmasi1 ARX iliskili lizensefali
fenotiplerini agiklar niteliktedir (39).
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MATERYAL ve METOD

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali
Pediatrik Klinik Genetik ve Pediatrik Noroloji Bilim Dallar1 polikliniklerine basvuran,
Hagerman’nin Frajil X Sendromu Checklist’1 kullanilarak Frajil X/MR olarak gonderilen,
yaslar1 1 ile 18 arasinda degisen 100 retrospektif ve 25 prospektif olmak tizere toplam 125
erkek hasta aragtirma projesine dahil edildi. Projeye katilan hasta c¢ocuklarin
ebeveynlerinden aydimlatilmis onam formu alindi ve proje Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onay aldi (EK-1). Probandlarin pedigrileri ¢ikarilarak aile
bireylerinin durumlar1 degerlendirildi. Pediatri klinikleri tarafindan Frajil X/MR 06n tanist
ile daha once Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’na gdnderilmis, Southern Blot
yontemiyle (52) FMR1 genindeki CGG tekrar sayisi agisindan negatif bulunmus 100
retrospektif, ek olarak FMRI1 genindeki CGG tekrar sayis1 Applied Biosystems 3130
Genetic Analyzer cihazi fragment analizi yontemiyle normal sinirlarda tespit edilen 25
prospektif hasta, projenin amaci ve kapsami ¢ercevesinde ARX geninin 2. ekzonundaki en
stk goriilen ¢.334ins(GCG)7 ve c¢.428 451dup(24) mutasyonlart direkt PZR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu)-elektroforez yontemi ile tarandi.

Elektroforetik olarak benzer yliriime paterni gosteren 125 olgudan rasgele secilen 10
olguya kendi olanaklarimiz ile DNA dizi analizi yapildi. Arastirma projemizde izlenen is
akis algoritmasi asagida 6zetlenmistir.

Hastalarin Klinik Degerlendirilmesi: Ontam (Frajil X/MR)

'

Molekiiler Genetik Calismalar

DNA izolasyonu

Southern Blot ile FMR1 (-) Tespiti Fragment Analizi ile FMR1 (-) Tespiti

v v

MR Olgusu ARX Geni Hot Spot Bolgesi PZR

\

ARX Geni Hot Spot Bolgesi DNA Dizilemesi
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3.1.Perifal Kandan DNA izolasyonu

Frajil X sendromu/MR 6n tanisi ile gonderilen 125 hastadan periferal kan 6rnekleri
K3EDTA’l tiiplere alinarak, salting-out (tuzla ¢oktiirme) yontemiyle DNA izolasyonlar1
gerceklestirildi (52).

3.1.1 Kullanilan Soliisyonlar
Eritrosit Lizis Tamponu

155 mM NH4ClI (Sigma)

10 mM KHCO3 (Sigma)

0.5 M EDTA (Sigma)

500 ml lizis tamponu hazirlamak ig¢in, 4.14 g NH4Cl (Sigma), 0.5 g KHCO3 (Sigma)
ve 2 ml EDTA (Sigma) 500 ml bidistile suda ¢oziildii. Soliisyonlar otoklavda steril
edildi.+4 oC’de saklandi.

EDTA (0.5 M, pH=7.4)

18.61 g EDTA (Sigma) 100 ml bidistile su igerisinde ¢oziildii. Soliisyonun pH’in1
ayarlamak i¢in NaOH ¢6zeltisi kullanildi. Oda sicakliginda saklanda.

Lokosit Lizis (WBL) Tamponu

0.1 M NaCl (Merck)
0.5 M EDTA (Sigma)

0.1 M NaCl soliisyonu hazirlamak i¢in, 23.4 g NaCl 100 ml bidistile suda ¢6ziildii ve
otoklav edildi.100 ml WBL tamponu hazirlamak i¢in, 0.1 M NaCl’den 2.5 ml, 0.5 M
EDTA’dan 5 ml alinarak steril bidistile su ile 100 ml’ye tamamland.

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Soliisyonu (%10’luk)

10 g SDS (Boehringer Mannheim) tartilarak, 100 ml bidistile suda ¢6ziildiikten sonra
0.22 um’lik filtreden (Costar) gegirilerek steril edildi.

Proteinaz K Soliisyonu

100 mg proteinaz K (Boehringer Mannheim) 10 ml Tris-HC1 (1 mM, pH 7.5)’de
¢oziildi

Amonyum Asetat (AmAc) Soliisyonu (9.5M)

36.613 g AmAc (Sigma) tartilarak, 15 ml steril bidistile suda ¢ozildi. Tamamen
c¢oziildiikten sonra, son hacim 50 ml’ye tamamlandi.
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3.1.2 islemler

© ®

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.

K3EDTA igeren (Venoject) tiiplere 10 ml periferal kan 6rnegi alindi.

Tiip alt-iist edilip icerisindeki kan homejenize edildikten sonra 50 ml’lik steril
santrifiij tiiptine (Cellstore) aktarildi.

Uzerine 30 ml (1:3 oraninda) lizis tamponu eklenerek vorteks (Niive) yardimiyla
homejenizasyon saglandi.

20 dakika siireyle -20 °C’de inkiibasyon yapild.

1500 rpm’de, +4°C’de 10 dakika sogutmali santrifiijde (Sigma) santrifiij edildi.
Dokelti atildi, ¢okelti once elle vurularak daha sonra vorteks yardimiyla tam
homojenize edildi.

Uzerine 20 ml seviyesine kadar tekrar lizis tamponu eklendi, vorteksle homojenize
edildi.

5 dakika -20 °C’de inkiibe edildi.

1500 rppm’de, +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi.

Dokelti atildi, ¢okelti elle vurularak kaldirildi. Vorteksle homojenize edildikten
sonra tizerine 9,4 ml WBL tamponu eklendi.

Karigima 500 pl %10’Tuk SDS ve 100 pl proteinaz K eklendi.

Kapag1 kapatilan ve karigimi igeren 50 ml’lik tiip, 37 °C’de gece boyu inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonrasi her 1 ml i¢in 370 pl 9,5 M AmAc eklendi ve vorteks yardimryla
Iyice homojenize edildi.

Karisim, 5000 rpm’de 25°C’de 30 dakika santrifiij edildi.

Ust faz yeni bir steril 50 ml’lik santrifiij tiipiine alinarak, iizerine 1:2 oraninda
%96°1ik soguk etanol eklendi. Tiip alt st edilerek DNA’nin ¢oktiiriilerek, goriiniir
hale gelmesi saglandi.

Coken DNA, pipet ucu ile alindi, i¢inde 500 pl, %70’lik etanol bulunan ependorf
tiipiine birakilarak yikandi.

13.000 rpm’de, 25 °C’de 10 dakika santrifiij edildi.

Dokelti bosaltilip, epondorf tiipiiniin kapagi agik birakilarak, 37 °C’de etiive
konularak alkol uguruldu. ]

DNA 150 pl steril bidistile suda ¢oziilerek, calisilincaya kadar +4 °C’de saklandi.

3.1.3 FMR 1 Geni 5’-UTR’deki (CGG) Tekrarlarinin PZR ile Cogaltilmasi

Arastirmaya dahil edilen 125 hastadan 100’1, hedef bolge spesifik primerlerle Expand

Long PCR kullanilarak (30), geriye kalan 25 hastanin DNA’lar ise hedef bolge, cinsiyet
spesifik ve referans kontrol bolgelerini ¢ogaltan multipleks PZR ile ¢ogaltildi. Kapiller
elektroforez temelli fragment analizi i¢in yapilan multipleks PZR reaksiyon igerigi ve
miktarlart Cizelge 3.1 de verilmistir. Ticari olarak verilen kosullar, laboratuarimiza
uyarlanarak optimize edilmistir.
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Cizelge 3.1. FMR 1 Geni CGG tekrarlarinin Cogaltilmasi i¢in Kullanilan Multipleks PZR Malzemeleri ve
Miktarlar1

Malzeme Adi Miktari (ul)
Yiiksek GC PZR Tamponu 13

Cinsiyet Primerleri 0,6

TR PZR Enzim Karigimi 1,2

Frajil X Primerleri 0,8

dH20 1,4

gDNA (10 ng / ul) 3

Toplam 20

FMR 1 geninin c¢ogaltilmast icin kullanilan multipleks PZR kosullar1 asagida
verilmistir. Multipleks PZR reaksiyonu iriiniiniin kapiller elektroforezle uyumlu olmasi
bakimindan ABI 9700 Thermal Cycler cihazinda (Applied Biosystems, USA)
gerceklestirildi.

3.1.3.1.PZR Kosullari:

Denatiirasyon: 98,5 °C - 10 sn.

Primer baglanmasi: 58 °C - 60 sn. 15 Déngii
Uzama: 75 °C - 6 dk.

Denatiirasyon: 98,5 °C - 10 sn.

Primer baglanmast: 56 °C - 60 sn. 15 Déngii
Uzama: 75 °C - 6dk.

Saklama: +4 °C

3.1.3.2. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Her olgunun PZR iriinii 30 dakika boyunca 110 voltta, %?2’lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii. Yiirtitme islemi 10 X 15 cm’lik elektroforez setinde (BioRad)
gerceklestirildi.
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3.1.4. Elektroforezde Kullanilan Soliisyonlar
10 X Tris-Borat-EDTA(TBE) Tamponu:

0.089 M Trizma (Sigma)
0.089 M Borik Asit (Sigma)
0.002 M EDTA (Sigma)

10 X TBE tamponu hazirlamak igin, 54 g Tris-baz, 27.5 g borik asit ve 20 ml 0.5 M
EDTA (pH 7.4), son hacim 500 ml olacak sekilde bidistile suda ¢oziildii.

1 X TBE Tamponu:

10 X TBE ve bidistile sudan 1:9 oraninda olacak sekilde diliisyon gergeklestirilerek
hazirlandi.

Etidiyum-Bromid (EtBr) Soliisyonu ( 10mg / ml)
10 mg EtBr (Sigma) 1 ml bidistile suda ¢dziilerek, karanlikta ve 4 °C’de saklandi.
PZR Uriinlerinin Agaroz Jelde Kontrolii

PZR iiriinlerinden 5’er pl almip, I’er pl 6 X yiikleme tamponu (Fermantas) ile
karistirtlarak, trtinler sirasiyla jelin kuyucuklara yiiklendi. PZR fiirtinlerinin niceligini
belirlemek icin 50 bp’lik Marker (Fermentas) kullanildi. Ornekler yukarida belirtilen e-
lektroforez kosullarinda yiirtitiildi.

Goriintiileme

Elektroforez sonrasi PZR friinlerinin ortaya ¢ikardigi fragment paternlerinin
goriintiileme islemi bilgisayar destekli yazilim programi (Syngene Transilluminator)
araciligi ile gergeklestirildi.

Agaroz jel elektroforezi sonrasinda istenmeyen PZR firiinlerinin varligi tespit
edildiginde, irlinler fragment analizi icin kapiller elektroforeze yiiklenmeden asagidaki
islemlerden gergirilerek temizlendi.

PZR Uriinlerinin Temizlenmesi (Clean-up)

Her bir PZR f{irliniiniin temizlenmesi i¢in 0.2 ml’lik ependorf tiip kullanildi. PZR
tirtiniinden 2 pl alindi ve tizerine kit igerigindeki PZR {irlinii temizleme enzim karigimindan
(Clean-up Enzyme Mix.) 3 ul eklendi. Karisim 75 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakilds.
Inkiibasyondan sonra {izerine 7 pl formamid (Merck) ve 3 ul ROX™ 1000 Size Standart
(Abbott) eklenip, 93 °C’de 3 dakika bekletildi. Bu basamaktan sonra, tiim karisimin
kapiller elektroforezle yiiriitiilmesi igin DNA dizileme ve genotipleme cihazina (Applied
Biosystems 3130 Genetic Analyzer/Genotyper) yiiklendi. Yiiriitme sonucunda her bir
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Oornegin ham verisi ve gercek verilerinin renkli dokiimleri alinip, agaroz jel goriintiileriyle
karsilastirilarak hastalarin genotipleri belirlendi.

3.1.5. FMR1 Geni 5’ UTR Bolgesi CGG Tekrar Sayisin1 Hesaplanmasi

Her bir hastanin tagidigit CGG tekrar1 ve buna bagl olarak genotipinin belirlenmesi
i¢in, fragment analizi sonrasinda elde edilen tekrar sayisindan, normal referans fragment
biiyiikliigii olan 194 bp’den ¢ikarildi. Elde edilen say1 niikleotid sayisin1 vermektedir. Bu
say1 her bir triniikleotid birimden dolay1 3’e béliinerek, o hasta i¢cin CGG triniikleotid
tekrar sayist hesaplandi. Kisaca formiile edildiginde:

(CGG)n tekrar sayist = ((PZR tirlin Biiyiikligii (bp) — 194))/3
3.1.6. ARX Geni Ekzon 2 Hot Spot Bolgenin PZR ile Cogaltilmasi

Projenin amaci dogrultusunda ARX geninde sik goriilen mutasyonlarin yer aldigi
geninin 2. ekzonundaki 584 bp’lik bolgenin PZR ile ¢cogaltilmas: gergeklestirildi. Bu hedef
bolgenin ¢ogaltilmasi i¢i gerekli olan ileri (forward, F) ve geri (Reverse, R) primer ¢ifti
kullanildi (26). Bu primer ¢iftinin niikleotid igerigi asagida verilmektedir:
Ileri Primer (F): 5°- ACGCCTGGGCCTAGGCACTG - 3’
Geri Primer (R): 5’- CTCGGTGCCGGTGCCACCAC -3’

Ekzon 2’de hedef bolgenin c¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PZR i¢in kullanilan
malzemeler ve miktarlar1 Cizelge 3.2°de verilmektedir.

Cizelge 3.2. ARX Geni Ekzon 2’nin Hot Spot Bdlgesinin Cagaltilmast i¢in PZR Igerigi

Malzeme Adi Miktar (ul)
10X Buffer with MgCI2 2,5

DMSO (DiMetilSiilfoksit) 2.0

Ileri Primer (10 pM) 0,5

Geri Primer (10 pM) 0,5

gDNA (100 ng / ul ) 0,1-5

dNTP (DeoksiNukleotidTrifosfat, 10 mM) 0,5

Tag. Polimeraz (HotStar , Su / ul) 0,3

dH20 (Distile Su) 15,7

Toplam 22,6-27,6

Her bir hasta Ornegi icin reaksiyon 0,2 ml’lik ependorflarda kuruldu. Reaksiyon
kurulduktan sonra tiiplere ABI 9700 Thermal Cycler cihazinda (Applied Biosystems,
USA)asagida belirtilen PZR kosullar1 uygulandi.
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3.1.6.1.PZR Kosullari:

On Denatiirasyon: 98 °C - 6 dk.

Denatiirasyon: 95 °C - 30 sn. M

Primer Baglanmas1: 64 °C - 45 sn. ~ 14 Déngii (0,5 °C |/Dongii)
Uzama: 72 °C - 45 sn. J

Denatiirasyon: 95 °C — 30 sn. 7

Primer Baglanmast: 57 °C — 45 n. ~ 28 Dongii

Uzama: 72 °C - 45 sn. J

Son uzama: 72 °C - 10 dk.

Saklama: 4 °C - «

3.1.6.2.PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

PZR sonrasinda, her olgunun PZR {iriinleri, poliakrilamid kadar ayrim giiciine sahip,
klasik agarozlardan farkli olan %2’lik agaroz jel (MetaPhor® Agarose) kullanilarak, 110
voltta, 55 dakika yiiriitiildii. Yiriitilme islemi 10 X 15 cm’lik elektroforez setinde
(BioRad) gerceklestirildi.

%2’lik MetaPhor® Agarose Jel Cozeltisinin Hazirlanmasi

Kontrole karsi, hedef DNA fragmentlerindeki birka¢ niikleotidlik artis (duplikasyon
veya insersiyon) ve azalis (delesyon)lar1 gosterebilmek icin yiiksek ayrim giicline sahip
%2’lik MetaPhor® Agarose jel ¢ozeltisini hazirlamak igin; 2 g MetaPhor Agaroz 100 ml 1
X TBE tamponunda ¢0zelti homojen oluncaya kadar kaynatildi. Kaynamadan
kaynaklanacak konsantrasyon ve ¢oziiniirliik degisimini engellemek i¢in, buharlasan sivi
miktar1 kadar bidistile su ilave edildi. 50 °C’ye kadar sogutulan ¢ozeltiye, stok EtBr (10
mg/ml) ¢ozeltisinden 6 pl eklenerek karistirildi. Elektroforez kiivetine uygun taraklar
yerlestirilerek, jel ¢ozeltisi kiivete bosaltildi. Oda 1sisinda 90 dakika inkiibe edilerek jelin
on polimerlesmesi saglandi. PZR iiriinleri jele yiiklenmeden 6nce uygun polimerizasyonun
saglanmas igin, jel +4 °C’de 20 dakika daha inkiibe edildi.

PZR Uriinlerinin MetaPhor Agaroz Jele Yiiklenmesi
Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olan PZR fiirlinlerinden 5’er pl alinip, 1’er pl 6 X

yiikleme tamponu (Fermantas) ile karistirilarak, jelin ilgili kuyucuklarina yiiklendi. PZR
tiriinlerinin fragment biiytikliikklerini belirlemek icin 50 bp’lik Marker (Fermentas)
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kullanildi. Elektroforez sonrasi jel goriintileme ve degerlendirme islemleri bilgisayar
destekli UV-Transilluminator (Syngene) araciligi ile gergeklestirildi. Her bir olgu icin
hedef bolge DNA framentleri degerlendirildi. Normal kontrole gore elektroforetik
yirlimede farklilik gbzlenen olgularin {iriinleri saflastirilarak DNA dizi analizine alind1 ve
olas1 degisiklikler teyit edildi.

PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Agaroz jel elektroforezi sonrasinda, yiirlimesinde farklilik goriilen PZR iiriinleri (584
bp), reaksiyon sirasinda kullanilmamis olan dNTP’ler, primerler ve kisa fragmentler gibi
artifaktlardan temizlemek i¢in, kit (PureLink ™ PCR Purification Kit, Invitrogen)
kullanilarak saflagtirma (piirifikasyon) islemi gerceklestirildi.

Islemler

1. 20 pl PZR firini, distile su ile 50 pl’ye tamamlanip, iizerine 200 pl baglama

tamponu HC(High Cut off) ilave edildi.

Karigim pipetaj yapildiktan sonra kolona aktarildu.

10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Sonra kolona 650 pl yikama tamponu eklendi.

10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona

birakildu.

10.000 g’de 2 dakika son santrifiij yapildu.

Kolon yeni bir ependorfa alind1 ve tizerine 50 pl eliisyon tamponu konuldu.

Maksimum 15.000 g kuvvetinde 2 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen piirifiye 6rnekten 5 pl alinarak 1 pl 6X yiikleme tamponu ile karistirildi.

0. Karisim %2’lik MetaPhor Agaroz jeline yiiklendi ve UV-Transilluminator araciligt
ile goriintiilemesi yapildi.
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Saflagtirma sonrasi goriintiilemede, 584 bp uzunlugundan daha fazla goriilen siipheli
ornekler, DNA dizi analizi yontemi kullanilarak teyit edildi.

DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizine alinan saflastirilmis ornekler i¢in kurulan reaksiyonlarin icerigi
Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. DNA Dizileme Reaksiyonu (labeling) igin Kullanilan Malzemeler ve Miktarlari

Malzeme Adi Miktar1
Ileri veya Geri Primer (1pmol / ul) 3ul

Big Dye™ v3.1 3ul
Piirifiye PZR iiriinii 6-10 pl
dH20 2 ul
Toplam 14-18 pl
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DNA dizileme reaksiyonu i¢in PZR reaksiyonu kosullar1 asagida verilmektedir.

DNA Dizileme Reaksiyonu i¢cin PZR Kosullari
On denatiirasyon: 95 °C — 5 dk.
Denatiirasyon: 95 °C - 30 sn.
Primer Baglanmasi: 55 °C - 10 sn. 40 Dongii
Uzama: 60 °C — 4 dk.
Son uzama: 72 °C - 7 dk.
Saklama: 4 °C - oo

Dizi analizi i¢in kurulan PZR firiinleri de artifaktlardan temizlenmeleri igin yine
saflastirma isleminden gegirildi. Bu saflastirma i¢in asagidaki islemler gergeklestirildi.
Islemler

Hazr filtreli-kolonlu tiiplere (NucleoSEQ) 600 pl distile su ilave edilip vortekslendi ve
30 dakika 4 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras: filtreli-kolonlu tiipler 5000
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Alt stv1 kisim atilip, 20 ul 6rnek pipet yardimiyla kolonun
ortasina aktarildi. Kolon 5000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Saflagtirilmis fragmenti
igeren alt sivi kisim, dizi analizinin gergeklesecegi cihazin ( Applied Biosystems 3130
Genetic Analyzer) plate kuyucuklarina yiiklendi. Yiiriitiilme sonras1 ham ve gergek

verilerin renkli baskilar1 alindi. Elde edilen DNA dizileri ARX geninin referans dizileri ile
karsilastirilarak, sonuglar degerlendirildi.
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BULGULAR

4.1.MR Olgularinin Klinik Degerlendirmesi

Calismaya alman 125 olgunun tamami Frajil X/MR oOntanist almis erkek hasta
cocuklardi. Olgularin yaglar1 1-18 arasinda degismektedir. Hem PCR-S.Blot (Sekil 4.1)
hem de PCR-kapiller elektroforez temelli fragment analizi (Sekil 4.2) ile FMR1 geni 5’-
UTR bolgesindeki CGG tekrarlart normal bulunmus olgularin, yapilan pedigri analizlerinin
sonucunda, 1 olguda otistik davranig, 10 olguda epilepsi, 5 olgunun ailesinde paternal ve
veya maternal MR oldugu goriildi. Olgularin yas ortalamasi 7,4 ve akraba evliligi yiizdesi
% 8,8 olarak hesaplandi.

4.2. MR Olgularinin Genetik Degerlendirmesi

FMR1’den sonra MR’den sorumlu tutulan ARX geninde sik goriilen mutasyonlari
barindiran hot spot bolgesi ekzon 2 i¢in yapilan calisma sonucunda, elektroforetik olarak,
125 olgunun hig birinde, kontrole karsilik ¢ok belirgin olan artig yoniinde farkli bir yiirime
paterni gozlenmedi. (Sekil 4.4). 125 olgu arasindan rasgele segilen toplam 10 olgu DNA
dizi analize alinarak, hedef bolge incelendi. Herhangi bir artis ve azalis gdzlenmedi (Sekil
4.4). Ayrica normal fragment biyiikliigiine sahip 10 olguda yapilan DNA dizi analizinde
de bolgeye 6zgii herhangi bir nokta mutasyonu veya polimorfizm de saptanmadi (Sekil 4.5
ve 4.6).

Retrospektif 100 olgunun Southern Blot yontemi (21) sonrasinda FMR1 geni CGG
tekrar sayilar1 normal bulunmustur (Sekil 4.1 ).

Sekil 4.1. Retrospektif 4 olgunun otoradyografi sonrasi CGG tekrar sayilarini gosteren Southern Blot
goriintiisii. M; Marker, N; Normal kontrol, P; Premutasyon Kontrol, F; Full mutasyon kontrol, 7-
10; Normal CGG tekrarli olgular.
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Prospektif olarak c¢alisilan 25 olgunun FMR1 geni PZR goriintiileri Sekil 4.2°de
verilmigtir.

bl LR L L L 1 R R

-
-.“
- .
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Sekil 4.2. Prospektif 25 olgunun PZR firiinlerine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii. M:Marker X ve Y
cinsiyet belirtegleri, F:Full mutasyon kontrol.

Calisilan 25 olgu, pozitif kontrol olarak konulan bir olgunun (Sekil 4.2, 26 numarali
kuyu) jel goriintiileri ve fragment analiz grafiklerine bakilarak olgularimizin FMR 1 geni
acisindan normal oldugu saptandi. Bu durumu teyit icin, 25 olguya gerceklestirdigimiz
fragment analizi gorlintlisiine 6rnek olarak segtigimiz 22 nolu olguya ait bilgiler Sekil
4.3°de verilmektedir.
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284bp=30 tekrar

/

50bp. size standart

Sekil 4.3. Caligilan 22 Numarali Olgunun Fragment Analizi Goriintiisii. Cinsiyet (gender) primerleri (170
bp’lik Y ve 200 bp’lik X kromozomu ig¢in), size standartlart (300-1000 bp) ve tekrar sayisi
gosterilmistir.

Toplamda 125 olgunun 2 farkli yontem ile (Southern Blot ve fragment analizi) FMR 1
geni CGQG tekrar1 acgisindan normal sinirlar igerisinde oldugu gosterildikten sonra, ARX
geni ekzon 2’de hot spot bolgesi ¢ogaltilip, iriinlerin yiiksek ¢oziintirlikklic MetaPhor
Agaroz jel gortintiileri elde edildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Caligilan Olgularin ARX Geni Ekzon 2’deki Hedef Bolgenin Piirifiye PZR Uriinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezi Goriintiisii. Amplikonumuzun baz ¢ifti uzunlugu 584°tiir.

Caligilan hedef bolgenin gergekten ilgilenilen bolge oldugunu kontrol etmek amaciyla
22 numaral1 olguya yapilan DNA dizi analizi sonuglar1 Sekil 4.5 ve 4.6’da verilmistir.

160 170 120 190 200
€6 6 C6 6C 6 6C66C66CG6G6CG6 G6CG 6CGE 6CAGECE 6CCECCACGEGECCACSE
|
g

150
CAG 6 6 I GCG6 6CAGCE GCGE

' Y

€.334(GCG)10

I

Sekil 4.5. 22 Numarali Olgunun DNA Dizileme Analizi Goriintiisii: PM1’deki normal tekrar sayis1 10 GCG
tekrardan olusmaktadir. Agaroz jel elektroforezi normal (584 bp) goriinen hastanin, DNA dizi
analizi de normal goriinmektedir. Her iki GCG {iglii niikleotidinin arasindaki GCG {iglii niikleotid

sayist 10’dur.
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280 290 300 310 320 330
E?.GGGGCCGEEG!GGEAG!!BEGIGCEGCGBECGCCGCGGCCTGGG;‘.CACGCI!LLG.‘.!!.‘.B

I

c.428

Sekil 4.6 22 Numarali Olgunun DNA Dizileme Analizi Goriintiisii: Agaroz jel elektroforezini dogrular
sekilde, PM2’deki ¢.428 pozisyonundan c.451’e kadar olan 24b¢’lik duplikasyon mutasyonu
bulunmamustir.
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TARTISMA ve SONUCLAR

Mental retardasyon gocuklarda agir zihinsel engelliligin en sik goriilen sebebidir.
Disilere kiyasla erkeklerde daha ¢ok goriilmektedir. Bu da erkeklerin genomik olarak bir
tek X kromozomuna sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir. Bunun sonucu olarak X
kromozomu iizerinde yer alan FMR1 geninden sonra, X kromozumuna bagli MR’den
sorumlu olan ve en fazla mutasyon goriilen diger bir gen ise ARX genidir. Calismamizda
birbirini dogrulayan iki farkli yontemle (PCR-S.Blot ve PCR-Fragment Analizi) Frajil
X/MR ontanili, FMR1geni 5’-UTR bélgesi CGG tekrarlari normal sinirlar i¢inde olan 125
erkek olgu, ARX geninde ekzon 2’de en sik goriilen iki mutasyon, (c.333-334ins(GCG)7 ve
c.428 451dup24) agisindan yiiksek ayirma giicline sahip Metaphor ™ Agarose jel
elektroforezi ile taranmistir. Cogaltilan 584 bp’lik boélgenin aradigimiz bolge oldugunu
gdstermek icin, rastgele secilen 22 numarali olguya DNA dizileme analizi yapilds. Istenilen
bolge oldugu dogrulanmis ve bu bolgede bu olgu i¢in duplikasyon veya insersiyon seklinde
bir mutasyonun olmadigi gosterilmistir. Yapilan analiz sonucunda 125 olgunun da normal
genotipte oldugu bulunmustur. Elektroforezden sonra yapilan goriintiilemede farkl: yiiriime
paterni gdsteren olguya rastlanmadigi icin 125 olgu arasindan rasgele secilen 10 olgu DNA
dizi analizine alindi. Analiz sonuglart normal bulundu.

Gronskov ve arkadaslar1 2004 yilinda Danimarka’da yaptiklar1 bir calismada, 682
mental retarde erkek bireyde, MRX’e uyan 11 ailede, 3 MR ailesinde ve 11 otistik olguda
€.334ins(GCG)7 ve c¢.431 454dup24 mutasyonlarina rastlamamiglardir (21). Fakat
calismada 4 erkek olgudan birinde 8, birinde 3 ve ikisinde 1 GCG (alanin) artig1 tespit
etmigler ve diger iki erkek olguda bulduklari ¢.1347 C>T degisimi ile birlikte 8 alanin
artigt hari¢ tim bulgulart polimorfizm olarak degerlendirmislerdir(20). Gronskov ve
arkadaglar1 ¢aligmalarinda FMR1 5’UTR’deki CGG tekar sayilarini da dislamiglardir.
Bizim olgu sayimizim az olmasina ve tiim olgularimizda FMR1 5’UTR’deki CGG tekar
sayilar1 dislanmasina karsin, hepsinin ARX geni ¢.334ins(GCG)7 ve c.428 451dup24
mutasyonlar1 bakimindan normal bulunmasi, her iki populasyonda goriilen MR’de ARX
geninin bu iki mutasyonunun etkili olmadigi sonucu ¢ikarilabilir. Bizim ¢aligmamizda 10
olgu DNA dizi analizine alinmis, herhangi bir GCG artis1 veya azalis1 ve polimorfik bir
degisim gozlenmemistir (Sekil 4,5 ve 4.6). Ayrica 125 olgumuzun 1 tanesinde otistik
davranis, 10 tanesinde epilepsi tanist olmasina karsin, bu iki mutasyonun bulunmamasi
olgularin klinik olarak daha iyi karakterize edilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.
Bununla beraber 5 olguda ailesel MR, 11 olguda akraba evliligi bulunmasi diger resesif
genlerin de zeka geriliginden sorumlu olabilecegini diisliindiirmektedir. Hem Gronskov ve
arkadaglarim1 hem de bizim c¢aligmamizin sonuglart ARX’in  yaygin  goriilen
mutasyonlarimin (¢.334ins(GCG)7 ve c.428 451dup24) toplumlarin genetik yapisina gore
degisebilecegini ortaya koymaktadir.
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Merkezi sinir sisteminin gelisiminde ve ndronlarin fonksiyonunda onemli bir rol
oynayan ARX geni, farkli klinik bulgularla iligkilendirilmeye ¢alisilmistir. Bu g¢ercevede
Rujirabanjerd ve arkadaslar1 2007 yilinda ¢ogunlugunu Giiney Taylandlilarin olusturdugu
yaslar1 3 ay ve 22 yas arasinda degisen, rutin karyotipleme ile kromozomlar1 normal
bulunan 251 mental retarde bireyde, multipleks PZR ile FRXA ve FRXE mutasyonlarini
dislamiglardir. Calismada ARX mutasyonlarini ¢alismak icin klinik olarak dislama
kriterleri olusturarak, 251 bireyin iginde 48 bireyde ARX’in tiim ekzonlarinin taranmasini
SSCP (single strand conformational polymorphism) yontemi ile gerceklestirmigler. Tiim
orneklerde ¢.428 451dup24 mutasyonunu taramiglar ve sadece iki  Ornekte
c.428 451dup24 mutasyonu tespit etmislerdir (56). Arastiricilar bulduklar1 mutasyonlari
DNA dizi analizi ile teyit etmisler. 203 bireyden 29 erkek hastanin ailesinde 2 ve daha
fazla hasta erkek oldugundan, ARX geninin 5 ekzonunu DNA dizi analizi ile taramiglar ve
nokta mutasyonlar acgisindan normal bulunmuslar. Bizim g¢aligmamiza dahil edilen tiim
olgular, karyotipik anormallikleri ve FRXA’lart FMR1 geni CGG artiglar1 bakimindan
dislanirken, proje biitcesinin ve arastirma zamaninin kisith olmasi nedeniyle FRXE
bakimindan incelenmemislerdir Yeni bir ¢alisma ile dislanmasi gerekmektedir. Ayrica
SSCP yontemi mutasyon taramasinda, DNA dizi analizine gore hassasiyeti ¢ok diisiik olan
bir yontemdir. Calismamizda 10 vakada yaptigimiz ekzon-2 dizi analizi sonucunda
herhangi bir mutasyona ve polimorfizme rastlanmamustir.

Poirier ve arkadaslar1 2006 yilinda X’e bagli mental retardasyonlu ailelerde ve iki
hasta erkek kardeslerde ARX gen mutasyonlarini taramiglar. XLMR ailelerin %9.5’inde ve
hasta erkek kardeslerin %2.2’inde ARX mutasyonu saptamislardir. Mutasyonlarin ¢ogu hot
spot bolge olan ekzon 2’de bulunmustur. En genel mutasyonun ise c¢.428-451dup24
mutasyonu oldugu bildirilmistir (57). Bizim ¢alismamizda yapilan aile agaci analizlerinde,
klinik olarak probandlara benzedigi diisiiniilen 15 bireyin oldugu tespit edilmis, ancak
probandlardaki yaygin mutasyonlarmn goriilmedigi diisiincesiyle kardeslerin taramasi
yapitlmamustir. Bu tip aileler klinik olarak 1y1 karakterize edildiginde, nokta mutasyonlar
acisindan ARX geninin tiim ekzonlarinin DNA dizi analizi gergeklestirilebilir.

Partington ve arkadaglari 2004 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada duplikasyon
mutasyonu olan c.428-451dup24’iin erkeklerdeki goriillme oraninin 1:12.000 oldugunu
hesaplamiglar. Bu oranin FRAXA’nin oranina gore 1:3 oraninda oldugu ortaya
cikmaktadir. Bu oran FRXA ve ARX arasinda klinik bulgularin oOrtiisebilecegini, ancak
birebir esit olmadiklarini gostermektedir. Biz de g¢alismamiza bu noktadan haraketle
FRXA/MR ontanili ve FMR1 geni 5’-UTR bolgesi CGG tekrarlar1 normal sinirlar i¢inde
olan 125 erkek hasta ARX’in en sik goriilen duplikasyon mutasyonlarmi calistik.
Partington ve arkadaslarinin hesapladiklar1 orana bakildiginda, c¢alismamizdaki olgu
saymin az olmasi nedeniyle bu mutasyonlar1 gérememis olabiliriz. Olgu sayisinin
artirilmasi ve ARX geninin tiim ekzonlarinin ¢alisilmasi, olast mutasyonlarin tiimiinii tespit
etmek bakimindan 6nemli oldugu diisiincesindeyiz.

Sonug olarak, sporadik mental retardasyonlu olgularda ARX mutasyon oraninin diisiik
olmasi, ayrica olgularimizin sayisinin az ve biiyilk cogunlugunun sporadik olmasi,
mutasyon bulamamamizin temel nedeni olabilir. Calismamizin en énemli sonucunun ise
¢ok onemli bir saglik sorunu olan mental retardasyonun ¢oziimiinde, ¢ok iyi standardize
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edilen ve Molekiiler Genetik Laboratuarimizda c¢alisilan FMR1 geni CGG tekrar
mutasyonlarinin ve ARX geni hot spot bolge mutasyonlarmin calisilmasi ile olgulara
genetik temel bakimindan ¢oziimsel yaklasimin ortaya konulmasidir. Bizim toplumumuzda
daha gergeke¢i sonuglar alinabilmesi bakimindan farkli bolgelerde ve daha fazla sayida
olgunun arastirilmasi ve genetik olarak bir mental retardasyon paneli olusturularak, klinik
ontan1 dogrultusunda olgularin ilgili mutasyonlar agisindan taranmasi gerektigi ortaya
cikmaktadir. Ayrica saglikli bir topluma katkida bulunmak ve sorunlu ailelere genetik
temelli verilerle dogru genetik danigmanlik vermek i¢in, bu iki mutasyon disinda, daha az
siklikta goriilen, genin tiim bdlgesindeki insersiyon, duplikasyon, delesyon ve nokta
mutasyonlarin arastirilmasi gerektigi diisiincesindeyiz.
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AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Hasta / Gonulluniin Protokol Numarasi:

1. Arastirmayla Ilgili Bilgiler:

a. Arastirmanin Adi:

Mental Retardasyonlu Bireylerde ARX Gen Mutasyonlarinin Arastiriimasi

b. Arastirmanin I¢erigi:

Hem sendromik hem de sendromik olmayan X'e bagli MR'lerde ise karisan ve FMR1'den
sonra daha sik goriilen genlerden biri de yeni tanimlanmig ARX (Aristaless related
homeobox) genidir . ARX geni homeobox gen ailesine aittir ve Xp22.13 bolgesinde yer
almaktadir. Yaklasik 12.5 Kb uzunlugunda 5 ekzonlu bir gen olup 562 amino asitten olusan
bir proteini kodlar. ARX proteini, DNA baglama ve C-peptid domainleri ile karakterizedir.
Bunlara ek olarak korunmus bir oktapeptid ve dort polialanin ve 3 nuklear lokalizasyon
sinyali bolgesi vardir. ARX 6n beyinde ve gelisen merkezi sinir sisteminin katmanlarinda
eksprese edilir. ARX geninde en sik goriilen mutasyonlar ikinci ekzonda bulunan polialanin
alaninin uzamasina neden olan c¢.428-451 dup(24bp), 24 baz ciftinin duplikasyonu ve ¢.333
ins(GCG)7 , baz dizisinin insersiyonu ile karakterize olan iki mutasyondur. FMR1
mutasyonu negatif MR’li bireylerde ARX gen mutasyonlarinin arastirilmasi projenin icerigini
olusturmaktadir.

C. Arastirmanin Amaci:

ARX geninde en sik goriilen bu iki mutasyonun ( c.428-451 dup(24bp), 24 baz giftinin
duplikasyonu ve ¢.333 ins(GCG)7) goriilme sikligi toplam ARX mutasyonlariin yaklasik
%50" sini olusturmaktadir. FMR1 geni negatif olan bireylerde, MR’den sorumlu olan ikinci
gendeki mutasyonlarin taranarak, MR’li ailelere genetik danisma verilmesini saglamak ve
kalitsal MR ’nin yeni tedavi protokollerine katkida bulunmaktir.

d. Arastirmanmn Niteligi (Klinik, Laboratuvar, Epidemiyolojik - Tez calismasi ise
belirtiniz ):



Yiiksek Lisans Tezi
e. Arastirmanin Ongoriilen Siiresi:
1 Yil

f. Arastirmaya Katilmasi1 Beklenen Goniillii Sayisi: 125 olgu

g. Arastirmada Izlenecek Deneysel islemler ve Tedavi:

Frajil X ve MR Ontanis1 almis, yaslar1 1 -19 arasinda olan, sitogenetik olarak karyotipi normal
ve molekiiler genetik olarak FMR1 geni CGG triplet tekrar artisi agisindan negatif bulunan
100 erkek hasta retrospektif, ¢alisma boyunca katilacak 25 erkek hasta prospektif olmak iizere
toplam 125 hastadan periferik kandan DNA izolasyonu, ilgili genin iki mutasyonuna 6zgi
bolgelerin PCR amplifikasyonlar1 ve elektroforetik iglemleri gerceklestirilecektir. Herbir
olgunun genotipi belirlenecek ve istatiksel olarak degerlendirilecektir.

2. Goniilliiniin Uygulama Sirasinda Karsilasabilecegi Riskler ve
Rahatsizliklar:

Yukarida acgiklanan aragtirma sirasinda uygulanacak olan islem ve tedavilerin bana asagida
belirtilen riskleri ve rahatsizliklar getirebileceginin bilincindeyim:

Hasta i¢in bir riski bulunmamaktadir.

3. Goniilliiler icin Arastirmadan Beklenen Tibbi Yarar:

MR’nin gelisimi ve siddetinde ise karigan ARX genindeki sik goriilen degisimlerin ortaya
konulmasi, hastaligin kesin tanisinin konulmasi, aileye prenatal tan1 olanaginin sunulmasi,
yeni tedavi protokollerinden yararlanmasina temel olusturmasi.

Bu arastirmada uygulanan tedavi ile hastalifim kontrol altina alinabilir ya da arastirma
sonucunda elde edilen bilgilerle hastaligimin tanmisinin konulmasi saglanabilir. Ayrica
aragtirmanin sonuglar1 bagka insanlarin yararia kullanilabilir.

4. Arastirmaya Secenek Olan Girisimler ya da Tedaviler Konusunda
Bilgilendirilme:

Arastirma  laboratuar  kosullarinda in  vitro deney diizeneginde yapilacaktir.

Yukaridaki arastirmada uygulanacak tetkik ve tedaviye yonelik girisimler disinda hastaligimla
ilgili baska uygun yoOntemlerin varoldugunu, ancak bu arastirmada uygulanmayacagini
ogrendim. Eger yukaridaki calismaya katilmay1 kabul etmezsem sozii edilen 6teki tedavileri
alma hakkina sahip oldugumun bilincindeyim.



5. Arastirma Konusundaki Sorularin Cevaplandirilmasi:

Arastirma sirasinda olusabilecek zarar durumunda uygulanacak tibbi tedavi ve iglemler:
Arastirma laboratuar kosullarinda in vitro deney diizeneginde yapilacagindan hastaya
herhangi bir zarar1 bulunmamaktadir.

Arastirmanin yiiriitiilmesi sirasinda olasi yan etkiler, riskler ve zararlar ile bir hasta
olarak haklarim konusunda bilgi almak icin agagida belirtilen kisiyle baglanti kurmam yeterli
olacaktir.

Adi- Soyadi: Dog Dr. Ibrahim KESER Telefon: 2496973

6. Zararlarin Karsilanmasi:

Bu c¢alismaya katildigim icin zarar gorecek olursam, gerekli olan tibbi bakimin sorumlu
aragtirmaci / hekim tarafindan yerine getirilecegi, calisma ilaci ya da uygulanan isleme bagh
olarak geligebilecek her tiir hasara (sakatlanma ve 6lim dahil) karst giivencede oldugum,
masraflarimin ... tarafindan karsilanacagi bana bildirildi.

7. Arastirma Giderleri:

Arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik ve testler ile tibbi bakim hizmetleri igin
benden ya da bagli bulundugum sosyal giivenlik kurulusundan higbir iicret istenmeyecektir.

8. Goniilliiliik, Cahsmay1 Reddetme ve Calismadan Cekilme Hakki,
Calismadan Cikarilma:

Aragtirmaya higbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak katiliyorum.
Arastirmaya katilmay1 reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

Sorumlu aragtirmaci / hekime haber vermek kaydiyla, hi¢bir gerekce gostermeksizin istedigim
anda bu ¢alismadan ¢ekilebilecegimin bilincindeyim. Bu ¢alismaya katilmay1 reddetmem ya
da sonradan ¢ekilmem halinde hi¢bir sorumluluk altina girmedigimi ve bu durumun simdi ya
da gelecekte gereksinim duydugum tibbi bakimi higbir bigimde etkilemeyecegini biliyorum.
Calismanin yiiriitiiciisi olan arastirmaci / hekim ya da destekleyen kurulus, calisma
programinin gereklerini yerine getirmedeki ithmalim nedeniyle ya da almakta oldugum tibbi
bakimin kalitesini ylikseltmek amaciyla, benim onayimi almadan beni ¢aligma kapsamindan
cikarabilir.

9. Gizlilik:
Calisma sliresince tutulan biitiin kayitlar ve dosya bilgileri
gereKtiZinde,.......cevvveeriieeiieniieieee e firmas1 ve yoneticilerine ulastirilacaktir. Bu

calismadan elde edilen bilgiler, uygulanan yontemin ya da ilacin kullaniminin onaylanmasi
icin verilere gereksinimi olan oOteki iilkelerin hiikiimetlerine ve ilgili birimlerine iletilebilir.



Calismanin sonuglari bilimsel toplantilar ya da yaymlarda sunulabilir. Ancak, bu tiir
durumlarda kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir.

10. Cahismaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve arastirmadan Once goniilliiye verilmesi gereken bilgileri gosteren
Aydinlatilmis Onam Formu adli metni kendi anadilimde okudum ya da bana okunmasini
sagladim. Bu bilgilerin igerigi ve anlami, yazili ve sozlii olarak agiklandi. Aklima gelen biitiin
sorulart sorma olanag tanindi ve sorularima doyurucu cevaplar aldim. Calismaya
katilmadigim ya da katildiktan sonra ¢ekildigim durumda, hi¢bir yasal hakkimdan vazge¢cmis
olmayacagim. Bu kosullarla, s6z konusu arastirmaya higbir baski ve zorlama olmaksizin
goniilli olarak katilmay1 kabul ediyorum.
Bu metnin imzal1 bir kopyasini aldim.

Goniilliiniin Adi- Soyadt:
Yas ve Cinsiyeti:
Imzast:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar i¢in;
Veli ya da Vasinin Adi- Soyadi:
[mzast:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Tarih
Agiklamalar1 Yapan Arastirmaci- Hekimin Adi- Soyadi:
Imzast:
Tarih:

Onam alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gérevlisinin
Adi- Soyadt:

Imzast:

Gorevi:

Tarih:
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