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OZET Amag: DCX geni, sinir sisteminin gelisimi sirasinda néronlarin mikrotii-
biillerine baglanan doublecortin proteinini kodlamaktadir. Doublecortin, go¢ eden
noronlarda mikrotiibiilleri baglar ve stabilize eder. Bu gen ailesinin iiyeleri tara-
findan diizenlenen hiicresel siiregler; néronal go¢, ndrogenez ve goz reseptor ge-
lisimini de icermektedir. PAFAHIBI geni noronal gd¢ sirasinda hiicre
niikleusunun gégiinden sorumludur. Literatiirde bu genlerde tek niikleotid poli-
morfizmlerinin etkilerini in silico analizlerle bildiren bir ¢aligma kaydedilme-
mistir. Bu arastirmanin amaci gesitli hiicresel siiregleri diizenleyen
Doublecortin-X (DCX) ve PAFAHIB1 genlerindeki tek niikleotid polimorfizm-
lerinin in silico analizlerle degerlendirilmesidir. Gere¢ ve Yontemler: Bu ¢alis-
mada DCX ve PAFAH1B1 genlerinde olusan SNP’lerin, bu genlerin kodladiklari
proteinlerin fonksiyonel etkileri, stabilite analizleri ve modellemeleri; SIFT,
PolyPhen, Provean, PhD-SNP, Mutation assesor, SNPs&GO, SNAP2, I-Mutant
3.0, MuPro, HOPE veritabanlar1 ile yapildi. GeneMANIA ile bu genlerin diger
genlerle etkilesimde oldugu gosterildi. Bu genlerdeki mikroRNA islevlerinin,
merkezi sinir sisteminde olusan hastaliklarla iligkisine bakmak i¢in Human Di-
sease MicroRNA Database 3.0 kullanildi. Bulgular: Cesitli veri tabanlari ile ya-
pilan bu ¢alismada DCX ve PAFAHIBI genlerindeki SNP’lerin protein
fonksiyonuna zararli oldugu, stabilite analizlerinde protein kararliliginin bo-
zulmasina neden oldugu sonucuna ulasildi. Proteinlerde boyut, yiik ve hidro-
fobisite farkliligi olustugu sonucuna ulasildi. Sonug¢: Boyut, yik ve
hidrofobisite degisimi proteinlerin ¢ekirdegine uyum saglayamamasina, yiik
farkiyla etkilesimde oldugu molekiilleri itecegi ve hidrofobisite farkindan do-
lay1 hidrojen baglarinin dogru pozisyonda olusamamasina dolayisiyla protein
katlanma sorunlarina yol agabilecegi sonucuna ulasildi. GeneMANIA ile bu
genlerin birgok genle etkilesimde olup, gesitli siiregleri diizenledigi ve bu gen-
lerin mikroRNA’larinda degisimin sizofreni, otizm, glioblastoma, beyin neo-
plazmalari, iskemi, epilepsi, noroblastoma gibi merkezi sinir sistemi
hastaliklartyla iliskili oldugu gosterildi.

Anahtar Kelimeler: DCX ve PAFAH1B]1 geni; kortikal malformasyonlar;
tek niikleotid polimorfizmi; in silico

ABSTRACT Objective: The DCX gene encodes the doublecortin protein that
binds to the microtubules of neurons during the development of the nervous sys-
tem. Doublecortin binds and stabilizes microtubules in migrating neurons. Cel-
lular processes regulated by members of this gene family; it also includes neuronal
migration, neurogenesis and eye receptor development. The PAFAHIBI gene is
responsible for the migration of the cell nucleus during neuronal migration. There
is no study in the literature reporting the effects of single nucleotide polymor-
phisms in these genes by in silico analysis. The aim of this research is to evalu-
ate single nucleotide polymorphisms in Doublecortin-X (DCX) and PAFAH1B1
genes, which regulate various cellular processes, by in silico analysis. Materials
and Methods: In this study, the functional effects, stability analyzes and modeling
of the SNPs formed in DCX and PAFAHIBI genes and the proteins encoded by
these genes; SIFT, PolyPhen, Provean, PhD-SNP, Mutation assessor, SNPs&GO,
SNAP2, I-Mutant 3.0, MuPro, HOPE databases. These genes were shown to in-
teract with other genes with GeneMANIA. Human Disease MicroRNA Database
3.0 was used to look at the relationship between microRNA functions in these
genes and diseases in the central nervous system. Findings: In this study con-
ducted with various databases, SNPs in DCX and PAFAH1BI genes are harmful to
protein function, in stability analyzes, it was concluded that it caused deterioration
of protein stability. It was concluded that there were differences in dimension,
charge and hydrophobicity in proteins. Conclusion: It was concluded that the
change in dimension, charge and hydrophobicity may cause the proteins to not
adapt to their nuclei, repel the molecules with which they interact with the charge
difference, and the hydrogen bonds cannot be formed in the correct position due
to the hydrophobicity difference, thus leading to protein folding problems. With
GeneMANIA, it has been shown that these genes interact with many genes and
regulate various processes, and that changes in the microRNAs of these genes are
associated with central nervous system diseases such as schizophrenia, autism,
glioblastoma, brain neoplasms, ischemia, epilepsy, and neuroblastoma.
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Doublecortin-X (DCX) geni, sinir sisteminin ge-
ligimi sirasinda hiicre iskeleti elemanlarindan olan
mikrotiibiillere baglanan doublecortin proteinini kod-
layan gen ailesinin liyesidir.! Doublecortin proteini,
embriyonik gelisim esnasinda go¢ eden ndronlarda
mikrotiibiilleri baglar ve stabilize eder.? DCX gen ai-
lesi; subkortikal bant heterotopisi, lizensefali, epi-
lepsi, gelisimsel disleksi ve retinitis pigmentoza ile
iligkilidir. Ayrica bu gen ailesinin tiyeleri tarafindan
diizenlenen hiicresel siiregler; noronal gog, ndéroge-
nez ve goz reseptor gelisimini de igermektedir.’

Noronal gog sirasinda DCX gen ailesinin yani
sira hiicre goclinden sorumlu bir diger gen ise trom-
bosit aktive edici faktor asetilhidrolaz 1B alt birim
alfa (PAFAHIBI) genidir. DCX geni, hiicre hareke-
tinden sorumlu mikrotiibiilleri stabilize ederken,
PAFAHIBI geni ndronal gog sirasinda hiicre niikleu-
sunun gociinden sorumludur. Bu 2 genin amino asit-
lerinde bir degisim ve mutasyon oldugunda,
cocuklarda kortikal gelisimsel malformasyonlar gibi
gelisimsel sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir.**

Cocuklarda kortikal gelisimsel malformasyon-
lar, bu 2 genin isleyisinde bozulmalar sonucunda
ortaya ¢tkmaktadir. Kortikal gelisimsel malformas-
yonlar, serebral korteksin diizenlenisi esnasinda
genlerin mutasyonu ile ndron gogiiniin ve organi-
zasyonunun bozulmasiyla olusabilmektedir. Sereb-
ral korteksin maturasyonu; noronal proliferasyon,
noronal migrasyon ve kortikal organizasyon siirec-
lerini izler. Korteksi meydana getiren néronlar, sub-
ventrikiiler bolge veya germinal bdlgede lateral
ventrikiil duvarlarinda olusmaktadir. Burada bulu-
nan kok hiicreler mitoz gecirip ¢cogalarak, olgunlag-
mis beyni olusturacak olan ndéron ve glia hiicreleri
tretirler.”

Prolifere olan néronlarin bir kism1 bulunduklar
alanda kalirken, biiyiik boliimii serebral korteksi olus-
turacaklar1 kalici olarak farklilagacaklar1 bolgelere
gdc¢ etmeye baslarlar.

Noron goeii, insan beyninin ¢esitli bolgelerinde
farkli gorevleri yerine getirebilmek amaciyla hiicre-
lerin yerlesmesi ve 6zellesmesi agisindan oldukca
Oonemlidir. Noronal gogiin intraseliiler diizeyde me-
kanizmalariin anlasilmasi, gelisimsel malformas-
yonlar1 anlayabilmemiz i¢in gereklidir. Mikrotiibiil
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transportu, sentrozomal konumlandirma, niikleus
gbcll ve mikrotiibiil stabilizasyonu noronal gocte
onemli yere sahiptir.” Noronal gocte gorev alan bu 2
gen, mikrotiibiilleri etkileyerek normal hiicre go¢iinii
diizenlemektedir. Burada ger¢eklesen bozukluklarda
ise hiicrelerin anormal gdc¢iine, dolayisiyla kortikal
malformasyonlara neden olmaktadirlar.®

Sinir sistemi hiicrelerinde akson, iletimin ger-
¢eklesebilmesi i¢in 6nemli olan hiicre bolgelerinden
biridir. iletim, madde tasimas1 yapan proteinlerle ak-
sonda bulunan mikrotiibiiller {izerinden gergekles-
mektedir.” Mikrotiibiil olusumunda 6nemli rolleri
oldugu diistiniilen bu 2 gen, sinir sisteminin dejene-
ratif hastaliklarinda da etkili olabilir. Dejeneratif ve
bazi psikiyatrik bozukluklarin ortaya ¢ikisi, yalnizca
yaslilik donemiyle iligkili olmamakla birlikte, fizyo-
lojik acidan degerlendirildiginde beyin iglevlerinde
hayatin tiim evrelerinin énemli oldugu goriilmekte-
dir.1°

Cocukluk doneminde ortaya ¢ikan gelisimsel
bozukluklar; Alzheimer, Alzheimer dis1 bunamalar,
sizofreni gibi ileri donemlerde ortaya ¢ikan norolo-
jik ve psikiyatrik hastaliklarla iliskili olabilmekte-
dir.'"'2 Gelisimsel sorunlar1 ortaya ¢ikaran bu
genlerin arastirilmasi, hem gelisimsel hem de haya-
tin ileri donemlerinde ortaya ¢ikan santral sinir sis-
temi hastaliklarin1 daha iyi anlayabilmek ig¢in
onemlidir.

I GEREC VE YONTEMLER
VERI ELDESI

Bu calisma, Helsinki Deklarasyonu Prensipleri’ne
uygun olarak yapilmistir. DCX ve PAFAH1B1 genle-
rindeki genlerde tek niikleotid polimorfizmler [single
nucleotide polymorphisms (SNP)], NCBI dbSNP veri
tabanindan 15 Ocak 2021 tarihinde elde edilmis olup,
yanlis anlamli olan SNP’ler (missense SNP) belir-
lendi. Fonksiyonel, stabilite analizi ve modelleme ana-
lizleri gerceklestirildi (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

IN SILICO ANALIZLER

Bu ¢aligmada SNP’lerin islevsel sonu¢ tahmini icin
SIFT (https://sift.bii.a-star.edu.sg/index.html),
SNAP2 (https://www.rostlab.org/services/snap/),
Provean (http://provean.jcvi.org/index.php), PolyPhen2
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(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), PhD=SNP
(https://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html), Muta-
tion assessor(http://mutationassessor.org/r3/), SNP&GO
(https://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/)
programlarini; Stabilizasyon analizleri igin I-
Mutant-3.0 (http://gpcr2.biocomp.unibo.it/cgi/pre-
dictors/I-Mutant3.0/I-Mutant3.0.cgi) ve MuPro
(http://mupro.proteomics.ics.uci.edu/) programlarini,
(https://
www3.cmbi.umcn.nl/hope/) in silico araglart kulla-
nildr.

Gen-Gen Etkilesimleri

modelleme i¢in ise Project Hope

Bu genlerin diger genlerle olan etkilesimlerini
arastirmak i¢in GeneMANIA (https://genemania.org/)
programi kullanildi.

MikroRNA

Human Disease MicroRNA Database 3.0, insan
mikroRNA’s1 ve hastalik iligkileri i¢in deney destekli
kanitlar1 derleyen bir veri tabanidir. DCX ve
PAFAHIB] genlerinin mikroRNA-hastalik iliskilerini
arastirmak i¢in bu veri tabani kullanildi.

I BULGULAR

GEN-GEN ETKILESIMLERI

DCX ve PAFAH1BI1 genlerinin gen-gen etkilesimleri
Sekil 1 ve Sekil 2°de gosterilmistir. DCX geni 20 gen
ile PAFAHIBI geni 20 gen ile baglantilidir. DCX ge-
ninin; ndron parg¢asi, néron go¢ii, ndron projeksiyonu,
mikrotiibiil ile iligkili kompleks, mikrotiibiil baglama
ve akson gelisimi iizerine etkisinin oldugu gosterildi.
PAFAHIBI geninin; mikrotiibiil baglama, tubulin
baglama, mikrotiibiil, dynein baglama, mikrotiibiil ile
iligkili kompleks, protein-DNA kompleksi, mitotik
mil lokalizasyonunun kurulmasi iizerine etkisinin ol-
dugu gosterildi.

DCX VE PAFAH1B1 GENLERINDEKi SNP'LERIN
PROTEIN YAPIS| UZERINDEKI ETKILERININ
TAHMINI

NCBI veri tabanindan DCX geni i¢in toplam 19.896
SNP elde edildi. Bunlar arasindan 189 yanlis anlamli
SNP’ler once SIFT ile analiz edildi. Toplam 25 za-
rarlt SNP elde edildi. Daha sonra 189 yanlis anlamli
SNP PolyPhen-2 programina sunuldu. Burada Hum-

121

RP1L1
bcobcae

NFASC

RP1 DCDC2C

DCLK1 ADGRL1

NMNAT3 bebe2

PLPPR3

DSCAM

OPRK1

PPPIRS KATEB PAFAH1B1

KLHL1
NREP

TUBB2A

FABP7
EFNB3

SEKIL 1: DCX geni ag goriintisu.
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SEKIL 2: PAFAH1B1 geni a§ gbrintiisi.

DNAI1

Div; 34 zararli, HumVar; 30 zararli sonuca ulasildu.
Provean programinda 123 SNP’nin zararl oldugu bu-
lundu. PhD-SNP programinda 97 SNP’nin hastalik
yapici etkisi oldugu sonucuna, Mutation Assessor
veri tabaninda 5 yiiksek zararli, 12 orta derecede za-
rarli SNP sonucuna ulasildi. SNAP2 programinda
100 SNP’nin etkili sonucuna ulasildi. SNPs&GO’da
60 SNP’de hastalik yapici sonug bulundu. PAFAHI1B1
geni i¢in toplam 26.072 SNP elde edildi. Bunlar ara-
sindan, 310 yanlis anlamli SNP SIFT programina su-
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TABLO 1: DCX geni SIFT, Polyphen-2, Provean, PhD-SNP, SNAP2, Mutation Assessor, SNPs&GO sonuglari.

PolyPhen-2

MuPro

Azalan

Skor SNPs&GO Olasilik |-Mutant 3.0

Skor Mutation assessor

PHD-SNP-skor ~ Snap2

Skor

Provean

Humdiv-skor

Humdiv-skor

ND  AAdegisimi SIFT-skor

Cc>T

SNP no

Azalan

0,918

Hastalik

0,339

Nétral

0,345

Nétral

Azalan

Azalan

0,561

Hastalik

Azalan

Azalan

0,663

Hastalik

4,07

Yiksek

Azalan

alik -9
alik -3

Has

-4,238
-2,592

Has!

alik -5

Has!

6,439

Muh

1-0,999

emelen zararl -0,998

eme

Muh
Muhi

Zararli-0

D62N

Rs104894779
Rs104894783

emel

Zararli-0,003

S128R

G122R
K134N
R89P

TG

emel

Muhi

C>T

Rs587783544

emel

Muh

T>A

Rs866659463
Rs61729440

C>G

Zararli-0,003

ND: Niikleotid degisimi, AA: Amino asit degisimi, Humdiv-Humvar=Polyphen2.

Not: 0-0,500 arasi zararsiz, 0,500-1,000 arasi zararl.

nuldu ve toplam 8 zararl1 SNP elde edildi. PolyPhen-2 programinda,
HumDiv; 115 zararli, HumVar; 103 zararli sonuca ulasildi. Provean
programinda 112 SNP’nin zararli oldugu sonucuna ulasildi. PhD-SNP
veri tabaninda 77 hastalik etkili sonuca, Mutation Assessor progra-
minda 15 yiiksek, 52 orta derecede zararli etkili SNP sonucu bulundu.
SNAP2, 79 zararh etkili sonu¢ verdi. SNPs&GO’da 83 SNP’nin has-
talik yapici etkisi oldugu sonucuna ulasildi (Tablo 1, Sekil 3, Tablo 2,
Tablo 3).

DCX VE PAFAH1B1 GENLERINDEKI SNP'LERIN
PROTEIN STABILIZASYONU UZERINDEKI TAHMINi

DCX ve PAFAHIBI genlerindeki SNP’lerin protein stabilizasyonu
tizerindeki etkilerini arastirmak i¢in I-Mutant 3.0 ve MuPro prog-
ramlar1 kullanildi.

Protein yapisi iizerindeki etkileri arastirdigimiz 7 programdan,
ortak zarar verici olan SNP’lerin protein kararliliginda degisime ve
azalmaya neden oldugu sonucuna ulagildi.

SNP SONUCU OLUSAN AMINO ASITLERIN MODELLENMESI

Amino asitlerin yiik, boyut ve hidrofobisite 6zellikleri bulunmakta-
dir. Bu o6zelliklerin degismesi, protein yapist ve gorevlerinde degi-
sime yol acabilmektedir. Bu etkileri arastirmak i¢in Project HOPE
veri tabani kullanildi ve bu SNP’lerin amino asitlerde boyut, yik ve
hidrofobisite degisimine yol a¢tig1 bulundu. Bu degisim, proteinlerin
cekirdegine uyum saglayamamasina, yiik farkiyla etkilesimde oldugu
molekiilleri itecegi ve hidrofobisite farkindan dolay1 hidrojen bagla-
riin dogru pozisyonda olusamamasina, dolayisiyla protein katlanma
sorunlarina yol agabilecegi sonucuna ulasildi (Sekil 3, Tablo 2, Tablo
3, Sekil 4).

MIKRORNA

MiRNA’lar tarafindan hedeflenen genlerin baskilanmasi ve bu bol-
gelerde SNP’nin meydana gelmesi gen ifadesinde degisiklige yol agip,
cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikma ihtimalini artirabilme 6zelligine sa-
hiptirler."> Human Disease MikroRNA Database v3.2 veri tabani1 kul-
lanildi. Bu genlerin miRNA’larindaki degisimin otizm, beyin
neoplazmalari, epilepsi, sizofreni ve ndroblastoma hastaliklaryla ilig-
kili oldugu sonucuna ulagildi. Hsa-miR-20b, hsa-miR-92a, hsa-miR-
92b, hsa-miR-106b miRNA’larinin agagi regiile oldugu sonucuna
ulasildi. Hsa-miR-106b miRNA 'nin otizm, beyin neoplazmalari, epi-
lepsi, sizofreni ve noroblastoma hastaliklariyla iliskili oldugu, hsa-
miR-20b’nin sizofreni patogeneziyle iliskili oldugu bulundu.

I TARTISMA

Protein islevlerinde degisiklige neden SNP ve insan hastaliklar1 ara-
sindaki iligkiyi anlamak 6nemlidir. Son yillar igerisinde modelleme
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SEKIL 3: DCX geni zararli SNP'lerin Project HOPE modelleme sonuglari.

TABLO 2: DCX geni Project Hope yabanil tip ve polimorfizm sonucu olusan amino asitlerin 6zellikleri.
Yabanil amino asit 6zellikleri Yeni olugan amino asit 6zellikleri

SNP no Amino asit degisimi Boyut Yiik Hidrofobisite Boyut Yiik Hidrofobisite
Rs104894779 D62N (-)ytik Notr yik

Rs104894783 S128R < (-)ytik > > (+)ytik <
Rs587783544 G122R < NGtr yik > > (+)ytk <
Rs866659463 K134N > (+)ytk < NGtr yik

Rs61729440 R89P > (+)ytk < < NGtr yik >

SNP: Tek nikleotid polimorfizmi.

yaklagimlar1 biyoloji ve tip alaninda, hayvan deney-
leri ve laboratuvar uygulamalarinin iyilestirilmesi ve
verimli sekilde yapilabilmesi i¢in 6nemli hale gel-
mistir. '

Bu ¢aligmada, DCX ve PAFAH1B1 genlerindeki
yanlig anlamli SNP’lerin protein fonksiyonu iizerin-
deki etkisi SIFT, PolyPhen-2, Provean, SNPs&GO,
Mutation assessor, PhD=SNP, SNAP2 in silico arag-
lariyla analiz edildi. Bir veri tabaninda bulunan so-
nucun, diger veri tabanlarinda yeniden analiz edilerek
daha kapsamli ve dogru sonug elde etmek amaciyla
fonksiyon analizi i¢in farkli programlar kullanilmig-
tir.

Protein stabilizasyonu {lizerindeki etki, [-Mutant
3.0 ve MuPro programlariyla analiz edildikten sonra
protein 3 boyutlu modellemesi ve boyut, yiik ve hid-
rofobisite degisimleriyle ilgili bilgiler i¢in Hope
programina sunuldu (Tablo 2, Tablo 3, Sekil 4, Tablo
4).

123

DCX geninde 189 yanlis anlamli SNP’den;
D62N(rs104894779), S128R (rs104894783), G122R
(rs587783544), KI134N (rs866659463), RE9P
(rs61729440) bu rs kodlu olan amino asit degisimle-
rinin protein fonksiyonu iizerinde en yiiksek zarar ve-
rici etkisi oldugu bulundu. Bu 5 SNP, I-Mutant 3.0°da
analiz edildiginde; D62N (rs104894779), G122R
(rs587783544), KI134N (rs866659463), RS8IP
(rs61729440) SNP’lerinin protein kararliligini azalt-
t1g1 sonucuna ulagildi. MuPro programi analizinde;
D62N  (rs104894779), G122R (rs587783544),
K134N (rs866659463) SNP’lerinin protein kararlili-
gin1 azalttig1 sonucuna ulasildi. Hope modellemesi
ile bu SNP’lerin boyut, ylik ve hidrofobisite degi-
simleri gosterildi. DCX geni, D62N (rs104894779),
S128R (rs104894783), GI122R (rs587783544),
KI134N (rs866659463) ve R89P (rs61729440)
SNP’lerinde yeni olusan kalintidaki boyut fark: etki-
lesim kaybina, yiik farki yabanil tip amino asidin et-
kilesimde  oldugu  molekiillerin  itilmesine,



Ahmet TAMER

Turkiye Klinikleri J Med Sci. 2022;42(2):119-29

TABLO 3: PAFAH1B1 geni SIFT, Polyphen-2, Provean, PhD-SNP, SNAP2, Mutation Assessor, SNPs&GO sonuglari.
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Not: 0-0,500 arasi zararsiz, 0,500-1,000 arasi zararl.

hidrofobisitede olusan fark ise ¢ekirdekte
olusan hidrofobik etkilesimlerin kaybol-
masina, hidrojen baglarinin olusamama-
sina ve bu nedenle proteinin
katlanmasinda sorunlara yol acabilecegi
bulundu. PAFAHIBI geni yanlis anlamli
SNP’lerden S169P (rs121434484), F31S

(rs121434490), H277P (rs121434490),

H337D (rs587784236), S355N
(rs587784239), H389Y (rs587784245),
G398D (rs587784247), D401H

(rs587784249), W55R (rs587784254),
K64N (rs587784257), L19R
(1s587784272), WS5L (rs757993270),
S169C  (rs773975872),  GI48E
(rs897228864), G350V (rs980416636),

Y24N (rs984548299), G49D
(1s1266351305), C372Y (rs1268498334),
R410C  (rs1292467643),  V279A
(rs1395194347), H149R (rs121434482),
C168Y  (1s200390886), V124D
(1s587784261), D129V (rs587784263),
W219C  (1s587784276),  G224D

(rs587784281), S251R (rs587784287),
S313F  (rs587784293),  HII7R
(1s797045860), R6G (rs200258896),
T3971  (1s1131691295),  K46R
(rs746864477), R241W (rs906198937),

L50F  (rs1030320727),  L146H
(rs1169708134), T1501 (rs1174082142),
VI34A  (1s1259396933),  A285P

(rs1275216248), K2171 (rs1305223107),
M123T (rs1334642659) bu rs kodlu olan
amino asit degisimlerinin protein fonksi-
yonu lizerinde zarar verici etkisi oldugu
bulundu. Bu SNP’ler I-Mutant 3.0 prog-
raminda analiz edildiginde; D317H,
WS55L, G148E, C168Y, S251R, T397I,
T150I SNP’lerinin protein kararliligini
artirdigy, diger 34 SNP’nin protein karar-
liligin azalttigi sonucuna ulasildi. MuP-
ro’da T397'nin(rs1131691295) protein
kararliligin1 artirdigi, diger 40 SNP’nin
protein kararliligini azaltti§i sonucuna
ulagildi. HOPE modellemesi ile bu amino
asit degisimlerinin boyut, yiik ve hidro-
fobisitede olusturduklar1 farkliliklar gos-



Ahmet TAMER

Turkiye Klinikleri J Med Sci. 2022;42(2):119-29

Rs121434484

H — QY
H

S169P o (¢

Rs121434485

p~ < \

N
__ S
P S
HaN HN D
D317H o xf '

Rs121434486

OH
H
o> H;N/g(“
e
5 s "

\

Rs121434490

O
! —
H277P

Rs587784236

Y |

QTOH
H -

o el oy

.s‘-

N

Rs587784239
&

S355N

Rs587784245

OH
2 )
{ — (&
. B
HN il HN g h ¥
o .

Rs587784247

H  —
HZNY i
HAN

5398D

kf i,,,o\.~ i;”

Rs587784249

0 3

- ff;%\

Rs587784254

):gj.?

Rs587784257

i_

—_—

2

o H389Y

W55R

Rs587784272

= L19R i

SEKIL 4: PAFAH1B1 geni zararli SNP'lerin Project HOPE modelleme sonuglari. SNP: Tek niikleotid polimorfizmi.

terildi. DCX geni i¢in zararli oldugu bulunan yanlis
anlamlt SNP, PAFAH1B1 geni igin zararli oldugu bu-
lunan yanlis anlamli SNP ile ilgili in silico ¢aligma
gosterilmemistir. Bundan dolayi bu ¢alisma, DCX ve
PAFAHIBI genlerindeki yanlis anlamli SNP’lerin et-
kilerini inceleyen ilk in silico analizdir.

X’e bagli lizensefalili hastalardan hazirlanan
DNA o6rnekleriyle DCX geni ve mutasyon arasindaki
etkilesim icin mutasyonel analiz daha onceki calis-
malarda bildirilmistir. Yapilan bu ¢alismalarda, bazi
hastalarin dizi analizinde ¢er¢ceve kaymasi mutasyon
oldugu bildirilmistir.'> PAFAHIBI ve DCX genle-
rinde ¢ift mutant fareler {izerinde yapilan baska bir
caligmada, gelisim sirasinda farelerin hipokampus,
serebellum ve kortikal alanlarda diizensizlikler ol-
dugu gosterilmistir.'® PAF asetilhidrolazin diizenle-
yici alt birimi olan LIS1 {izerine yapilan in vivo ve in
vitro ¢alismalarda, LIS1 mutant farelerin serebellar
hiicre go¢ii kusurlart oldugu gosterilmistir.

PAF reseptor eksikligi olan farelerde ise embri-
yonik beyincikte histolojik anormallikler oldugu gos-
terilmistir.!”

GO¢ mekanizmast ile ilgili yapilan in utero
elektroporasyon ve RNAi c¢alismasi, DCX ve
PAFAHIBI, RNAi’sinin 6n beyin gelisimi esnasinda
amigdala ve piriform kortekse olan go¢ii bozdugu ve
bircok noéronun amigdala bolgesinde birikmesine
neden oldugu gosterilmistir.'® Subkortikal bant hete-
rotopi hastalariin DCX ve LISI genlerinin DNA se-
kans analizinde incelenen 11 erkek g¢ocugunun

125

3’linde, yanlis anlamli mutasyon oldugu tespit edil-
mistir. "

Calismamizda DCX geni; S128R (rs104894783),
G122R (rs587783544) degisimlerinde bir yiik ve
hidrofobisite farki getirmistir. Bu yiik degisimi ve
hidrofobisite, proteinin iglevi i¢in gerekli olan kat-
lanmada sorunlara yol agabilir. Yiik degisiminin,
diger amino asitler arasinda itmeye neden olabile-
cegi belirtilir. G122R (rs587783544) degisimi, en
esnek amino asit olan glisinin degisimidir. Bu degi-
simin, omurgada konformasyonel degisime ve
omurga yapisinin bozulmasina neden olabilecegi so-
nucuna ulagildi. K134N (rs866659463) degisiminde
boyut farki olusmustur. Boyut farki, hidrojen bag-
lariin dogru pozisyonda olmamasina neden olur.
Hidrojen baglar1, molekiiliin kararl olabilmesi i¢in
cok onemlidir. Bu baglarin bozulmasi, protein ka-
rarliliginin da bozulmasina yol agar. R89P’deki
(rs61729440) degisim, ¢ift kortin 1 etki alan1 i¢in-
dedir. Degisim, bu alanin islevini bozabilmektedir.
Burada yabanil tip amino asit, ayn1 zamanda alfa
sarmalda bulunmaktadir.

Yeni kalint1 prolin alfa sarmalin ilk 3 konu-
munda bulunmadigindan, alfa sarmalin yapisinin bo-
zulacag1 ve protein iizerinde ciddi etkilerin olacagi
sonucuna ulagildi. Yapilan ¢alismada, subkortikal
bant heterotopili 11 erkek cocugu incelenmis ve
I’inde caligmamizda zararli sonug¢ elde ettigimiz
PAFAHIBI geni; S169P SNP’sinde yanlis anlamli
mutasyon oldugu gosterilmistir.?°
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TABLO 4: PAFAH1B1 geni Project Hope yabanil ve polimorfizm sonucu olugsan amino asitlerin 6zellikleri.

Yabanil amino asit 6zellikleri Yeni olusan amino asit ozellikleri
SNP no Amino asit degisimi Boyut Yiik Hidrofobisite Boyut Yiik Hidrofobisite
Rs121434485 D317H < (-)ytk - > Notr -
Rs121434490 H277P > - < < - >
Rs587784239 S355N < - > > - <
Rs587784247 (398D < Notr > > (-)ytik <
Rs587784254 W55R > Notr > < (+)ytk <
Rs587784272 L19R < Notr > > (+)yik <
Rs773975872 S169C - - < - - >
Rs980416636 G350V < - < > - >
Rs1266351305 G49D < Notr > > (-)ytik <
Rs1292467643 R410C > (+)ytk < < Notr >
Rs121434482 H149R < Notr - > (+)ytk -
Rs587784276 W219C > - - < - -
Rs587784287 S251R < Notr > > (+)yuk <
Rs797045860 H117R < Notr - > (+)yik -
Rs1131691295 T3971 < - < > - >
Rs906198937 R241W < (+)yik < > N6tr >
Rs1169708134 L146H < - > > - <
Rs1259396933 V134A > - - < N -
Rs1305223107 K217I > (+)ytik < < Notr >

>=daha blytik, <=daha kiiguk.

Calismamizda, S169P (rs121434484) degisi- bozulmasina neden olacagi ve amino asit degisimi
minde boyut ve hidrofobisite farkindan dolay1 hidro- diger molekiillerin baglanmasi i¢in énemli olan bir
jen baglarinin kaybma ve dogru katlanmanin alanda bulundugundan, bu alanin islevinin bozulabi-
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lecegi sonucuna ulagildi. Bagka bir ¢alismada ise yine
bizim de calismamizda gosterdigimiz rs121434486
kodlu F31S SNP’de hiicresel fenotipte proteinin agir
ekspresyonuyla degistirilebilecegi gosterilmistir.?!
F31S degisimi, LisH alaninda ger¢eklesmistir. Degi-
sim, bu alanin iglevini bozabilir. Olusan boyut ve hid-
rofobisite farkinin, etkilesim kaybmna ve protein
katlanma sorunlaria sebep olabilecegi gdsterilmis-
tir.

Manyetik rezonans goriintiillemesinde, pakigiri
(diiz girus) ve subkortikal bant heterotopisi gézlenen,
ndbet ve global gelisim geriligi ile klinige bagvuran 5
yasindaki erkek cocuk hastada, PAFAHIBI (LIS-1)
geni dizi analizinde, ¢alismamizda da gosterdigimiz
H389Y (rs587784245) mutasyonu tanimlanmigtir.>?

Bu ¢aligmada, H389Y degisiminde boyut ve hid-
rofobisitede fark oldugu ortaya koyulmustur. Bu fark,
hidrojen bag olusumunu etkilemekte ve protein ka-
rarliligin1 bozabilmektedir. Ayn1 zamanda buradaki
amino asit degisimi dynein-dynactin etkilesim bdol-
gesinde gergeklesmistir. Degisim bu alan1 etkileyip,
protein iglevini bozabilecegi sonucu elde edildi.

Yine yapilan baska bir ¢aligmada, anne ve ba-
bas1 akraba olan, miyastenik semptomlar goriilen 8
yasindaki bir erkek ¢ocukta, yine bu ¢alismada ana-
liz edilen W55R (rs587784254) mutasyonu gosteril-
mis, ayn1 aileden dogan ve benzer sekilde etkilenen 3
kardesin de bebeklik donemlerinde 6ldiigii bildiril-
mistir.”* Bu ¢alismada gosterilen rs587784254 kodlu
WS55R degisiminde olusan yiik degisimi, ayni yiike
sahip ligandlarin veya diger kalintilarin itilmesine
neden olabilir. Buradaki amino asit degigimi, NDEL1
ile etkilesimin oldugu bolgede yer aldigindan, amino
asit degisimi bu bolgenin islevini bozabilir. Bu ¢alis-
mada gosterdigimiz diger SNP’lerde de boyut, yiik,
hidrofobisite ve etkilesim alanlarinda degisim oldugu
sonucuna ulagildi. Boyut farkinin, protein ¢ekirde-
gine gomiilii olan yabanil tip amino asitlerde yeni ka-
lintinin daha biiyiik oldugu durumda bu bélgeye
sigmay1p hidrojen baglarinin olusamamasina ve do-
layistyla protein kararliliginda bozulmalara yol aga-
cag1, daha kii¢lik oldugu durumda etkilesim kaybina
yol agacagi sonucuna ulasildi. Yiik farkinin etkilesim
halinde olan diger molekiillerde itmeye ve etkilesim
kaybina, hidrofobisite farkinda ise proteinde kat-
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lanma sorunlarina neden olabilecegi sonucuna ula-
sild1.

Bir miRNA birgok genin diizenlenmesinden so-
rumlu oldugu diisiiniilmektedir. Cesitli arastirmalar,
miRNA’larin embriyonik gelisim, hiicre ¢gogalmasi,
hiicre farklilagmasi gibi bir¢ok siirecte dnemli dii-
zenleyiciler olarak gérev aldigi bildirilmistir.>* DCX
ve PAFAH1BI genlerinin santral sinir sistemi hasta-
liklar1 ve miRNA iligkisini aragtirmak i¢in, Human
Disease MikroRNA Database v3.2 veri tabani kulla-
nildr.

Bu genlerle iligkili hsa-miR-20b, hsa-miR-92a,
hsa-miR-106b miRNA’larmin iliskide olduklar1 gen-
leri agagi regiile ettigi sonucuna ulasildi. Ve hsa-miR-
106b’nin otizm, beyin neoplazmalari, epilepsi,
sizofreni, noroblastoma hastaliklar1 ile hsa-miR-
20b’nin yine sizofreni patogenezinde etkili oldugu
gosterildi.

DCX ve PAFAHIBI genlerinin embriyonik do-
nemde beyin gelisimi esnasinda ndron gocii ve hiicre
hareketleriyle iligkili olan mikrotiibiilleri diizenleyip
stabilize ettigi diigiiniilmektedir.> Ancak bu genlerin
SNP’leriyle ilgili veriler sinirhidir. Bu ¢alismada aras-
tirtlan genlerin yanlis anlamli SNP’leri farkli para-
metreler ve farkli yazilimlar kullanilarak, embriyonik
donem beyin gelisimiyle ilgili genlerin protein fonk-
siyon ve stabilitesi tizerindeki etkileri gosterildi.

I SONUG

Bu ¢alisma, yanlis anlamli zararli SNP’lerin DCX
ve PAFAHIBI genlerindeki fonksiyonel ve yapisal
degisiklikleri iizerine etkilerini belirlemek i¢in ya-
pilan ilk in silico analizidir. Bu sonuglar, gelisimsel
beyin malformasyonlarinin ve embriyonik gelisim
esnasinda olusan bozukluklarin ileri yas donemle-
rinde ortaya ¢ikan ndrodejeneratif ve diger beyin
hastaliklariin daha iyi anlagilmasina yardimci olmak
ve deneysel caligsmalar i¢cin SNP se¢iminde 6nem ta-
simaktadir. Bu genlerdeki SNP’lerin belirlenmesi; li-
zensefali, subkortikal bant heterotopisi, epilepsi,
otizm, sizofreni, noroblastoma, beyin neoplazmalari
ve gelisimsel beyin hastaliklar1 gibi pek cok santral
sinir sistemi hastaliklarinin preklinik ¢aligmalarinda
cesitli hayvan modellemelerine de katkida bulunup,
yeni terapdtik stratejilerin gelistirilmesini saglaya-
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caktir. Tedavilerde yeni terapotik hedeflerle farma-
kogenomik arastirmalarina yardimci olabilir. Geli-
simsel beyin malformasyonlarinin ve embriyonik
gelisim esnasinda olusan malformasyonlarin ve bu
malformasyonlarin sebep olabilecegi ileri yas do-
nemlerinde ortaya ¢ikan beyin hastaliklarinin daha
iyi anlagilmasina yardimci olabilir. Bu sebeple bu ¢a-
lismadaki SNP’lerin belirlenmesi 6nemlidir ve ¢alig-
madaki sonuglar, preklinik ve klinik ¢alismalarin
Ontinii acarak destekleyecektir.

Birg¢ok in silico analiz araciyla farkli parametre-
lerle yapilan bu ¢aligmadan anlasilmaktadir ki DCX
ve PAFAHIBI genlerindeki amino asit degisimleri-
nin, fonksiyonel etkilerini aragtirmak i¢in kullanilan
7 veri tabanindan ortak zarar verici olanlar degerlen-
dirildi. Tleri stabilite analizleri ve Project hope mo-
dellemesi i¢in sadece ortak zarar verici olanlar (DCX
geni icin 5 SNP, PAFAHIBI geni i¢in 41 SNP) ana-
liz edildi. Bu ¢alismada, DCX ve PAFAHIB1 genle-
rindeki fonksiyonel SNP’lerin etkisi, kapsamli olarak
cesitli in silico araglariyla arastirllmistir. DCX ve
PAFAHIB]I genlerinin kodladiklari proteinlerdeki ya-
pisal ve islevsel degisikliklerinden, DCX geninde
ortak zarar verici olan 5 SNP’nin (D62N, S128R,
G122R, K134N, R89P), PAFAHIBI geninde ortak
zarar verici olan 41 SNP’nin (S169P, D317H, F318S,
H277P, H337D, S355N, H389Y, G398D, D401H,
W55R, K64N, LI19R, WS55L, S169C, GI148E,
G350V, Y24N, G49D, C372Y, R410C, V279A,

H149R, C168Y, V124D, D129V, W219C, G224D,
S251R, S313F, H117R, R6G, T3971, K46R, R241W,
L50F, L146H, T1501, V134A, A285P, K217I,
M123T) yiiksek zarar verici etkiye sahip oldugu tes-
pit edildi.
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