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GIRIS

Frajil X sendromu sitogenetik olarak X kromozomunun q27.3
bolgesindeki frajilite ile karakterize, folik asit yetmezligi ile ortaya
cikan, populasyonda X'e bagli zeka geriliginin %30-40'm1 olusturan,
erkeklerde 1/1500, disilerde 1/2500 siklikta goriilen ve ailesel zeka
geriligine neden olan bir sendromdur. Ergenlik c¢agindaki erkek
bireylerde temel klinik bulgular, orta ve agir derecede zeka geriligi,
ergenlik c¢agi, otistik davranislar, biiyiik testis, uzun yiiz, bilyiik
kulaklar, yiiksek damak ve diizensiz digler, kalp bozukluklari,
hipotoni seklinde siralanirken, bu Ozellikler disi heterozigot bireylerde
daha az goriilmekte veya hi¢c goriilmemektedir. Sendromun X'e bagli
olarak kalitlanmasina karsilik, pedigri analizlerinde bu kalitim
modeline uymayan erkek ve disi bireylerin goriilmesi ve sitogenetik
olarak prenatal tani konulamamasi ile molekiiler caligmalar zorunlu
hale gelmistir.

Rekombinant DNA teknolojisindeki son gelismeler, genetik
hastaliklarin teshisi igin yeni yOntemlere oOnderlik etmigtir. Bunlardan
biri, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism; farkh
restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA polimorfizmlerinin tayininde
kullanilan metod) olmus, hastaliklardan sorumlu gen bdlgelerinin
teshisinde ©Onemli rol oynamiglardir. Frajil X sendromundan sorumlu



bolgenin caligilmasinda da bunlardan faydalanilmis, insan DNA'sinin
YAC (yeast artificial chromosomes) klonlanmas: ile de sorumlu FMR-
1(Frajil X Mental Retardasyon-1) geni tamimlanmistir. Genin proksimal
kismimmin CpG metillenmis diniikleotid dizilim gosterdigi, hemen
yaninda ise "CGG"p triniikleotid tekrarlarinin varligi saptanmaistir.
Frajil X sendromlu ailelerde yapilan caligmalarda, klinik ve sitogenetik
bulgular ile korelasyon gosteren, CGG tekrarlar1i goriilmiigtiir.
Fenotipik ve sitogenetik olarak normal olan bireylerde 6-53 aras:
tekrarlayan CGG diziler1 bulunmustur. Tasiyict disi ve NTM (normal
tasiyict erkek) bireylerde 50-230 CGG sonucu premiitasyon, frajil X
sendromlu olgularda ve bazi tasiyici disi bireylerde 230'dan fazla CGG
tekrarlar1 ise full mutasyon olarak tanimlanmistir. Frajil X sendromu
geni olarak belirlenen FMR-1 geninin; 17 ekzon ve 16 introndan
meydana geldigi ve alternatif kirpilmalar (splaysingler) yaptigi ileri
siiriilmektedir. Mutasyonlara baglhi olarak, genin tiriini FMRP (FMR-1
proteini)’ nin azlifi veya yoklugu, sendromun fenotipinde etkili
olabilecegini diisindiirmektedir.

Diinyada degisik laboratuvarlarda yapilan ailesel c¢aligsmalarda,
fenotip-genotip arasindaki korelasyonlar, mutasyonlarin mekanizmasi
ve yansimalari, aile ici klinik ve genotipik farkliliklar ele alinmastir.
Ulkemizde ilk defa yapilan bu calismada, daha 6nce sitogenetik olarak
calisilan ailelerin, hem frajil X pozitif hem de negatif olmak iizere tiim
bireylerinde, Southern l_)lot analizi ve StB12.3 probu kullanilarak,
direkt DNA analizi ile mutasyon tiplerini belirlemeyi, dolay15fyla
tasiyict disi ve erkekleri belirleyerek genetik danisma vermeyi,
sitogenetik ve molekiiler sonuc¢lar1 karsilastirarak aile i¢i ve aileler
arasindaki FMR-1 geninin durumunu Tiirkiye populasyonu igin
aragtirmayi amacladik.



GENEL BILGILER

Zeka geriliginin nedenlerini incelemek amaciyla yapilan genetik
caligmalar, 1938 yilinda Penrose'un klinik ve genetik olarak inceledigi
1280 olguda, erkeklerde zeka geriliginin disilerden daha fazla
goriildiigline dikkat cekmesiyle baslamistir (1). 1943'de Martin ve Bell,
ilk defa ailesel X'e bagli zeka geriligi gOsteren bir aileye ait pedigriyi
ve klinik bulgulari ile ilgili ilk detayli bilgileri verdiklerinden yillarca
frajil X sendromu Martin-Bell sendromu ismi ile tanimlanmistir.(2).
Lubs 1969 yilinda, X'e bagli kalitimla gecen zeka geriliklerinin bir
bolimiinden X kromozomu iizerinde bulunan frajil bélgenin sorumlu
oldugunu ii¢ kusakta gdstermis ve bu kromozomu marker X
kromozomu olarak isimlendirmistir (3). Bantlama yontemleri. ve
tekniklerindeki ilerlemelerden sonra, Sutherland 1977 yilinda, frajil
bdlgenin ortaya cikisinda, hiicre kiiltiir ortamindaki folik asit
yetersizliginin Onemli bir faktoér olarak rol oynadifimi kanitlamistir (4-
7). Bu arastinici, folik asitten fakir bir besi ortami olan Medium 199'a
% 5 gibi diigsiik oranda FCS (Fetal Calf Serumu) ekledifinde, frajil X
kromozumunun ortaya ciktifim gostermistir. Frajil bolgeler iizerindeki
caligmalarin yogun olarak siirdiiriilmesinin temelini iki anahtar bulgu
kam¢ilamigtir. Birincisi X'e bagli zeka geriligi ile fraXq27.3 bélgesinin
iligkili oldugunun bulunmasi, ikincisi ise frajil bolgelerin
gosterilmesinde  6zel doku  kiiltiirlerinin  kullanilmasidir.



Kromozomlarin daima ayni bdlge ve bantlarinda goriilen, boya
almayan, gap olarak adlandirilan frajil bolgeler goriilme sikligina ve
indiikienebildikleri kimyasal ajanlara gore iki ana baglik altinda
siniflandirilmaktadir.

1) Folat sensitif olan, distamisin-A, BrdU (Bromodeoksi iiridin)
MTX (Metotroxate) ile uyarilabilen seyrek goriilen frajil bolgeler,

2) Afidokolin, 5-azasitidin, BrdU ile uyarilabilen sik goriilen
frajil bolgeler.

Frajil X kromozomu, Xq27.3 (FRAXA) bolgesindeki frajilite ile
karakterize, seyrek goriilen ve folat sensitif olan bir bolgeyi icermekte
ve birinci grupta yer almaktadir (Sekil 1). Frajil X kromozomu frajil X
sendromlu bireylerin her metafazinda goriilmez. Kullanilan besi
ortaminin igerigine ve pH degisimlerine bagli olarak frajil X
kromozomunun metafazlardaki goriilme sikligi degisir (8,9). Bu durum
tam' olarak aciklanamamistir. Ayrica, Xq27-28 bolgesinde iki folat
sensitif frajil bolge daha klonlanmistir. Bunlardan FRAXE' nin, FRAXA'
ya 600 kb uzaklikta telomerik yonde ve GCC tekrarlar: igerdigi, frajil
bslge FRAXF' in ise, FRAXE' ye 600 kb distal ydnde haritalandif1 ve
GCC tekrarlarini icerdigi saptanmigtir (10,11). FRAXE ile yapilan
calismalarda simdilik, klinik olarak fenotipe yansima gdzlenmemis

zeka geriligi ile ilgisinin olup olmadigi ise kesinlik kazanmamaistir
(12,13 ).
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Sekil 1.Frajil X sendromlu bir erkek olguya ait GTG

bandli metafaz Ornegi.



Xq27.3'de frajil bolgenin, folik asit metabolizmasi bozuklugu ile ilgili
oldugu, folat bilesikleri ve timidin bakimindan fakir ortamlarda
kurulan kiiltiirlerde veya folik asitten, pirimidin sentezinin metabolik
yolunun bloke edilmesi ile ortaya ciktig: goriilmiistiir (Sekil 2).

Purin Sentezi dITP Pirlmid‘in
Sentezi
T //,—\\\\ /:>r-cﬂMP
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DHFR MTX\\ JUMP
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Sekil 2. Frajil X ifadesini etkileyen metabolik yollar. Sutherland, GR.: Fragile sites
on human chromosomes: demonstration of their dependence on the type of tissuc culture
medium. Science, 197: 265-266,1977.

DHPF: Dihidrofolat, THF: Tetrahidrofolat, dUMP: Uridilat, dTMP: Timidilat, DHFR:

Dihidrofolatrediiktaz, TS: Timidilat sentetaz, FUdR: Fluorodeoksiiiridin.

Sitogenetik yoOntemlerin gelistirilmesine, ©zel kiiltiir ortamlarinin
hazirlanmasina ek olarak, klinik oneme sahip oldugu bilinen tek frajil
bolge frajil X oldugundan, yogun calismalar yapilmistir. Bu caligsmalar
baslangicta, hasta erkek ve tasiyici disilerin bulundugu ailelerde
klinik ve sitogenetik ifade arasindaki iligki tizerinde yogunlagmistir
(14-17). Ciinkii, frajil X tasiyan, disilerin yaklagik 1/3' nin degisen
derecelerde zeka gerisi oldugu halde, 2/3' si sendromun klinik
Ozelliklerini goOstermezler (18,19). Bu nedenle frajil X kromozomunun
sitogenetik olarak incelenmesi ig¢in, Onceleri tek basina folik asit
icermeyen Kkiiltiir ortamlari kullanilmasina karsin, bugiin bunun
yeterli olmadifi, ek uyarabilen ajanlarin kullanilmas: gerektigi ileri
siiriilmektedir (8,9). Yapilan calismalar arttik¢a, frajil X sendromu
hakkinda daha fazla bilgiler elde edilmis, yapilan populasyon



calismalar1 sendromun siklig1, ailesel ve bireysel c¢alismalarin
yogunlugu ile de Onemli klinik veriler saglanmistir. Buna gére frajil X
sendromu, sitogenetik olarak X kromozomunun q27.3 bolgesindeki
frajilite ile karakterize, folik asit yetmezligi ile ortaya c¢ikan,
populasyonda X'e bagli zeka geriliginin %30-40" n1 olusturan, Down
sendromundan sonra zeka geriliginin ikinci en genel nedeni olarak
tammlanmaktadir (19,20). Down sendromundan en Onemli fark: ise,
X'e bagli olarak disiler tagiyici olduéundan, kalitsal Ozellik gostermesi
olmustur.

Diinyada degisik toplumlarda ve iilkemizde yapilan tarama
caligmalarinda, degisik bul;gular bulunmakla birlikte genellikle, frajil X
sendromunun erkeklerde 1/1500, disilerde ise 1/2500 siklikta
goriildiigi ortaya cikmistir (21,22). Sendromun X'e bkagh olarak
kalitlanmasi, erkek ve disi bireylerde fenotipe yansimasinda biiyiik
farkliliklar gostermektedir. Frajil X sendromunda goriilen baslica
klinik bulgular Tablo-1' de goriilmektedir (20).

Tablo-1: Frajil X sendromunda goriilen baglica klinik bulgular:

FiZIKSEL BULGULAR

-Ince ve uzun yiiz hatlan

-Iri ve disart ¢ikik kulaklar

-Yitksek ve dar damak tavam

-Belirgin bir alin ve ¢ene yapisi

-Biiyiik testisler -
-Eklemlerde hiperekstansibilite

-Hipotoni

-Mitral kapak prolapsi

-Skolyoz

-Igeri doniik gogiis

-Kalga ¢ikiga

-Diiz tabanhk

-Gozlerde kayma

-Parmaklarin isirilmasindan dolay:r ellerde nasirlagma
-Yumugak bir ten

-Avug iginde simian veya sydpey cizgisi

-Epileptik nobetler ve sik sik tekrarlanan géz dalmalan

DAVRANIS BOZUKLUKLARI

-Hiperaktivite
-Konsantrasyon giicliigti ve kisa dikkat siiresi
-Dikkatin kolaylikla bozulmasi



-Otistik benzeri hareketler

-El ¢irpma ve el 1sirma

-Ellerde stereotipi harcketler

-Zayif gbz kontagi

-Dokunsal duyarlilik

-Tokalagmada tiim bedenin ters y&ne ddnmesi
-Asin ve devamh konusma
-Hizlh ve tekrarlayici konusma modeli
-Konugma bozuklugu ve dil gelisiminde gecikme
-Diisiincelerde organizasyon bozuklugu
-ince ve kaba motor gelisiminde gecikme
-Ige kapamiklilik
-Depresyon
-Arkadas gruplarina katilmada zorluk
-Sebepsiz 6fke ve aglama krizleri
-Atllganlik (diisiinmeden acele hareket etme)
-Giinliik rutin programin degistirilmesine uyum saglamada giigliik
-Saldirgan haraketler

ZIHINSEL YETERSIZLIKLER
-Mental retardasyon(Zeka geriligi)

Simir diizeyden agir zihinsel yetersizli3e kadar uzanan genig bir yayihm gosterir
-Ogrenme giicliikleri

Ozellikle sendromdan etkilenen kizlarda cgesitli derecelerde Ggrenme glicliigi
saptanmigtir. Genelde matematiksel islemlerin Ogrenilmesinde bariz zorlanma vardir.
-Konu kavramada yetersizlik
-Gegmige ait kuvvetli ve sasirtici bellek
-Cok kuvvetli taklit yetenegi
-Soyut konularn anlamada giigliik
-Diiglincelerde tutarsizlik

Bu ii¢ grupta belirtilen bulgular kisiden kisiye degisebilir. Bazen
hepsi bir arada olabildigi gibi, bazen de birka¢i bulunabilir. Bu
bulgularin ¢ogu erkek hastalarda gozlenirken, tasiyici disilerde daha
az veya hi¢c goOriilmemektedir. Pedigri analizlerinde, sendromun
herhangi bir klinik 0©zelli§ini tasimayan, sitogenetik olarak negatif
olan erkek bireyler gozlenmistir. Bunlarin oranit % 20 olup, sendromu
kiz cocuklarina, onlar da erkek c¢ocuklarina aktarirlar. Klinik olarak
normal goriiniimli, ancak tasiyici bu erkekler "normal transmitting
male; NTM; normal tasiyict erkekler” olarak tanimlanirlar. Frajil X
sendromunun kalitimindaki bu kusak atlama pozisyonu (normal
transmitting erkeklerin erkek torunlarinin zeka gerisi olmasi) da
"Sherman Paradoksu Ikilemi" olarak isimlendirilmektedir (Sekil3)
(19).



Normal Disi
Normal Erkek
Tasiyici Disi

NTM,erkek premutasyon
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Sekil 3: Sherman paradoksunun sematik gosterimi. Sherman, S.:Epidemiology. In: Hagerman,

RJ., Silverman,AC.,eds. Fragile X syndrome: diagnosis,treatment, and research. Baltimore;
Johns Hopkins Press,69- 97, 1991.
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Hasta,Fra X erkek

Frajil X sendromu ile ilgili sitogenetik calismalar arttikca,
sendromun X'e bagli kalitima uymayan hastalarin bildirilmesi, klinik
ve zeka geriligi derecelerinin degiskenlik gOstermesi, olmasi gerektigi
halde bazi annelerde ve erkek cocuklarda frajil X saptanamamasi, her
zaman sitogenetik olarak prenatal taninin konulamamasi sendromla
ilgili molekiiler caligmalarin yapilmasini zorunlu kilmistir. Bu nedenle
frajil X sendromu, kalitiminin mekanizmasini ve modelini agiklama,
frajil X bolgesinde meydana gelen diizenlenmeyi molekiiller temelde
inceleme ve arastirma yoOniinde genis bir calisma alani olusturmustur.
Rekombinant DNA teknolojisindeki son gelismeler, genetik
hastaliklarin teshisi icin yeni yOntemlere Onderlik etmektedir. Bu yeni
teknikler, RFLP' lerin kullanilmasi ile teshise yardim etmektedir.
Onceleri bu yaklasim, frajil X mutasyonunun agiklanmasi igin de temel
tas1 olarak kullanilmistir (24-30). Bu tip caligsmalar linkaj (baglanti)
analizi olarak isimlendirilirler. Son yillarda , insan DNA'sinin YAC'larda
klonlanmasi ile hem normal hem de frajil X'e ait- YAC kiitiiphaneleri
elde edilmistir. Frajil bolge YAC'larina sikica bagli olan RFLP' ler
kullanilarak yapilan kromozomal in situ caligmalarinda, frajil boélgenin
proksimal ve distalinde kromozomun siki paketlendigi yerlerde
floresan isaret aldigi, isaret almayan yerde kromozomal
paketlenmenin olmadigi goriilmiistlir (31,32). Daha sonra X
kromozomunun uzun kolunun distal boélgesine iliskin yapilan



calismalarda, frajil X bolgesinin CpG metillenmis diniikleotid dizilimler
gosterdigi, frajil X sendromlu erkeklerde metilasyon sensitif
restriksiyon enzimlerine bu bolgenin direncgli oldugu gosterilmistir
(33,34). CpG'deki sitozinin metilasyonunun ifade gOsteren bir genin
kapanmasina neden olacag diisiincesi ileri siriilmistir (35). CpG
adasinin etrafindaki dizilerin subklonlanmasi ile elde edilen bdolgeler
prob olarak kullanilmis ve frajil X sendromlu erkeklerde bu bolgenin
agir1 derecede metillendigi saptanmigtir. CpG' ye bitisik klonlara dizi
analizi yapildiginda, frajil X kromozomunda stabil olmayan DNA
bolgesi belirlenmigtir (34-38). Stabil olmayan bu DNA bdlgesinin
Sitozin-Guanin-Guanin tekrarlarini "(CGG)n" igerdigi goriilmiistiir. Bu
CGG tekrarlar1 normal populasyonda polimorfik olup, 6 ile 53 tekrar
arasinda degismektedir. Yapilan c¢alismalarda, klinik olarak
etkilenmemis bireylerde (NTM ve tasiyici disilerde) CGG tekrarlann 50-
230 arasinda olup, premutasyon olarak tanimlanir ve bu allelin disi
birey tarafindan kalitlandig1 zaman, stabil olmadigi gériiliir. Eger CGG
tekrarlarimin sayisi 230" dan fazla ise bu durum full (tam) mutasyon
olarak degerlendirilir (38-45). Beyinde, testislerde ve overlerde
yiksek olmak iizere. diger dokularda da ifade gosteren, 4.4 kb mRNA'
ya (39-70 kDa protein kodlayan) esdeger cDNA klonu diisiiniilen gen,
FMR-1 seklinde isimlendirilmigtir (Sekil 4)(46).

Sentromer FMR-1 Telomer
Aas FMR-1
PLLLL T - I

500 bp
/ekrar

Sekll 4 Frajll bdlge Xq27.3'deki FMR-1 geninin haritasi Tarleton, JC., Saul, RA.:
Molecular genetic advences in fragile X syndrome. J Pediatrics, 122(2): 169-185,1993.
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FMR-1 genindeki normal stabil durumun premutasyona,
premutasyonun full mutasyona doniisiimiindeki CGG triniikleotid
artisina neden olan spesifik mekanizma heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Premutasyon ve full mutasyon arasindaki kalitim
bicimi Sekil §5' de goriilmektedir.

Transmitting Erkekler Tasivict Digiler
Premutasyon (baba)(50-230) Premutasyon (anne){50-230) Full (anne){(230)
/( i Oogenezis
Spermatdgenezis
~ '/' Premutasyon ~
’ (erkek veya kiz Full (erkek veya
Premutasyon (biitiin kiz gocuklar) gocuklar) kiz gocuklar)
(50-230) (50-230) (230)
\ Kiz gocuklar, l
Fenotipik ifade yok Frajil X Sendromu

Sekil 5. Frajil X sendromundaki premutasyon ve full mutasyonlarin

kalitimi.Tarleton, JC., Saul, RA.: Molecular genetic advences in fragile X syndrome. J
Pediatrics, 122(2): 169-185,1993.

FMR-1 geninin ince yapisi iizerinde yapilan c¢aligmalar
sonucunda genin bulundugu lokusun yaklasizk 50 kb, gen
biiyiikliigiiniin 38 kb, 17 ekzon ve 16 introndan meydana geldigi,
ifadesinde bazi ekzonlarin alternatif kirpilmalar gé&sterdigi
belirlenmigtir (46-48). Boylece, frajil X sendromundaki klinik
bulgularin, FMR-1 geninin kodladigi FMRP proteininin yoklugunda
ortaya ciktigina inanilmaktadir. Ashley ve arkadaslarinin FMRP
lizerine yaptiklari caligsmalarda, mRNA baglanan bir protein oldugu
gosterildi (49). Ancak, FMRP' nin fonksiyonu halen tam olarak
anlasilamamistir. Premutasyon alleller genelde metillenmediginden,
FMRP normal olarak ifade edilmektedir. Full mutasyonlu frajil X
hastalarda, CGG tekrar bolgelerinin metilasyonu ile FMR-1 mRNA
ifadesinin olmayis1 arasinda % 100 korelasyon goézlenmistir (49-53 ).
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FMR-1 geninin 5' ekzonunda stabil olmayan CGG tekrarlarinin
uzamasi, frajil X sendromunun fenotipi ile korelasyon gésterirken, full
mutasyonun varligi, CGG tekrarinin ve 6nde yer alan CpG adasinin
agir1 metilasyonu ile uygun bulunmaktadir (54). Sonucta, FMR-1
mRNA' simin ifadesinin baskilanmasi ve FMR-1 proteinin sentez
edilememesi ile frajil X sendromunun klinik fenotipinin ortaya ciktif:
tezi ileri siiriilmektedir (54). Frajil X sendromunun klinik bulgularinin
ortaya c¢ikisinda, sadece CGG tekrarlarindaki artisin degil, aym
zamanda FMR-1 genindeki delesyonlarin ve nokta mutasyonlarin da
etkili oldugu bildirilmistir (55-63). Yapilan c¢aligmalarin sonuglarina
gore, frajil X sendromlu erkeklerde, FMR-1 geninden mRNA sentezinin
engellenmesinin ii¢ sekilde oldugu tahmin edilmektedir. Birincisi
FMR-1 genindeki CGG tekrarinin artisina bagli olarak, anormal
metilasyon sonucu mRNA sentezinin durmasi, ikincisi FMR-1 mRNA
stabilitesini etkileyen CGG tekrarlarinin artmas: veya artan CGG
tekrarlar1 yiizinden mRNA'nin ribozoma baglanamamasi ve
translasyonun bozulmasi, li¢iinciisi hem premutasyon hem de full
mutasyonun birlikte bulundugu mozaik durumlara gore degiskenlik
gostermesidir (Sekil 6).

Normal FMR-1
Metillenmemis Translasyon Baglama Yeri
CpG_adasi
- mRNA
CGG tekrarn 500bp
Normal tekrar=6-50
Frajil X Hasta
Metillenmis
CpG adast mRNA yok
MO0 . >
CGG tekran >230 | 500bp '
Mozaik Durum
Translasyon
Metiltenmis veya baslama yeri
metillenmemis farkl
htcreler o mRNA az veya yok
M - -
CoG ad CGG tekrari
paadas . 530/50-230 >00b
Pekil & FraX erkeklerde FIMR-1'den mRMNA iiretimi. Tarleton JC., Saul RA.: Malecular
genetic advances in fragile X syndrome. J pediatrics, 122(2):169-1 85,1993,
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Frajil X' in sitogenetik teshisindeki farkliliklari ortadan kaldirmak igin,
alternatif yontemler gelistirilmistir. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
ve Southern blot analizi ile birlikte kullanilmaktadir (64-66). Frajil X
sendromundaki full mutasyonlar, PCR' a dayali caligmalarla tam
olarak coziilemediginden, Southern blot analizi tercih edilmektedir.
Southern blot analizi ile hem frajil X mutasyonunun varligi hem de
FMR-1'deki metilasyon dereceleri cok 1iyi belirlenebilmektedir.
Southern blot analizinde mutasyonun belirlenmesi ig¢in belirli
problardan yararlanilmaktadir (67). Frajil X sendromlu birey ve
ailelerde mutasyonu belirlemek i¢in, FMR-1 geni ve restriksiyon
enzim kesim diizenlenmesi $ekil 7' de goriilmektedir.

CpG adas! FMR-1 500bp

A m ]

CGG tekrarlan

1000bp
B. EcoR| Eagl EcoRl
T 24, T 2.8kb T
L | I L
- CGG tekrarlari ~
StB12.3
5.2kb

Sekil 7. Frajil X hastalarin teshisi i¢in FMR-1 ve enzim kesim bé&lgelerinin
genel dtizenlenmesi; Tarleton, JC., Saul, RA.: Molecular genetic advences in fragile X
syndrome. J Pediatrics, 122(2): 169-185,1993.

Eagl, metilasyon sensitif bir enzim olup, kesim bdlgesi CpG adasi i¢inde bulunmakta,
metilasyon arttikga enzimin kesim yetenegi azalmaktadir.

StB12.3, hasta ve tasiyict bireylerde CGG tekrarlartmin amplifikasyonunu tespit eden DNA
probudur (54). Bu kesim sonucunda normal erkeklerde 2.8 kb'lik aktif X'e ait
fragment,normal disilerde ise iki X oldugundan 2.8 kb aktif, 5.2 kb inaktif X'e ait
fragmentler goriilmektedir.CGG tekrarlarindaki artis ayrt aynn veya her iki X kromozomu
iizerinde de meydana gelebilmektedir.
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Frajil X sendromlu ailelerde yapilan molekiiler ¢alismalar,
mutasyonun aile icindeki segragasyonunun aydinlatilmasinda,
sitogenetik olarak belirlenemeyen tasiyici disi ve erkeklerin
saptanmasinda Onemli sonucglar ortaya koymustur (68-77). Direkt
DNA analizi yOntemlerinin gelistirilmesi ile, merkez laboratuvarlar
arasinda, StB12.3 probu ile frajil X tarama programlarinda genotip-
fenotip iligkisi iizerinde durulmustur (78). Rousseau ve arkadaslar
1991 yilinda, 63 aileden 511 ve 19 ‘tek birey olmak iizere, toplam 530
kiside Southern blot analizi ile StB12.3 probu kullanarak yaptiklar:
calismada, hem mutasyon tiplerini hem de metilasyon derecelerini
belirlemiglerdir. 103 erkek ve 31 diside full mutasyon, full
mutasyonlularin % 15' inde mozaisizm, hasta ¢ocuklarin annelerinin
tiimiinlin ya premutasyon yada full mutasyon tasidiklarini ortaya
koymuslardir (79). Yine Tejada ve arkadaglar1 sitogenetik olarak
incelemis olduklar1 11 frajil X sendromlu ailenin 123 bireyinde,
StB12.3 probu kullanarak yaptiklar1 direkt DNA analizlerinde,
mutasyon tiplerini ve mutasyonlarin ailesel gecislerini gostermislerdir
(73). Macpherson ve arkadaglari, 33 ailedeki 217 kiside, StB12.3
probu ve Southern blot yo6ntemi ile yaptiklari calismada, sitogenetik
ve molekiiler sonucglarla zeka diizeyleri arasindaki iliski {izerinde
durmusglardir (74). Ramos ve arkadaslar1 1993 yilinda yaptiklan
calismada, 396 hasta icinde sitognetik olarak frajil X pozitif olan 39
erkek ve 6 diside full mutasyon, 16 zorunlu tasiyici diside ise
premutasyon ayrica, frajil X sendromu hikayesi bulunan 124 hastadan
5 erkekte ve 25 diside premutasyonJ bulmuglardir (77). Visanen ve
arkadaslar1 1994 de, 27 frajil X pedigrisinde yer alan 465 Kkisinin
Southern blot yontemi ve StB12.3, StB12.xx problariyla FMR-1
genindeki mutasyonlar: taradiklarinda, anormal metilasyon tasiyan
full mutasyonlu erkeklerin tiimiiniin, disilerin % 50' sinin klinik ifade
ile korelasyon gosterdigi, buna karsin premutasyonlu bireylerin
normal oldugunu g&stermiglerdir (76). Ogrenme giicliigii nedeniyle
ozel okullara devam eden 154 cocukta yapilan molekiiler ¢alismada, 4
cocukta FMR-1 geninde, full mutasyona esit CGG tekrarlan saptanm1§,
bu bulgular ek sitogenetik ve molekiiler c¢alismalarla da
desteklenmistir (80).
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Calismamizin amaci; daha O©nce sitogenetik olarak calisilan
ailelerin, hem frajil X pozitif hem de negatif tiim bireylerinin direkt
DNA analizini yaparak, mutasyon tiplerini, dolayisiyla tasiyici disi ve
erkek bireyleri belirlemek, sitogenetik olarak kesin sonug
verilemediginden prenatal tan: icin temel olusturmaktir. Ayrica,
sonuclara gore; genetik danigma vermek, sitogenetik ve molekiiler
verileri karsilastirarak aile ici ve aileler arasindaki FMR-1 geninin
durumunu, kendi populasyonumuz i¢in degerlendirmektir.



GEREC VE YONTEM

Aragtirmamiza alinan aileler,1988-1994 yillar1 arasinda Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
tarafindan yiiriitlilen arastirma projelerinden ve rutin laboratuvarin

sitogenetik analizlerinden ortaya c¢ikan probandlarin ailelerinden
olusmaktadir.

A)Aileler

Calismamiza aldigimiz beg ailenin, sitogenetik analiz sonuglarina
gore cizilen pedigriléri Sekil- 8' de goriilmektedir. GTG yoOntémi ile
sitogenetik olarak saptanan 5 proband ve onlarin ailelerinde bulunan
tasiyicilar ile hastalar, tanimlayici sembollerle ifade edilmistir.
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Sekil 8. Frajil-X sendromlu 5 ailenin pedigrileri.
A: A Ailesi, B: Y Ailesi, C: B Ailesi, D: § Ailesi, E: TR Ailesi



B)Periferik Kandan DNA 1zolasyonu (Salting

Out
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Yontemi)

(66,81).
Kullanilan Soliisyonlar:

Lizis tampon : 155 mM NH4Cl
10 mM KHCO3
1 mM EDTA(pH 7.4)

WBL(white blood lysis) tampon: 0.1 M NaCl

0.025 M EDTA(pH 7.4)

Proteinaz K (Boehringer):10 mg/ml olacak sekilde 10 mM Tris HCI

(pH 8.0) ile c¢oziildi

TE Tamponu : 10 mM Tris-HCl, pH 8.0
1 mM EDTA(pH 8.0)

SDS : %101uk stok soliisyon

Amonyum asetat : 9.5 M
Etanol: % 991uk.

Islemler:

el

Steril kosullarda hastalardan 10 ml'lik K3EDTA'LL tiiplere 10 ml
venéz kan alinarak, daha sonra 50 ml'lik polipropilen tiiplere transfer
edildi. Uzerine 1:3 oraninda lizis tampon eklendi. +4 ©C'de 15-20
dakika inkiibe edildi, arada bir karistirilarak lizis gerceklestirildi. Siire
sonunda, +4 ©C'de 10 dakika, 1500 rpm'de santrifiij (Sigma 3K 10)
edildi. Dokelti atildi ve cokelti tamamen homojenize edilerek {izerine
15 ml lizis tampon eklendi, +4 °C'de 10 dakika, 1500 rpm'de santrifiij
edildi. Dokelti atildi, c¢okelti tamamen homojenize edildi. Uzerine 9.4
ml WBL tampon, 100 pl proteinaz K, 500 ul SDS'den eklenerek 56 oC'de
bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi her mililitre soliisyon
basina 0.37 ml 9.5 M amonyum asetat eklendi. lyice karistirildiktan
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sonra oda 1sisinda, 25 dakika, 3500 rpm'de santrifiij edildi. Cdoken
kisim yerinden oynatilmadan iist kisim steril 50 ml" lik santrifij
tiipine alindi. Uzerine 1:2 oraminda % 99' luk absolii isopropanol
eklenerek DNA'min ¢6kmesi saglandi. Coken DNA % 70'lik alkol igine
alinarak yikandi. Alkol dokiilerek ependorf Speed Vac'a (Savant)
yerlestirilerek kurutuldu ve 250 pl TE ig¢inde ¢oziildii. DNA
orneklerinin safligi spektrofotometrede (Schimatzu-UV-Vis) 260 ve
280 nm dalga boyundaki sonuglz{rl oranlanarak hesaplandi. DNA
orneklerinin konsantrasyonu, c¢ift iplikli DNA icin 260 nm dalga
boyunda 50 pg/ml olmasindan yola ¢ikilarak bulundu.

Buna goére: 1 OD=50 pg/ml, 50 pg/ml x OD 260 x diliisyon
katsayisi= pg/ml cinsinden DNA konsantrasyonu formiili uyguland:
ve minijel ile DNA'larin elektroforetik kontrolleri yapildi. DNA'lar +4
oC'de saklandi.

C) Genomik DNA'larin Restriksivon Enzimler Ille Kesimleri

Frajil X sendromlu ailelerin tiim bireylerinde mutasyon ve
metilasyonun go6sterilmesi icin ikili enzim kesimi yapildi. Genomik
DNA'min 10 pg't kullanilarak iki ayr1 kesim yontemi kullamldi.

Birinci yontemde kesim icin kullanilan EcoRI (Sigma) ve metilasyon
sensitif olan Eagl (Sigma) enzimleri reaksiyon ortamina ayni anda
eklendi.

Ikinci yontemde ise, genomik DNA o6nce EcoRI ile kesildi, kesilen DNA
alkolle c¢oktiiriildi, kurutuldu,) tekrar suda ¢ozildii. Her bir o6rnek
tekrar Eagl enzimi ile kesildi. Her iki yOntem denendikten sonra
calismalarda daha iyi sonu¢ veren ikinci yontem kullanildi.

EcoRI ile kesim

Enzim Tanima dizisi Optimal calisma 1s1is1
EcoRI 5'-G/AATTC-3' 37 oC
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Reaksiyon ortami( 100 pul)

DNA (10 nug)
H,O 100 nl
Tampon H 10ul
EcoRI(10 U/ul) S5ul

Reaksiyon ortaminin 37 ©°C'de 1 gece inkiibasyondan sonra enzimin
kesim kontrolii yapildi. Kesim orneginden 5 pl alinarak test jelinde (%

1'lik agaroz jeli) kontrol edildi. Kesimler istenildigi gibi
gerceklestiginden, kesim ortamindaki DNA'lar 100 pl TE (20:1) ve 50
ul 7.5 M amonyum asetat. eklenip karistirilmas: ve iizerine 800 pl
soguk(-20 ©C) absolii etanoliin eklenmesi ile c¢oktiiriildii. Tipler 15
dakika 13000 rpm'de santrifiij edildi. DNA'lar % 70'lik etanol ile

yikandi, kurutuldu ve 37 °C'de calkalamali su banyosu kullanilarak 80
ul suda c¢oziildi.

Eagl Ile Kesim

Reaksiyon ortami (50 pl);

EcoRI ile kesilmis DNA 40 ul

Eagl tampon 5ul

Eagl(10 U/ul)(Sigma) 5ul
Enzim Tanima dizisi Optimal calisma is1s1
Eagl 5'-C/GGCCG- 3 37 oC

Lambda DNAEcoRI-HindIII kesimi molekiiler agirlik standardi
kullanilarak, fragment biiyiikliikleri degerlendirildi.
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D)Southern Analizi icin Jel Hazirlanmasi Ve Blotting

Y

Islemi(64,66)
Kullanilan soliisyonlar:
10X Loening tamponu: 350 mM Tris

300 mM NaH;P04.H»0
10 mM EDTA(pH 7.4)

% 1 Agaroz Jel %1 agaroz(w/v) 1X Loening tampon icinde
hazirlandi.

Etidyumbromid 10 mg/ml

10X Yiikleme tamponu: %25 Bromfenol mavisi

% 0.25 Ksilensiyanol
1XLoening's tamponunun 250 ml'si ile %1'lik agaroz jel hazirlandi,
DNA'y1 UV altinda goriintiileyebilmek icin 0.5 pug/ml olacak sekilde
Etidyumbromid eklendi, jel 20 x 25 cm boyutlarinda dokiilerek, yatay
elektroforez tankina yerlestirildi. Loening's tampon icinde 60 voltta
gece boyunca yiiriitiildi ve UV transilliminatérde (Herolab UVT-

20M) kontrol edilip fotograflandi.

Blotting Islemi:
Kullanilan soliisyonlar:

0.25 M HC1

Denatiirasyon soliisyonu: 0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl
Noétralizasyon soliisyonu: 0.5 M Tris-HCI( pH 7.4), 1.5 M NaCl
10XSSC tampon : 3 M NaCl, 0.3 M Na-Sitrat

2XSSC tampon : 0.3 M NaCl,0.03 M Na-sitrat
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Islemler

Elektroforezden sonra jel 0.25 M HCI ic¢inde yaklasik 20-25
dakika, mavi olan yilikleme tamponunun rengi sariya degisinceye
kadar bekletildi. Jel bidistile su ile yikanarak, 30 dakika denatiirasyon
tamponu icinde calkalanarak yilikleme tamponunun rengi normale
doniinceye kadar inkiibe edildi. Siire sonunda denatiirasyon
soliisyonu dokiilerek notralizasyon tamponunda 20-25 dakika
calkalandi. Tankin icine 1 It 10XSSC tamponu bosaltildi. Yerlestirilen
cam levha izerine jelin boyutlarina goére, diizenege sirasiyla 3 MM
Whatman kagidi, tampondan i1slatilan 2 tane 3 MM , sonra ters
cevrilen jel iizerine 2XSSC'de 5 dakika bekletilen naylon membran |
(Hybond N+, Amersham), tekrar bunun iizerine tamponda islatilmig 3
MM filtre kagidi, iizerine de yaklasik 8-10 cm yiiksekliginde kagit
havlu(Selpak) yerlestirilerek, yaklagik 0,5 Kg'lik agirlik konuldu ve
gece boyunca bekletildi, gerektiginde iistteki kagitlar degistirildi. Siire
sonunda membran belli bir kosesinden kesilerek diizenekten c¢ikarildi.
Membran 2XSSC soliisyonu ile yikandi. Oda isisinda kurutulan
membran, 80°C'de 2 saat tutularak DNA'lar fikse edildi ve
membranlar 3 MM arasinda, +4°C'de saklandi.

E) StB12.3 Probunun Eldesi

Stab kiiltiir ortaminda gonderilen (J.L.Mandel,Fransa) E.coli
susu(XL1-Blue) icindeki plazmidte (pBluescript II KS-; 2.9 Kb) yer
alan StB12.3 (1.2 Kb) probu, 50 pg/ml ampisilin (Sigma) iceren LB
(Luria-Bertani) besi yerinde cogaltildi.

Bakterilerin cogaltilmasi

Kullamilan besi ortam LB(Luria-Bertani) Besi ortami:
%1 gr Bacto-Tripton
%0.5 gr Bacto maya ekstrakti

%1 gr NaCl
50 pg/ml Ampisilin
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Islemler

Steril 10 ml'lik vidali kapakli bir tiipte, ampisilin iceren LB besi
ortamina stab kiiltirden ekim yapilarak 37°C'de gece boyu inkiibe
edildi. Siire sonunda, kiltir 1500 rpm'de 10 dakika santrifiij edilerek
dokelti atildi ve c¢okelti 1 ml LB besi ortaminda c¢oziildii. Ampisilin
iceren, LB agardan hazirlanmis petri kaplarina azaltma yOntemi ile
ekim yapildi. Petriler ters cevrilerek 37°C'de gece boyu inkiibe
edildi.Bu kiiltiirlerden alinan tek koloniden 10 ml LB besi ortamina
ekim yapildi, gece boyu inkiibe edilerek c¢ogaltildi. Bu kiiltiir
ortaminin 8 ml'si 1.5 ml'lik ependorf tiiplere boliindli, kalan 2 ml
kiiltiir % 20 oraninda olacak sekilde steril gliserol (Sigma) ile
kanistirilarak -70 °oC derin dondurucuda saklandu.

Bakterilerin Toplanmasi

Ependorflara boliinen kiiltiir ortam: 1500 rpm'de 1 dakika
santrifiij edildi. Miimkiin oldugu kadar iist sivi ortam uzaklagtirildi.

Plazmid DNA'nmin Eldesi

Kullanilan soliisyonlar

Soliisyon I : 50 mM Glikoz
25 mM Tris (pH 8.0)
10 mM EDTA
Soliisyon II : 0.2 M NaOH,
%1 SDS

Soliisyon III: 3 M Potasyum Asetat (pH 4.8)
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Islemler

Elde edilen bakteriler iizerine  soliisyon I'den 100 pl ilave
edilerek vortekste karistirildi. Oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edildi.
Tiipe taze hazirlanmig soliisyon II'den 200 ul eklendi, ters cevrilerek
karistirildi. Buz icinde 5 dakika tutuldu. Uzerine soliisyon III'den 150
pnl eklenerek karigtirildi. Buz icinde 5 dakika bekletildi. Beyaz bir
¢Okelti olugtu. Tiipler 12 000 rpm'de , +4°C'de 5 dakika santrifiij
edildi. Plazmid iceren iist faz temiz ependorflara alindi. Uzerine
yaklasik 2.5 hacim ( 450 pl) -20°C'de bekletilen soguk % 99' luk etanol
eklendi, alt-iist edilerek karistirildi. Plazmid DNA'si, -20 °C'de 30
.dakika siireyle c¢oktirildii. 12 000 rpm'de, +4 ©°C'de 10 dakika
santrifiij edildi. Ust faz atilarak, plazmid DNA yine soguk % 701k
etanolle yikandi, 37°C'de kurutuldu ve 50 pl steril bidistile suda
¢oziildi. DNaz icermeyen RNaz (Boehringer)'dan 0.5 pl eklenerek
370C'de 30 dakika inkiibe edildi. Satiire Fenolun esit hacmi ile bir,
Kloroform-Izoamilalkol(24:1)(Sigma)' {in esit hacmi ile birer defa
muamele edilerek, her iki safthada da 12 000 rpm, 25°C'de 15 saniye
santrifiij edildi. DNA igeren iist sulu faz alindiktan sonra, iizerine final
konsantrasyonu 0.1 M olacak sekilde 4 M NaCl'den 1.25 pl eklenerek
yavasca kanistirildi, 2.5 hacim soguk %99'luk etanol ilave edilerek
yeniden karigtirildi. -20°C'de 30 dakika bekletildi. Siire sonunda 12

000 rpm'de ,+4°C'de 10 dakika santrifiij edildi. Cdken DNA kurutuldu
ve 20 ul steril bidistile suda ¢oziilerek +4°C'de saklandi.

Prob StB12.3'iin Plazmidden cikarilmasi
Plazmidden probun cikarilmasi icin 15 pl plazmid DNA'si, Pstl
enzimi(Sigma) ile 37°C'de gece boyu inkiibe edilerek kesildi.

Tanima dizisi ) Optimal calisma 18181
Pstl Enzimi 5'-CTGCA/G-3' 370C

Reaksiyon ortami(50 pl):
15 ul Plazmid DNA(0.01 pg/ul)
5ul 10X Pstl enzim tamponu(Sigma)
2 ul (20 U) Pstl
28 ul dH,0



Stre sonunda kesim islemi, %
edildi. Probun toplam kesim
eliisyon yodntemi kullanild;

I'lik agaroz jel hazirlanarak kontrol
ortamindan ayristirilmas icin jelden
(66). Toplam kesim iizerine 5 nl 3M
sodyum asetat ilave edilerek, karigtinildi.  -200C'deki % 99' luk
etanolden 2 hacim eklendi, alt iist edilip, -70°C'de 20 dakika
bekletildi. 12 000 rpm'de, 15 dakika, oda i1sisinda santrifiij edildi. Ust
kisim dokildi, -20°C'deki % 70" lik etanolden 1 ml eklendi , alt iist
edildikten sonra 12 000 rpm'de, 10 dakika, oda 1sisinda santrifiij
edildi. Ust kisim atilarak, 370C'lik etivde agz1 agik kurutuldu, 20 ul
steril bidistile suda ¢o6ziildi. Tekrar % I'lik agaroz jel hazirlanarak
ornek timiyle vyiiklendi, 80 voltta Lambda-EcoRI+HindII] DNA
standardina karsilik ytriitiilerek, bandlarin ayrilmas: saglands. Uv
15181 altinda probun bulundugu band belirlenerek ,band
arkasinda steril bisturi ile kesikler acildi (Sekil 9). Bu kesikler icine
bir pens ile NA-45 membranlan (Schleicher-SchueH) yerlestirilerek
elektroforetik igleme devam edildi.

In Oniinde ve

Probun bu membrana gecmesi
saglandl. UV 15181 altinda membran kontrol edilerek

k icinde 0.5XTE,1.5
M NaCl (pH 7.3) bulunan ependorf tiipiine alind; Tiip su banyosunda
65°C" de 30 dakika inkiibe edildikten sonra, 12 000 rpm'de 30 saniye
santrifiij edildi. Déokelti baska bir ependorfa alindi ve lizerine % 99'luk
etanol eklenerek hafifce karigtinildi, -70°C'de 20 dakika inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda, 20 dakika 12 000 rpm'de santrifiij edilerek
cokelti % 70'lik etanol ile yikandi. Kurutulduktan sonra 20 ul suda
¢oziildi. Uzun siireli saklamak icin -20°C'ye kaldirild;.

Sekil 9. StB12.3 probunun Pstl enzimi ile kesilerek bulundugu plazmidden
élki)n]mHSL DNA standard;: Lambda-EcoRI+HindIII kesimi



25

Probun Isaretlenmesi

StB12.3 prob DNA'sinmin 50 ng'i, multiprime isaretleme kiti
(Fermantas) ile 50 pCi o-32P-dCTP (3000 Ci/mmol, Amersham)
kullanilarak isaretleme yapildi. Reaksiyon ortami ependorf tiipline
hazirlamirken asa@idaki sira izlendi.

Kullanilan Soliisyonlar ve Islemler

Reaksiyon ortami(50 pl):

10 pl prob DNA's1

10 ul random primer

20 ul dH,O
vorteksle karistirildi ve 3-5 saniye santrifiij edildi. Kaynar su icinde 5
dakika inkiibe edildi. Buz icinde sogutularak bekletilmeksizin santrifiij
edildi.

3 ul Mix C

5ul alfa-32P-dCTP

1 ul Klenow enzimi(30U)

vorteks

3-5 saniye santrifiij

37°C'de 10 dakika

4 ul dNTP

370°C'de 5 dakika

1 ul 0.5 M EDTA(pH 8.0)

F) Prehibridizasyvon ve Hibridizasyon

Kullanilan Soliisyonlar

20XSSPE tamponu:
3.6 M NaCl
0.2 M NaH;P0O4.H;0
0.02 M EDTA(pH 7.4)
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50XDenhardt's ¢dzeltisi:
%1 Ficoll-400
%1 PVP(polyvinyl-pyrrolidone)
%1 BSA(Bovin serum albumin)

Prehibridizasyon/Hibridizasyon soliisyonu

Stok Final Kullanilan
Konsantrasyon Soliisyon

20X SSPE 5X SSPE 25 ml

50X Denhardt's 5X Denhardt's 10 ml

% 10 SDS % 0.5 SDS 5 ml

dH,0 60 ml

Toplam 100 ml
Islemler

Prehibridizasyon: hibridizasyon soliisyonundan 25 ml alinarak
hibridizasyonun yapilacag: kapakli plastik kaba konuldu. Membran
hava kabarcigi kalmayacak sekilde soliisyon igine vyatirildi ve

calkalamali su banyosunda 65°C'de 1 saat inkiibasyona birakildi.

Isaretlenen  prob 95°C'de veya kaynar suda 5 dakika denatiire edildi,

5 dakika buzda bekletildi.

Hibridizasyon: isaretli denatiire prob, hibridizasyon kabinin bir
kenarindan eklendi ve homojenize olmasi icin hafif¢ce karigtirildi. Hava
kabarcigi kalmamasina 6zen gosterildi. 65°C'de 12 saat inkiibasyona
birakildi.

Yikama: siire sonunda, membranlar alinarak sirasiyla 2XSSPE, % 0.1
SDS' de oda isisinda iki defa 10'ar dakika, 1XSSPE, % 0.1 SDS'de bir
defa 65°C'de 30 dakika yikanmasi sa§landi. Yikanan membranlar 3
MM filtre ka§idi arasinda oda isisinda kurutuldu. 1 MM filtre kagidi
tizerine kenarlarindan bandlanarak yerlestirildi. Membranin
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pozisyonunu belirlemek icin 1 MM lizerine radyoaktif noktalar
konuldu.

G) Otoradyografik Islem

Yikama ve kurutma islemleri tamamlanan membranlar, saran
wrap ile diizgiin bir sekilde kaplandi. Karanlik oda diizenegi
saglandiktan sonra, yogunlastiricis1 olan film kasetlerine film
(Hyperfilm, Amersham) yerlestirilerek, membranlarla birlikte kaset
icinde kaymamalar1 icin tespit edildi. Membranin isaretli kenarina
gelen filmin kosesi kivrilarak, ikinci bir isaret daha yapildi. Sikica
kapatilan film kasetleri -70°C'de 1-3 giin siireyle bekletildi. ve
otomatik developer (Toshiba)' da banyo edilerek degerlendirmeye
alindi.

H) Densitometrik Analiz

Otoradyografik islemden sonra filmler bilgisayar baglantily,
taramali densitometre (LKB Bromma,Ultrascan XL, enhanced laser
densitometer, A.B.D.) ile degerlendirildi. Negatif kontrol olarak,
normal insan (hem disi hem de erkek bireyler) DNA'sindan elde
edilen bandlar oranlandi.



BULGULAR

Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali tarafindan yiiriitiilen
projelerden ve rutin sitogenetik analizlerden saptanan 5 olgunun
ailelerinin pedigrileri incelenerek, DNA izole edilecek bireyler
saptandi. A ailesinden 8, Y ailesinden 8, B ailesinden 6, § ailesinden 4
ve TR ailesinden 5 olmak iizere (16 erkek ve 15 disi) toplam 31
bireyden alinan kanlardan DNA'lar izole edildi. Olgulara ait DNA'larin
spektrofotometrik Olciimleri ve miktarlar1 Tablo 2'de belirtilmisgtir.
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Tablo 2. Frajil X sendromlu aile iiyelerinden elde edilen DNA'larin
spektrofotometrik O6l¢iim sonuglan

Aileler 0OD260__0D280 0D260/0D280 Konsantrasyon
(ug/al)
A- AILESI
A-1 0.104 0.054 1.9 0.52
A-2 0.088 0.047 1.85 0.442
A-3 0.060 0.034 1.76 0.3
A-4 0.139 0.076 1.75 0.62
A-5 0.051 0.026 1.9 0.255
A-6 0.128 0.070 1.82 0.619
A-T 0.216 0.120 1.8 1.08
A-8 0.312 0.175 1.78 1.56
Y- AILESI
Y-1 0.033 0.019 1.75 0.165
Y-2 0.181 0.100 1.81 0.905
Y-3 0.268 0.153 1.75 1.34
Y-4 0.708 0.361 1.9 3.54
Y-5 0.256 0.140 1.82 1.28
Y-6 0.188 0.107 1.76 0.94
Y-7 0.127 0.068 1.86 0.635
Y-8 0.624 0.350 1.78 3.12
B- AILESI
B-1 0.111 0.061 1.81 0.555
B-2 0.120 0.068 1.76 0.6
B-3 0.183 0.098 1.86 0.915
B-4 0.166 0.086 1.9 0.83
B-5 0.152 0.082 1.85 0.76
B-6 0.154 0.083 1.85 0.77
S- AILESI
S-1 0.353 0.186 . 1.89 1.765
S-2 0.208 0.105 1.9 1.040
S-3 0.216 0.109 1.88 1.080
S-4 0.177 0.092 1.9 0.885
TR- AILESI
TR-1 0.263 0.149 1.76 1.315
TR-2 0.120 0.063 1.9 0.6
TR-3 0.220 0.119 1.84 1.1
TR-4 0.153 0.086 1.77 0.765
TR-5 0.114 0.066 1.72 0.570

Frajil X sendromlu ailelerin tiim bireylerinin blotting ve
hibridizasyon sonrasi otoradyografi sonuglar: ile sitogenetik olarak
bulunmus frajil X (%) oranlari, bireylerin pre, full ve mozaik mutasyon
tipleri ve zeka diizeylerini iceren veriler, her aile ig¢in diizenlenmisg
olan tablolarda ve sekillerde goriilmektedir. (Tablo3-7)
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1) A ailesi ile ilgili veriler
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Sekil 10- A ailesinin blotting ve hibridizasyon sonrasi otoradyografik sonuclar

Tablo 3- A ailesinin direkt DNA analizi sonuglarn ve ailenin diger verileri ile
arasindaki iligkileri.

A-Ailesi Cinsiyet Kusak Fra (X) Mutasyon Zeka
Bireyleri Kromozom Pre Full Moz.
% kb
Al E 1 - - Normal
A2 K 1 8 6.2 Normal
A3 E 2 8 6.6 Geri
A4 E 2 13 6.6 Geri
A5 K 2 - 6.0 4.0 Normal
Ab K 2 13 6.2 Hafif
AT E 2 3 6.6 Geri
A8 E 2 8 6.6 Geri

* Full mutasyonlardaki CGG triniikleotid tekrarlarinin arti;i 5.2+A = 0.8-1.4 kb
arasindadir. E; Erkek , K; Kadin , pre; premutasyon, full; full mutasyon, moz;
mozaik mutasyon,**AS5; Mozaik mutasyon tasiyicisi
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2) Y ailesi ile ilgili veriler
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Sekil 11.Y Ailgsinin blotting ve hibridizasyon sonrasi otoradyografik sonuglar.

Tablo 4.Y Ailesinin direkt DNA analizi sonuglart ve ailenin diger wverileri
arasindaki iliskileri.

Y-Ailesi Cinsiyet Kugak Fra (X) Mutasyon Zeka
Bireyleri Kromozom Pre Full Moz.
% kb
Y1 E 2 - - Normal
Y2 - K 2 2 6.1 Normal
Y3 E 3 7 8.0 Geri
Y4 E 3 32 8.0 Geri
Y5 K 2 2 6.2 Normal
Y6 E 2 16 7.5 Geri
Y7 K 2 3 6.1 Normal
Y8 K 1 2 6.0 Normal

* Full mutasyonlardaki CGG triniikleotid tekrarlarimn artisi 5.2+A=0.8-2.8 kb
arasindadir. E;Erkek, K;Kadin pre;premutasyon, full;full mutasyon, moz; mozaik
mutasyon.
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3) B Ailesi ile ilgili veriler
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Sekil 12. B Ailesinin blotting ve hibridizasyon sonrasi otoradyografi sonuglar1.

Tablo 5. B Ailesinin direkt DNA analizi sonuclari ve ailenin diger verileri
arasindaki iligkileri.

B-Ailesi Cinsiyet Kusak Fra (X) Mutasyon Zeka
Bireyleri Kromozom Pre Full Moz.
% kb
Bl E 3 20 7.1 Geri
B2 K 2 3 7.1 Hafif
B3 E 2 - - Normal
B4 E 2 - 3.0 Normal
BS K 2 - 3.0 Normal
B6 K 1 2 3.0 Normal

*Full mutasyonlardaki CGG triniikleotidlerinin artigt 5.2+A=1.9 Kkb'dir.
*Premutasyonlardaki CGG artist 2.8+A=0.2 Kb'dir.
E; Erkek, K; Kadin, pre; premutasyon, full;full mutasyon, moz;mozaik mutasyon.
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4) § Ailesi ile ilgili veriler
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Sekil 13. § Ailesinin blotting ve hibridizasyon sonrasi otoradyografi sonuclar.

Tablo 6. § Ailesinin direkt DNA analizi sonuglari ve ailenin diger verileri
arasindaki iliskileri.

S-Ailesi Cinsiyet Kusak Fra (X) Mutasyon Zeka
Bireyleri Kromozom Pre Full Moz.
% kb
S E 2 13 6.8 Geri
S2 K 2 2 6.3 Normal
S3 K 1 2 6.3 Normal
S4 E 1 - - Normal

*Full mutasyonlardaki CGG triniikleotidlerinin artisi 5.2+A=1.1-1.5
kb arasindadir.
E;Erkek, K; kadin, pre; premutasyon, full; full mutasyon, moz; mozaik mutasyon.
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5) TR Ailesi ile ilgili veriler
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Sekil 14. TR-Ailesinin blotting ve hibridizasyon sonrasi otoradyografi
sonuglari.

Tablo 7. TR Ailesinin direkt DNA analizi sonuglann ve ailenin diger verileri
arasindaki iliskileri

TR-Ailesi Cinsiyet Kusgak Fra (X) Mutasyon Zeka
Bireyleri Kromozom Pre Full Moz.
o kb
TR1 E 1 - - Normal
TR2 K 1 5 6.3 Normal
TR3 E 2 18 6.4 Geri
TR4 K 2 16 6.3 Hafif
TRS K 2 2 6.4 Geri

*Full mutasyonlardaki CGG triniikleotidlerinin artisi  5.2+A=1.2-1.3 kb
arasindadir.
E; Erkek, K; Kadin, pre; pre mutasyon, full; full mutasyon.
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Bu sonucglara gore normal erkekler 2.8 kb, normal disiler ise 2.8
kb ve 5.2 kb'lik fragmentler gosterdiler. Bunlardan 2.8 kb olan
fragment Eagl enzimi ile kesilen, metillenmemis DNA bulunan aktif X
kromozomuna, 5.2 kb'lik fragment ise Eagl ile kesilmeyen, sadece
EcoRI kesim araliklarini iceren,metillenmis DNA bulunan inaktif X
kromozomuna ait fragment olarak goriildi. Normal tasiyici
erkek(NTM)(B4) ve premutasyon tasiyict disilerde (B5 ve B6)
2.8+A=3.0 kb (A=0.2 kb CGG triniikleotid artis1) fragment belirlendi.
Klinik olarak hasta ve sitogenetik olarak frajile X pozitif olan erkek ve
disilerin hepsinin 6.0-8.0 kb arasinda defisen (A=0.8-8.0 kb) full
mutasyon tasidiklar1i goriildii.

Sitogenetik olarak negatif, zekasi normal olan disi birey AS5'in
direkt DNA analizinde 2.8 kb'lik normal fragmentle birlikte, 6.0 kb ve
4.0 kb iki fragment tagidigi ve mozaik mutasyon gosterdigi saptandi.
Hasta erkeklerin annelerinin hepsinin full mutasyon tasiyicis1 oldugu
ve anormal derecede metilasyon gosterdikleri tespit edildi.. Full
mutasyonlu erkeklerin tiimi agir zeka gerisi iken, premutasyonlu
erkek ve disilerin normal zekaya sahip olduklar1 goriildii. Mozaik
mutasyon hari¢, full mutasyon tasiyan disilerin hepsi sitogenetik
olarak pozitif ve zekalar1 normal, ancak iki disi bireyin hafif zeka
geriligine sahip olduklar1 goriildii. Full mutasyonlu erkeklerde frajil X
goriillme orani bir kiside %3(A7), digerlerinde % 8-32 arasinda iken,
digilerde genelde %2-3, %8 ve 16 arasinda degistigi belirlendi.
Ailelerde kusak sayis1 arttikca sitogenetik ifadenin ve CGG
triniikleotid tekrarlarinin artis egilimi goézlendi.



TARTISMA

Frajil X sendromu, kalitsal zeka geriliginin en genel
nedenlerinden biri oldugundan, son yillarda hastaligin dogum Oncesi
ve sonrasi tanisi biiyiik ©Onem kazanmistir. Son bes yila kadar
olgularin teshis edilmesi ile ilgili kullamilan tek yontem 6zel kosullu
sitogenetik yOdntemler olmustur. Bugiin sitogenetik olarak
¢Oziilemeyen olgularda ve prenatal tanida giivenilir sonuglarin elde
edildigi degisik molekiiler yontemler kullanilmaktadir (79,82-84).

Frajil X sendromunun teshisi ve ailesel gegisinin incelenmesinde
en etkili molekiiler yontem Rousseau ve arkadaslarmin 1991 yilinda
Frajil X sendromlu 63 ailede mutasyonlar1i saptamak igin
tanimladiklar1t EcoRI ve metilasyon sensitif enzim olan Eagl
enzimlerinin ikili enzim kesimi, Southern blot transferi ve mutasyona
O0zgiil StB12.3 probunun kullanildigi yontem olmustur(79). Bu yontem
mutasyon tipini ortaya koyarken, ayni1 zamanda Eagl enziminin
metilasyona sensitif olmas: ile de mutasyonun nedeni olan CGG
tekrarlarinin metilasyona ugrayip ugramadiklarini ve fenotipe
yansimalarini ortaya c¢ikarmaktadir(68-80). Frajil X sendromlu
ailelerin tiim bireylerinde yapilan caligsmalarla, aile {iyelerinin normal,
pre, full ve mozaik mutasyonlar1 belirlenmistir(67-80). Tejada ve
arkadaglar1 sitogenetik olarak incelemis olduklari 11 frajil X
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sendromlu ailenin 123 bireyinde ve 8 kontrolde, StBl2.3 probunu
kullanarak yaptiklar1 direkt DNA analizlerinde, 5 mozaik birey, 21 full
mutasyonlu olgu saptamislardir. Sitogenetik olarak % 2-47 oraninda
frajil X pozitif olan disilerde full mutasyon gozlenirken, % 1 frajil X
pozitif bulunan bir diside premutasyon gozlemislerdir (73). Yine,
Vaisanen ve arkadaslar1 1994 yilinda StB12.3 probu, EcoRI+Eagl ikili
kesimi ile yaptiklari 27 frajil X sendromlu olgunun ailelerinde 282
kisi incelemisler, pre, full ve mozaik mutasyonlarin klinik ile
korelasyon gosterdigini, lic kusakli bir ailede de premutasyondan full
mutasyona gecisi ve bu mutasyonlarda sitogenetik ifadenin
degiskenligini ortaya koymuslardir (76).

Rousseau ve arkadaglari 1994 yilinda, 14 merkezin sonuglarini
yayinlayarak populasyon c¢aligmalarinin Onemli olacagini ortaya
koymuslar, genel populasyonda frajil X premutasyonunun yaklasik %
0.9 olabilecegini ileri siirmiiglerdir. Ayrica klinik, sitogenetik ve
molekiiler bulgular arasinda tam bir korelasyon bulmuslardir (78).

Calismamizda daha Once sitogenetik olarak analizleri yapilmig
frajil X sendromlu 5 ailenin 16 erkek, 15 disi toplam 31 bireyinde,
laboratuvarimizda degistirerek uyguladiimiz DNA izolasyon yontemi,
EcoRI ve Eagl enzimleri ile ikili kesim, Southern blot ile transfer ve
FMR-1 genindeki CGG tekrarlarinin artisini saptayan StB12.3 probu
kullanarak incelemeler yapildi. Ailelere ilave 4 erkek birey kontrol
olarak kullanildi. StB12.3 probu ile elde edilen full mutasyonlar ile
hasta erkekler arasinda "full mutasyon ile zeka geriligi arasinda %
100" tam korelasyon bulunurken, full mutasyon tasiyan disilerin 11
tanesi (% 73.3) normal, 3 tanesi (% 20) hafif zeka gerisi , 1 tanesi (%
6.7) agir zeka geriligine sahipti. Bu sonuclar Macpherson ve
arkadaslarinin 33 frajil X sendromlu ailede, StB12.3 probu kullanarak
elde ettikleri sonuclarla karsilastirildiginda full mutasyonlu
erkeklerin hepsinin hasta, onlardan da ancak full mutasyon tasiyicisi
disilerin % SO sinin zeka gerisi oldugu goriilmektedir(74). Bizim
bulgularimizda, full mutasyonlu disilerde goriilen zeka geriligi
oraninin (% 26.7) diisiik olmasi Ornek sayisinin az olmasindan



38

kaynaklanabilir. Ancak genel calismalarin sonuglarindaki 1/3 zeka
geriligi oranina uygun gorilmektedir.

B ailesinde normal zekali, premutasyon tasiyan anne olan B6'min
2 kiz 2 erkek cocugu bulunmaktadir. Premutasyonlu B4 erkek(NTM)
ile premutasyonlu kiz kardesi B5'in fenotipleri ve zekalar1 normal
iken, yine premutasyon tasiyan kiz kardegleri B2'nin fenotipik olarak
normal fakat hafif zeka geriligine sahip oldugu goriilmiistir. B2'nin
erkek c¢ocugunda (B1l) ise full mutasyon ve agir zeka geriligi
saptanmigtir. Sitogenetik  ve molekiiler tekniklerle bulunan sonuglar
karsilagtirildiginda B3, B4 ve BS' de fraXq27.3 sitogenetik olarak
gozlenmemistir. En yiiksek oran ise B1 full mutasyonlu olguda
bulunmaktadir (Tablo 5). Bu sonug¢lar FMR-1 geninin 5' ucunda birinci
ekzonda yer alan CGG tekrarlarinin  amplifikasyonla arttigini ve
insitabilite gosterdigini, pre ve full mutasyonlarda metilasyon
derecesinin degisik oldugunu ve fenotipi nasil etkiledigini ortaya
koymaktadir. B-Ailesinin bu kalitim bicimi, Sherman paradoksu
ikilemi ile uygunluk gdstermektedir.

A-Ailesinde mozaik mutasyon(6.0 kb ve 4.0 kb ) tasiyan A5 disi
bireyi, sitogenetik olarak negatif olup, normal zekaya sahip
bulunmaktadir. 6.2 kb full mutasyonu tasiyan anne(A2) normal
zekali, %8 frajil X kromozomlu iken, ayni biiylikliikte fragment tasiyan
kiz kardeg(A6)'de ise hafif zeka geriligi ve %13 frajil X kromozomu
gozlenmistir. Zeka geriligi olan A7'de ise % 3 frajil X kromozomu
bulunmusken, full mutasyon saptanmistir. Bu sonucglar sitogenetik
oranlar ile molekiiler sonuc¢larin uyumsuzlugunu acikca
gostermektedir. Sadece molekiiler bulgular ile fenotip
degerlendirildiginde ise, aile icinde CGG tekrarlarinin metilasyona ve
amplifikasyona bagli olarak fenotipi etkiledigini gostermektedir. FMR-
1 genindeki CGG tekrarlarimin artisy ve artiga baglhi olarak CpG
adalarinin metilasyonunun artmasi, FMR-1 geninin {irlinii protein
FMRP'nin transkripsiyonunun azalmasi veya olmamas: ile paralellik
gosterdigine iligkin c¢aligmalar yapilmistir(49-51,85-87). Calistigimiz
ailelerde aile i¢i ve aileler arasinda benzer biiyiikliikte mutasyon
tasiyan bireyler arasindaki fenotipik farkliliklar, CpG adalarinin
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metilasyon farklilig: dolayisiyla FMRP'nin bozulan
transkripsiyonundan kaynaklanabilir.

Frajil X kromozomunun biitiin metafazlarda bulunmayisi ve
cinsiyete bagli farkliliklar gostermesi tam olarak aciklanamamuistir.
Ancak, erkeklerde bir tane X kromozomu bulundugundan genellikle
oran yiiksek bulunmaktadir. Bizim ailelerimizde de, aile i¢ci ve aileler
arasinda cinsiyet ve frajil X eképresyonu arasinda ters bir korelasyon
gozlenmistir. Genelde full mutasyonlu erkeklerde frajil X %'si yiiksek
iken, full mutasyon tasiyicist disilerde diisiik bulunmustur. Bu
bulgular, daha  Once yapilan caligmalarla  paralellik
gostermektedir(8,9,20).

Molekiiler calismalari baslatmamiza neden olan Y ailesinin Y2
bireyinin daha Once frajil X sendromlu bir oglu olup kendisi tasiyici
oldugundan, bagka bir kentte ve merkezde, amniyosentez ile prenatal
taniya gidilmis, 70 metafaz analiz edilmis ve sonuglar normal olarak
degerlendirilmigtir. Aile, tiim endiselerine ragmen, sitogenetik
belirlemeler geciktiginden, hamilelik de ilerlediginden doguma karar
vermistir. Dogum sonrasi bizim laboratuvarimiza bagvuran ailenin bu
gocuf;unda % 32 oraninda frajil X kromozomu saptanmistir. Direkt DNA
analizinde bu bireyin 8.0 kb fragmentle full mutasyon tastyicisi
oldugu belirlenmistir. Bugilin prenatal tanida artik molekiiler ydntem
kullanilmaktadir (88-92). Ayrica premutasyon tasiyan erkek de
sitogenetik olarak negatif bulunabilmektedir(78). B-Ailesinden NTM
B4 ve BS5 sitogenetik olarak negatif, anneleri B6, %2 pozitif olarak
gbzlenmistir (Tablo 5). Incelenen metafazlarda frajil X kromozomunun
goriilme yiizdesi, frajil X kromozomu tasiyan bireyin cinsiyetine,
yasina ve elde edilen kiiltiir ortamlarinin icerigine, pH'sina, hatta
yaymaya gore degisebilmektedir (8,9,20). Kullanilan kiiltiir
ortamlarinin ve kromozom elde etme yOntemlerinin aymi olmasina
karsin, olgularimizda gorillen % frajil X oranlarinin degisken olmasi,
bu kosullardan bir yada birkacinin etkisinden olabilir. Bu sonuglar aile
calismalarinda sitogenetik yoOntemlere ilave molekiiler ydntemlerin
kullanilmas: gerektigini gostermektedir.
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Aile icindeki bireylerin bulunduklari kusaklara bakildiginda,
genellikle ayni: kusakta yer alan bireylerde, CGG tekrarlarinin
ariginda aym1 ve yakin oran gozlenirken, kusaklar arasinda farkli
oldugu goriilmektedir. Ozellikle, ii¢ kusakli olan Y ve B-Ailelerinde
birinci kusaktan iiclincii kusaga olan geciste CGG tekrarlarinin
arisinda Onemli farkhiliklar vardir.(Tablo 4, 5). Olgiim sapmalar
olabilecegi gibi, belirgin farkliliklar g&zlenmektedir. Yapilan linkaj
analizi ¢aligmalarinda, kusaklardaki bu CGG tekrarlarindaki artigin esit
olmayan kross over mekanizmas: ile gerceklestigi goriisii ortaya
¢ikmistir (36,38). Stabil olmayan CGG tekrarlarimin artisinda veya
delesyonunda , her 10 CGG tekrarindan sonra 0-3 tane bulunan AGG
sekanslarimin 6nemli rol oynayabilecegi ileri siiriilmektedir (93-95).
Bu instabilite nedeniyle 17 ekzonu bulunan FMR-1 geninin, alternatif
kirpilmalar yaptig1, buna bagli olarak defekt protein iiretebilecegi
gozlenmigtir (47,49). Protein, mRNA veya dizi analizleri yapildiginda,
bizim olgularimizdaki klinik ve mutasyonlar arasindaki iliski daha
saghkli tartigilabilecektir.

FMR-1 geninde, CGG tekrarlarinin artiglarindan bagka, bu genin
dahil oldugu boélgenin delesyonlarinin da frajil X sendromuna neden
oldugunu gosteren caligmalar yapilmistir (55-63). FMR-1 geninin
bulundugu FRAXA(Xq27.3) lokusuna yakin farkli iki frajil bélge;
FRAXE(Xq28) ve FRAXF(Xq27.3-q28) tanimlanmis, bunlardan
FRAXE'nin orta derecede zeka geriligi ile ilgili geni tagiyabilecegi, GCC
tekrarlarindan olustugu ancak kesinlik kazanmadigi bildirilmigtir
(10,12,96,97).

Frajil X sendromu ile ilgili ailesel ve populasyon ¢aligmalar:
arttikga, sendromdan sorumlu genin yapisi, fonksiyonu, ¢aligma
mekanizmasi, {riini ve gorevleri hakkinda daha ¢ok bilgi
edinilecektir. FMR-1 genindeki CGG tekrarlarinin polimorfik olmasi,
toplumlarin bu gen acisindan taramalar yaparak risk grubunu
olusturan premutasyonlu bireyleri belirlemeleri zorunlulugunu ortaya
¢ikarmaktadir. Diinya'da, bu konuda yogun calismalar baglatidmistir
(98-107).
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Sonu¢ olarak, bulgularimizin frajil X sendromunun molekiiler
diizeyde incelenmesi icin baslangic olmasinda, arastirmada
kullanilacak yo6ntemin belirlenmesinde, su anda sendromu tagiyan
ailelerde mutasyonlar:1 belirleyerek takibe alinmasinda, genetik
danisma vererek bilgilendirmede, Ornek sayisinin az olmasina ragmen
Diinya literatiirine uygunluk gostermesi ve toplumumuz hakkinda
bilgi verici olmasi bakimindan 6nemli oldugu diisiincesindeyiz.



OZET

Frajil X sendromu, ailesel zeka geriliginin en genel nedeni olup,
FMR-!l geninin S'ucunda UTR bdlgesinde stabil olmayan CGG
tekrarlarinin artisi ile karakterize bir sendromdur. Frajil X sendromlu
5 ailenin 16 erkek ve 15 disi toplam 31 bireyinde DNA izolasyonu,
EcoRI ve Eagl ikili enzim kesimi, Southern blot ve FMR-1 genindeki
CGG artisin1 tespit eden StBl2.3 probu kullanarak hem CGG
tekrarlarinin uzamasi hemde CpG adasinin metilasyon durumunu
belirlemek icin molekiiler caligmalar yapildi. Sonucta, full mutasyon
(A=0.8-2.8 kb) tasiyan 10 erkek, agir mental retardasyon ile % 100
korelasyon gosterirken, " full mutasyon tasiyan disilerin 11(%73) )'nin
normal, 3(% 20) iiniin hafif ve 1(% 6.7) nin de agir olmak iizere farkli
zeka diizeylerine sahip olduklari belirlendi. Bir disi bireyde mozaik
mutasyon(6.0 ve 4.0 kb) bulundu, ancak zekasinin normal oldugu,
frajil X kromozomu tasimadigi gorildii. Ayni1 aileden 3 liyenin
premutasyon (A =0.2kb) tasidifi, bunlardan annenin % 2 oraninda
frajil X tasidig1 saptandi. Ayrica, Ozellikle 3 kusakli ailelerde olmak
iizere kusaklar arasinda CGG tekrarlarinin arttigi gozlendi.

Bulgularimizda, da goriildigii gibi, klinik bulgulari frajil X
sendromuna uyan bireylerle, frajil X sendromlu ailelerde sitogenetik
olarak negatif olan bireylerde, kesinlikle direkt DNA analizinin
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yapilmasinin zorunlulugu ortaya c¢ikmaktadir. Bu teknik sitogenetik
olarak tam belirlenemeyen, klinigi degisebilen tasiyici digi, mozaik ve
NTM'lerin gosterilmesi icin 6nemlidir. Frajil X sendromunun prenatal
tanisinda, amniyosentez'den sonra, koryon biyopsisinde de rutin
olarak yapilan direkt DNA analizi sonuclarinin, sitogenetik
analizlerden daha giivenilir oldugu ortaya c¢ikmistir.



SUMMARY

Fragile X syndrome which is the most common cause of familial
mental retardation is a syndrome characterized with the increased of
an unstabile repeated CGG trinucleotide seqeunce in the 35’
untranslated region of the FMR-1 gene. We have screened among 31
members(16 males and 15 females) of 5 families with fragile X
syndrome by direct DNA testing of FMR-1 locus for the determination
of both size of CGG repeats expansion and methylation status of the
CpG island using EcoRI and Eagl double digestion, Sourthern blotting
and StB12.3 probe that detects the CGG repeats. As a conclusion while
10 males with full mutation( A=0.8-8.0 kb) had severe mental
retardation with 100% correlation, it was determined that females
carrying the full mutation with different mental status whose of
11(73%), 3(20%), and 1(6.7%) had normal, borderline and severe
mental retardations, respectively. Mosaic mutation (6.0 and 4.0) has
been found in a female with normal mentality, not carrying fragile X
chromosome. Three members of the same family had the
premutation( A =0.2 kb) and one of them was mother who had 2%
fragile X chromosomes. Also, we have observed increasing of CGG
repeats between the generations, especially in families with three
generation
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As seen our results, if the probands have the clinical findings
relevant to frajil X syndrome or members of families with fragile X
syndrome are cytogenetically negative, it has been arisen that direct
DNA analysis should do in these cases certainly. Direct DNA analysis
is particularly important for diagnosing the uneffected -carrier
females, mosaic cases and NTMs. In prenatal diagnosis of fragile X
syndrome, it was shown that the results of direct DNA analysis which
can be routinely carried out using a chorionic villus sample as well as
amnionsentesis are more reliable than cytogenetic method.
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