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OZET

Frajil X Sendromu (FXS) (OMIM 300624); mental retardasyonlarnn etmenleri arasinda Down
sendromundan sonra ikinci sirada, ailesel mental retardasyonlar i¢inde ise birinci sirada ver
almaktadir. Toplumda ki siklig1 erkeklerde yaklagik 4000'de 1 ve kadinlarda yaklagik 8000'de 1
oldugu bilinmektedir. Hastaligin %98-99'u X kromozomu iizerinde yer alan Frajil X Mental
Retardasyon 1 (FMRI) genin 5' ucunda translate olmayan bolgesindeki (UTR) CGG (sitozin,
guanin, guanin) tekrarmin genislemesinin ve anormal metillenmesinin nedenidir. %1-2'si ise
gendeki delesyonlar ve nokta mutasyonlar olusturur.

FXS'nda klinik bulgular mental retardasyon, belirgin kulaklar, uzun ince bir yiiz, davranig
bozukluklari, pubertal donemden itibaren makroorsitizm ile karakterizedir.

FXS'dan sorumlu gen Xq27.3% lokalize edilmis FMRI adi verilen 38 kb biiyiikkligiinde ve 17
ekzon igeren bir gendir. Gen, 5’ ucunda CpG metilasyon bolgesi ve birinci ekzon'un translate
olmayan kisminda CGG igli tekrarlan igerir. Yaklagik 4.4 kb buyikligindeki mRNA 70
kDa'luk bir protein sentezler. FMR1 proteini (FMRP) cesitli dokularda ifade edilen ve ndronal
ve zihinsel gelisimi i¢cin gerekli, mRNA baglayici bir proteindir.

CGG tekrar uzunluklan ~5 - ~44 arasinda olan bireyler normaldir yani etkilenmemiglerdir, ~45
- ~54 arasindaki tekrarlar "gri bolge" denir, ~55 - ~200 arasinda olan bireyler premutasyon yani
FXS tagiyicisidir. Premutasyon bayanlarda olursa bir sonraki jenerasyona aktarilirken mayoz
bolinme esnasinda CGG dizileri artarak bireye gecer " buna antisipasyon denir” bu sekliyle bu
sendromun kalitimi diger X'e bagh kalittimli hastaliklardan farkli kilar. 200 ve tzeri CGG
tekrar olan bireyler ise full mutasyon olarak siniflandirilir ve FXS ile iligkilendirilir.

Bu ¢alismada, FMR1 Sizing PCR (ABBOTT) ve SNP DETECTIVE FRAGILE X (GML) kitleri
kullanilarak FXS'ma neden olan FMR1 genindeki CGG triniikleotit sayis1 ve metilasyon durumu
incelendi ve vag ortalamasi 7.5 olan 50 ¢ocuktan 40 erkek g¢ocugun %15'mmde full mutasyon,
%2.5'inde premutasyon, ve 1 erkek cocukta ise size mozaisizmi bulunmustur. Toplam 9 kiz
gocugunun %l1.11'inde full mutasyon gorilmistir. Full mutasyonlarin hepside metillenmig
olarak bulundu.

Anahtar kelimeler: FMR1 Geni, Frajil X Sendromu, Xq27.3, Mental Retardasyon, CGG iiglii
tekrarn
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IDENTIFICATION OF MUTATIONS WITH INCREASED NUMBER OF
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Supervisor: Prof. Dr. Munis DUNDAR

ABSTRACT

Fragile X Syndrome (FXS) (OMIM 300624) ranks in second place, after Down syndrome,
among the factors of mental retardation and ranks first in familial mental retardation. It is seen
about 1 in 4000 among men and 1 in 8000 among women. The fragile X mental retardation 1
(FMR1) gene at the 5' non-translated region (UTR) CGG (cytosine, guanine, guanine) repeat
expansion and abnormal methylation are the cause for 98-99 % of the disease on X
chromosome while 1-2% are due to deletions and point mutations in the gene forms.

Clinical findings of FXS are characterized by mental retardation, prominent ears, a long, thin
face, behavior disorder, and macroorchidism since puberty.

The gene responsible for FXS is called FMR1, which is localized on Xq27.3 and 38 kb in size,
and comprised of 17 exons. The gene, which is at the 5' region and the first exon of CpG
methylation in non-translated portion, includes CGG triplet repeat. mRNA in size of
approximately 4.4 kb synthesizes 70 kDa protein. FMR1 protein (FMRP), which is expressed
in various tissues required for neuronal and mental development, is an mRNA binding protein.

CGG repeat length of ~ 5 - ~ 44 is considered normal, meaning that individuals are not
affected, while repeat length of ~ 45 - ~ 54 is called as "gray zone" . Individuals with repeat
length of ~ 55 - ~ 200 are thought to have premutation, meaning that they are FXS carriers. If
premutation occurs in women during meiosis division, then it is transferred to the next
generation of individuals through increased CGG sequences. This is called "anticipation".
This form of inheritance makes this syndrome different from other inherited X-linked diseases.
Individuals with 200 or more CGG repeats are classified as people with full mutation and are
associated with FXS.

In this study, by using FMR1 Sizing PCR (ABBOTT) and SNP DETECTIVE Fragile X (GML)
kits, CGG trinucleotide number and methylation status in FMR1 gene, which cause FXS, were
examined. Out of 50 children with a mean age of 7.5, 15% of 40 boys had full mutation, 2.5%
of them had premutation, and mosaicism was found in one boy. Full mutation was observed in
11.11% of 9 girls in the study. All mutations were found to be fully methylated.

Keywords: FMRI1 gene, the Fragile X Syndrome, Xq27.3, Mental Retardation, CGG triplet

repeat
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1. GIRIS ve AMAC

Frajil X Sendromu (FXS) (OMIM 300624); X kromozomu {izerinde yer alan Frajil X
Mental Retardasyon 1 (FMRI) genin 5' ucunda translate olmayan bolgesindeki (UTR)
CGG (sitozin, guanin, guanin) tekrarinin geniglemesinin nedenidir (1,2). FXS mental
retardasyonlarin etmenleri arasinda Down sendromundan sonra ikinci sirada, ailesel
mental retardasyonlar i¢inde ise birinci sirada yer almaktadir. Toplumda ki siklig
erkeklerde yaklagik 4000 de 1 ve bayanlarda yaklagik 8000 de 1 oldugu bilinmektedir.
(3, 4, 5, 6, 7). Hastalarin %99-98'de CGG tekrarin geniglemesi sebebiyle ve %1-2 'lik
kisminin ise nadir bildirilen tek nokta mutasyonlarin ve genetik varyasyonlarin FXS

neden oldugu bildirilmistir (8, 9, 10).

FXS o6zgiin klinik bulgulart; zayif goéz temast, el ¢irpma ve el 1sirma gibi otistik
davraniglarla 6zgiin mental retardasyon, makroorsidizm, belirgin kulaklar, uzun yiiz,
one dogru cikik c¢ene ve eklemlerde hiperekstansibilitedir. Bu bulgular genellikle
cocukluk sonrast donemlerde daha belirgin hale gelir (11). Klinik bulgular bir ¢ok
mental retardasyon sendromlar ile benzerlik gosterdiklerinden dolay: ayirict tani igin

sitogenetik ve molekiiler genetik testler son derece 6nemlidir (12).

FXS'dan sorumlu gen Xq27.3'e lokalize edilmis FMRI ad1 verilen 38 kb buytikligiinde
ve 17 ekzon igeren bir gendir (13). Gen, 5’ ucunda CpG metilasyon bolgesi ve birinci
ekzon'un translate olmayan kisminda CGG ugli tekrarlar igerir (1, 2). Yaklasgik 4.4 kb
buyuklugindeki mRNA 70 kDa'luk bir protein sentezler. FMRI proteini (FMRP) gesitli
dokularda ifade edilen ve noronal ve zihinsel gelisimi i¢in gerekli, mRNA baglayici bir
proteindir (14). Bu sendromun sitogenetik bulgusu digik folatlh ya da folat
metabolizmasini inhibe eden maddelerle (methotrexate (MTX), fluorodeoxyuridine)

indiiklenmis hiicre kiiltiirlerinde Xq27.3 bolgesindeki frajil bolge ile iliskilidir (15).

FXS'lu hastalarda FMRI geni, molekiiler a¢idan farkliliklar gosterir. Bu farkliliklar;



CGG dizilerindeki artma ile bu tekrar dizilerinin, 250 bp proksimalinde bulunan CpG
adasindaki anormal metilasyonu (1, 2) ve ayrica nadir olsa da nokta mutasyonlar ve

genetik varyasyonlardir (8, 9, 10).

CGQG tekrarlan ~5 - ~44 arasinda olan bireyler normaldir yani etkilenmemisglerdir, ~45 -
~54 arasindaki tekrarlar "gri bolge" denir, ~55 - ~200 arasinda olan bireyler
premutasyon  (PM) yani FXS tastyicisidir. PM  bayanlarda olursa bir sonraki
jenerasyona aktarilirken mayoz bolinme esnasinda CGG dizileri artarak bireye geger "
buna antisipasyon denir" bu sekliyle bu sendromun kalitmi diger X'e bagli kalitimlt
hastaliklardan farkli kilar, PM erkekler de olursa bir sonraki jenerasyona normal yada
tekrar sayilarinin azalarak gegis gosterdigi bilinmektedir. 200 ve tzeri CGG tekrar
olan bireyler ise full mutasyon (FM) olarak siniflandirilir ve FXS ile iligkilendirilir
(16). PM ve FM disinda birde mozaik vakalar vardir, mozaik vakalarda zigot olustuktan
sonra PM halde bulunan hiicrelerden, biri veya bir boliimii mitoz sirasinda kararsiz hale
gegerse FM gelisir ve sonugta mozaik (PM / FM) bireyler olusur. Bu bireylerde fenotip
tlimlidir (17).

Dusik folathh ya da folat metabolizmasin1 inhibe eden maddelerle (MTX gibi)
indiikklenmis hiicre kiltirlerinde Xq27.3 bolgesindeki (FRAXA) frajil nokta her
metafaz da gorilmemektedir. Bu bolgede yer alan folik asit yokluguna duyarli diger
frajil bolgeler (FRAXD, FRAXE ve FRAXF), sitogenetik taniy1 giiglestirmektedir (18).
Ayni zamanda premutasyon tasiyicilarinda sitogenetik inceleme yetersiz kalmaktadir
(19). Cunkt; CGG tekrar sayist 200'den biuyik oldugunda sitogenetik olarak frajil
bolgenin gozlendigi bilinmektedir. Frajil bolgenin olusumuyla ilgili olarak ileri siiriilen

bir hipoteze gore, indiiklenen kiiltiir sartlarinda frajil bolgenin replikasyonu
giclesmekte ve bu segmentteki DNA eksik olarak replike edilmektedir. Bunun
sonucunda kromatin kondenzasyonu lokal olarak zarar gormekte ve sitogenetik frajil

bolge ortaya ¢ikmaktadir (20).

FXS'un prenatal tanisi, tagiyict tayini ve klinik tanisinda uygulanan DNA testi kisa
strede yapilabilmesi ve ekonomik olusu nedeniyle sitogenetik testten daha kullaniglidir.
Ayrica sitogenetik teste gore daha glvenilirdir. Cinki tasiyicilarda ve nadiren, CGG
sayisinin artmasina ragmen metilasyonun olmadig etkilenmis bireylerde sitogenetik

anomali (frajil X) gorilmez. Boyle kigiler ancak DNA testi ile belirlenebilir (21,22).



FXS molekiler tanist iki temel yontemle ile konulmaktadir. Bu yontemler Polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) analizi ve Southern blot analizidir. Southern blot analizinde
tekrar sayist ve metilasyon durumu aymi ¢aligmayla belirlenebilmektedir. Bu yontemde
metilasyona duyarli bir enzim kullanilarak metilasyona ugramis allel ile metile olmayan
allel ayirt edilebilmektedir. Ancak southern blot analizinde, PCR'a oranla daha ¢ok
DNA'ya gereksinim duyulmakta ve ayni zamanda bu teknik, PCR teknigine gore daha
zaman alict ve pahali bir yontemdir (23). Southern blotla, her buyuklikteki allel
givenilirlikle ¢aligilabilmekte ancak, artis sayist kesin olarak belirlenmemektedir (24).
PCR yonteminde ise tekrar bolgesine 6zgin primerler kullanilarak allellerin tekrar
sayist saptanabilmektedir. PCR reaksiyonun basarisi CGG tekrar sayisi ile ters
orantilidir. 15/15 PCR saykil yontemi ile 200 ve iuzeri tekrarlart daha net
gortilebilmektedir ve az miktarda DNA ile, kisa stirede ve ¢ok fazla maliyete gereksinim
duymadan, sitogenetik analize gore daha kesin ve PM, FM belirlemede kullanilan ideal
bir yontemdir. Bu yontemle tasiyict (PM) bireyler tespit edilebildiginden bu kisilerin
daha sonraki donemlerde g¢ocuk sahibi olma gibi bir durum séz konusu oldugunda
preimplantasyon genetik tan1 yontemiyle tamamen saglikli bir gebelik siireci gegirme

imkanlar1 mevcuttur.

FXS i¢in spesifik bir tedavi bulunmamaktadir. Bunun yerine tibbi tedavi, konugma
tedavisi, 6zel egitim, ugrast tedavisi ve spor caligmalari gibi uygulamalar, hastaligin
semptomlarini hafifletir (25). Bu yiizden erken tan1 konulmasi etkilenmis birey i¢in ¢ok
onemlidir. Ayrica bu testin yaygin olarak yapilmasi hatta evlilik 6ncesi, yeni dogan ve
prenatal tarama testlerinde yer almasi ve hastaliktan etkilenen ¢ocuklarin risk altindaki
akrabalara ve aileye genetik danigmalik verilerek bu hastaligin sikliginin azaltilmasi i¢in

gereklidir.

Bu nedenle c¢alismamizda; FXS o6n tanist ile gelen c¢ocuklarda molekiiler analizi
yapilarak t¢lu tekrar sayilarinin belirlenerek genetik danigmanlik verilmesi ve Tibbi

Genetik Anabilim Dalimizin bu eksikliginin kapatilmasi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. FRAJIL X SENDROMU VE TARIHCESI

FXS mental retardasyonlarin etmenleri arasinda Down sendromundan sonra ikinci
sirada, ailesel mental retardasyonlar i¢inde ise birinci sirada yer almaktadir (3). Mental
retardasyon, Amerikan Zeka Yetersizligi Birligi (American Association on Mental
Deficiency, AAMD) nin yaptigi tanimlamaya gore, gelisim doneminde meydana gelen,
uyumsal davranistaki bozukluklarla birlikte bulunan ortalamanin altindaki zeka iglevidir

(26).

Amerikan Psikiyatri Birligi (APA) tarafindan hazirlanan zeka bozuklarinin tanisal ve
istatistiksel mental bozukluklar kilavuzu, doérdincii baskisinda (DSM-1V), oOlgiit

kriterleri belirlenmistir.
Buna gore:

1. Ortalamanin 6nemli derecede altinda zeka islevselligi: Bireysel olarak uygulanan
Intelligence Quotient (IQ) testinde IQ degerinin yaklasik 70 ya da altinda bir zeka

seviyesinin olmasi.

2. lletisim, kendine bakim, ev yasami, toplumsal/kisiler arasi beceriler, toplumun
sagladig olanaklar kullanma, kendi kendini yonetip yonlendirme, okulla ilgili islevsel
beceriler, i3, bos zamanlar, saglik ve giivenlik gibi alanlardan en az ikisinde uyum ve

eszamanli yetersizliklerin ya da bozukluklarin olmasi.

3. Baglangicinin, 18 yagsindan once olmasi, kriterlerine gore her birey mental

retardasyon 6zelligi gosterir (27).



Mental retardasyon Wechsler zeka testi (1Q) puanlarina gore dort gruba ayrilir (Tablo
2.1) (26, 27).

Tablo 2.2. Mental Retardasyon Diizeyleri

Mental Retardar Diizeyi

Hafif mental retarde 50-55ile70

Orta mental retarde 35-40 ile 50-55

Agir mental retarde 20-25 ile 35-40

Ileri mental retarde 20-25 ile altinda olmasi

Insan populasyonunun yaklastk % 3 'iinii etkileyen yaygin bir rahatsizliktir (28). X
baglantili mental retardasyon (XLMR) erkeklerdeki mental retardasyonun yaklagik %
25'ni olusturur. XLMR'nin sikliginin erkeklerde 1.83/1000, tastyict kadinlarda 2.4/1000
oldugu tahmin edilmektedir. En az 95 XLMR tipi belirlenmistir. Bunun 70'den fazlasi
belirgin sendromlar olarak tanimlanmistir. Frajil X' in XLMR'nun % 40'n1 olusturdugu
varsayllmaktaydi (29). Daha sonraki arastirmaya gore, FXS, tim XLMR'nun % 15-
20'sini olusturmaktadir (28). Mental retardasyonlularin ¢ogunun erkeklerden olustugu
uzun zamandir bilinmektedir. Johnsonn 1897 yilinda Amerika'da mental retarde
erkeklerin kadinlara gore % 24 daha fazla oldugunu One stirmiis fakat buna yeterli bir

aciklama getirememigtir.

Ik olarak 1938 yilinda Penrose, erkeklerin kadinlara goére mental retardasyonun daha

fazla oldugunu o6ne stirmis ve belirlemistir (30).

1943 yilinda Londra'daki Queen Square Hastanesinde J. Purdon Martin and Julia Bell
XLMR gosteren mental retardasyon bozuklugunu (FXS) rapor etmiglerdi ve bu
bozukluga Martin ve Bell sendromu olarak tanimlamiglardir. Rapor edilen hastanin
birinde makroorsitizm ve hepsinde buyik yliz ve c¢ene vardi. Rapor edilen ailede
bulunan erkeklerden en az 9'u etkilenmis ve anne tarafindaki dedeler (2 erkek kardes)
etkilenmemislerdi. Martin ve Bell etkilenmis erkek ¢ocuklarin dedelerinin etkilenmemis

olmasinda baz1 baskilayici faktorlerin olabilecegi hipotezini 6ne surdiler (31, 32).



Lubs (1969), bir ailede ii¢ jenerasyonda da etkilenmis olan erkeklerde bir markir
kromozom (X kromozomunun uzun kolu, distal bolgesinde bir daralmig-kirilabilir

bolge) oldugunu belirlemistir.

Sutherland'in (1977) ¢aligmalarinda daha iyi bant elde etmek i¢cin medium 199 yerine F-
10 kultir medyumu kullandiginda, Frajil-X kromozomunu, gésterememesi onun folatin
kritik roliinii kesfetmesine yol acti. Sutherland ve arkadaslari, folat yoklugunda eksprese
olan frajil bolgeyi Xq27.3-q28 bolgesinde oldugunu tespit ederek X kromozom

tizerindeki kirkligr yani markirt agiklamiglar.

XLMR'nin bazi formlarinin makroorsitizm ile iligkili oldugu belirlenmis (33, 34, 35).
Biiyiik testislerde endokrin ve germinal fonksiyonlarin normal oldugu goézlenmistir.
Daha sonra, makroorsitizmin sitogenetik markir ile karakterize edilen XLMR'li bazi
aileler ile iligkili oldugu gosterilmig (36, 37). Biitiin bunlarin 1s181nda, Martin ve Bell
tarafindan orijinal olarak yayinlanan pedigri yeniden degerlendirilerek, makroorsitizm
ve X kromozomu uzerindeki sitogenetik markirin her ikisinin de birlikte bulundugu
gozlenmistir (38). Ik yayinlanan bu pedigrinin tanmimlanmasinda, X kromozomu
sitogenetik markir ile iligkilendirilen XLMR, Martin-Bell sendromu olarak
adlandirilmistir. Bu sendrom simdi genellikle FXS olarak tanimlanmakta ve tek
sitogenetik markir iligkisine uygun olan, frajil bolge olarak acgiklanmaktadir. Rutinde
FXS ile birlestirilen klasik karakteristik yiz gorinimi ile tanimlanan Martin-Beli

fenotipi adlandirmast kullanilmaktadir (30).

Glover (1981) ve Tommerup ve arkadaglari (1981) normal folik asit diizeyli medyuma
fluorodeoksiuridin (FUdR) kullanimi ile frajil noktanmin ekspresyonunun arttigini
gosterdiler. Blomquist ve arkadaglart (1982) normal kultirlere metotraksat (MTX)

ilavesi ile de ayn1 etkinin alindigini bildirdiler.

1983'te, Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP) analizleri ile baslayan
DNA incelemeleri frajil X ile G6PD ve hemofili B arasinda yakin bir baglanti oldugunu
gosterdi (39). Oberle ve arkadaslari (1991) RFLP analizlerinde en informatif markerin
StB probu oldugunu bildirdiler. 1988'de Thibodeau ve arkadaslart DXS51, F9, DXS98

ve DXS52 markirlan ile frajil X lokusu arasinda baglanti oldugunu gosterdiler.



Fryns (1982 ve 1984), Frajil X bdlgesinin, normal erkekler tarafindan kalitildigini
gosterdi. Johnson ve arkadaglar tarafindan (1991), ayni sekilde genig bir ailede normal

erkeklerden kalitilan, Frajil X sendromlu olgular bildirdiler.

1991 yilinda, Poustka ve arkadaslan Xq27.3'den telomere kadar olan bdlgeyi kapsayan,
12 Mb buyikluginde fiziksel haritayi tanimladilar.

Aymt yil Yu ve arkadaglann frajil bolgeyi igeren, iki prob hazirlayarak YAC
kiitiiphanesini taradilar. Frajil bolgeyi ve muhtemelen ilgili geni igerdigini diistindukleri,
275 kb uzunlugundaki insan DNA'sin1 igeren YAC" izole ettiler ve geni 15 kb'lik bir
dizide saptadilar. Buradan elde ettikleri 15 kb'lik bolgeyi EcoRI ile kestikten sonra, elde
ettikleri 5 kb'lik DNA pargasini izole ettiler. Bu parcay isaretleyip prob (pfxal) olarak
kullanarak, normal kisilerde ve FXS'lu kisilerde DNA dizisindeki yeniden
diizenlenmelerin, sadece FXS'lu kisilerde oldugunu gosterdiler. Bu yeniden
diizenlenmelerde, arastirma yapilan dizinin boyunda artmalar oldugunu ve aile i¢indeki

bireyler arasinda da boyutlarda farkliliklar oldugunu gosterdiler.

Oberle ve arkadaslart (1991) da aynt yil metilasyonun, muhtemelen CpG adasinda
oldugunu ve bunun CpG adasinin ait oldugu gen iiriiniinde eksiklige yol agtigi ve
bdylece hastalik fenotipinin ortaya ¢iktigini ileri siirdiiler. Iki probla (StB12.3, F33)
yaptiklan caligmada, bu CpG adasinin frajil boélgenin i¢inde ya da ¢ok yakininda
oldugunu gosterdiler. DNA'daki degisikliklerin, 550 bp'lik zengin GC igeren bdlgede
oldugunu agikladilar. Fenotipik olarak normal olan tastyici (transmiter) erkeklerde, 150-
509 bp uzunlugu oldugunu ve bunlarin bu par¢a uzunlugunu kizlarina hi¢ degismeden
veya ¢ok kiiciik degisiklerle kalitildigini bildirdiler. Ayni gsekilde Vincent ve arkadaglan
(1991) ile Beli ve arkadaslart (1991) da frajil X geni yakinlarinda DNA metilasyonunda
artig oldugunu ve bu bolgelerde tekrarlayan CpG adalar1 oldugunu gosterdiler.

Verkerk ve arkadaglari, 1991 yilinda ilk kez FMRI genin cDNA'sint pozisyonal
klonlama ile izole ettiler ve Frajil Bolge Mental Retardasyon (FMRI) terimini
kullandilar.



Richard ve Sutherland 1992'de yaptiklar galigmalarinda, Frajil-X sendromunda CGG
tekrar artig1, Kennedy hastaligi ile miyotonik distrofin de ise AGC tekrarlan oldugunu

ve bunlarin "dinamik mutasyon" 6zelligi tasidigint agikladilar.

Eichler ve arkadaglar1 1993 yilinda yaptiklan ¢aligmada, ekzon-ekzon PCR restriksiyon
analizi ile FMRI geninin toplam 38 kb'lik 17 ekzon'dan olustugunu gosterdiler.
Dizileme c¢aligsmalari ile de ekzon-intron sinirlarini belirlediler. Ayrica, FMRI'de

alternatif kirpilma gorilebilecegine dikkat ¢ektiler.

Ashley ve arkadaglari, 1993 yilinda yaptiklart ¢alismada, sicanda insan FMRI genine

homolog gen bdlgesini tanimladilar ve cDNA'sin1 izole ettiler.

2.2.  FRAJIL X SENDROMUNUN KLINIK BULGULARI

Mental retardasyon, belirgin kulaklar, uzun ince bir yiiz, davranig bozukluklari, pubertal
donemden itibaren makroorsitizm ile karakterize bu sendromun 6zelligi, olgularin disi
veya erkek olusu, erkeklerin premutasyon veya full mutasyon tagimalari ile yeni dogan,
prepubertal ya da post pubertal donemde bulunmalarina gore klinik bulgular degiskenlik

gosterir (40, 41, 42).

FXS'da gozlenen fenotipik ozelliklerin goriilme yiizdeleri Tablo 2. 2' de (43) ve sik
gozlenen 10 fiziksel 6zellik Tablo 2.3'de verilmektedir (44).

Tablo 2.2: FXS'da gozlenen fenotipik 6zelliklerin goriilme ytlizdeleri (43)

Fenotipik Ozellikler Goriilme Yiizdeleri (%)
Mental retardasyon 100
Disa cikik biiyiik kulak 95
Makroorsitizm (Biiyiik testis) 84
Diiz taban 83
Aile OykKiisii 74
Hiperaktivite 74
Dokunmaya tepki 63
Kisa dikkat 63
Hiperekstansibilite 58
Siirekli konusma 53
El sallama 47
Soluk mavi goz 42
Elini 1sirma 37
Goz goze gelememe 37




2.2.1. Hasta Erkekler

Mozaik ya da full mutasyon tastyicist erkek olgularin tiimiinde mental retardasyon s6z

konusudur.

Tablo 2.3: FXS'da sik gézlenen 10 fiziksel 6zellik (44)

I

Uzun, ince yiiz

Disa ¢ikik ve biiyiik kulaklar (>7 cm)

Genis bas cevresi

Yiiksek kavisli damak

Diiz taban

Hiperekstansibil parmak eklemleri

Cift eklemli basparmak yada basparmaklar
Elde nasirlar

Tek el cizgisi (sidney veya simian ¢izgisi)
Kalpte iifiiriim

2.2.1.1. Yenidogan Donemi

Frajil X sendromunun yeni dogan donemde tanist ¢ok zordur. Bu olgularin dogum
tartisitnin normal kardeslerine gore daha fazla ve bas g¢evresinin normalin istiinde
oldugu bildirilmektedir (45). Goz etrafindaki sislik ve hipotoni en Onemli diger
bulgulardir. Aynca, Frajil X yenidoganlarin yarik dudak, yumru ayak, konjenital kalga
cikigt ve fitik i¢in artmig riskleri oldugu ve bu bulgularin Frajil X sendromundaki bag
dokusu displazisi ile iligkili oldugu disinilmektedir (41). Frajil X pozitif bebeklerin
cogunda sinirlilik, kucaga alinmaya-dokunmaya asirt hassasiyet ve beslenme gig¢ligu

oldugu gozlenmigtir (11, 42).

2.2.1.2. Prepubertal Donemi

Puberte Oncesi erkeklerin fizik muayenesinde en dikkat g¢ekici Ozellik malforme
olmayan belirgin ya da biiylik kulaklar, her yastaki Frajil X erkeklerin yaklasik
%80'inde goriiliir fakat, kulak genisligi tanida daha saglikli sonug¢ verir ve anti helikal

kivrimin kaybolmasi ile bir gukurlagsma s6z konusudur (42). Uzun ve dar yiiz puberte
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oncesi bireylerde nadiren goriiliir. Metakarpoflangeal eklemlerde hiperekstansibilite sik
rastlanilan (%60) diger bir bulgudur (11). Genellikle tiim ligamentlerde anormal bir
gevseklik bulunabilir. Diiz tabanlik olgularin %50'sinden fazlasinda ve gogusteki hafif
bir pektus ekskavatus deformitesi ise %43 oraninda goriiliir. Deri biyopsilerinin

mikroskopik incelemesinde, anormal elastin fibril yapilarina rastlanmigtir.

Prepubertal donemdeki c¢ocuklarin 113 ‘'linde testis voliimii normalden fazladir.
Prepubertal erkeklerde anlamli bir makroorsitizmden bahsedilebilmek igin testis

voliimiiniin 4 ml' den fazla olmasi gerekir.

Epilepsi, hastalarin %20' sinde gozlenmesine ragmen, nedeni heniiz kesin olarak
bilinmemektedir. Serebellar vermis' deki defektin olgularda yaygin olarak goriilmesinin
etiolojisi de etken olabilecegi varsayilmaktadir. Ayrica serebellumdaki baglica
norotransmitter olan gamaaminobutirik asit'in GABA A reseptor subiinit geninin,
Xqg27.3'deki  frajil bolgeye yakin olarak bulunmast ve bazi epilepsilerin
patofizyolojisinde GABA noéronlarinin inhibisyon eksikliginin bulunmasi, Frajil X
mutasyonunun GABA A reseptdr subiinit geninin fonksiyonunu da etkiledigini

disindurmektedir (46).

Okul 6ncesi donemlerde daha hafif olan mental retardasyon puberte ve postpubertede
belirginlesir. Etkilenmig erkeklerde zeka diizeyleri 6grenme gii¢liigii olan normal zeka
diizeyinden agir zeka geriliklerine kadar cesitlilik gosterir. Rousseau ve arkadaglarinin
(1994) 274 full mutasyon tasiyan erkeklerde yaptiklari ¢aligmada olgularin %87' sinde

orta-agir derece zeka geriligi oldugu gozlenmistir.

Fiziksel bulgulara oranla davranig bulgulart prepubertal donemde tanida daha

yardimcidir.

Iki yas civari gocuklarda konusma geriligi ve hiperaktivite dikkat ceker ve aileler
genellikle bu nedenle doktora bagvururlar. Hiperaktivite daha ¢ok pubertal doneme ait
bir bulgudur ve ilerleyen yagla azalir. Konusma zorlayici, daginik, tekrarlayici,
kekeleyerek ve patlayici bir tarzdadir. Dokunmaya asirt duyarlilik, dikkat siiresi azligi,
huzursuzluk, zayif goéz kontagi, cekingenlik, sosyal uyumsuzluk, aglarken ya da

sinirlendiginde el 1sirma, el ¢irpma, utanma ve stereotipik hareketler gibi otistik
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bulgular yaygindir. Otistik bulgular pubertal erkeklerin 6nemli bir kisminda olmasina
ragmen otizm, Frajil X erkeklerin yaklagik %16'sinda goriiliir. Buna kargin otistik
erkeklerde yapilan Frajil X sendromu taramasinda, Frajil X sendromu %10 oraninda
saptanmistir. Bu nedenle, etiyolojisi bilinmeyen otizm veya mental retardasyon

olgularinin Frajil X sendromu agisindan degerlendirilmeleri 6nerilmektedir (11).

2.2.1.3. Postpubertal Donemi

Prepubertede gozlenen fiziksel bulgular bu donemde daha da belirginlesir. Kulaklar
biiyiik, alin yiiksek, ¢ene belirgin ve yiiz goriiniimii ince, uzun ve dardir. Buyuk belirgin
kulaklar ve olgularin %80'inde makroorsitizm goézlenir. Makrorsiti, postpubertal
donemde testikiiler volimtn 30 ml' den daha fazla olmasi ile tanimlanir (11). Tipik
olarak, yetigkin Frajil X erkeklerin testis voliimii 50-60 ml olmasina ragmen 100 ml'lik
testis voliimiine sahip hastalarda bildirilmistir. Makroorsitizm bu sendromda siklikla
goriilmekle birlikte 0zgiin bir bulgu degildir. Arastirmalar mental retardasyonlu
erkeklerde makroorsitizmin prevalansinin %29 gibi yilksek oranda oldugunu ve
makroorsitili erkeklerin sadece %4-27'sinin Frajil X pozitif oldugunu gostermistir.
Belirgin mental retardasyonu olan FXS'lu erkekler nadiren cocuk sahibi olurlar.
Makroorsitizm sekonder gelisen spermatogenezde azalma, malforme spermatitlerin

artig1 fertilitenin azalmasina yol agmaktadir (40, 11)

On sekiz yagin tizerindeki hastalarin %80'inde mitral valf prolapsusu ve %18-52' sinde
progresif olmayan hafif aort kokii dilatasyonu vardir. Bu bulgular bag dokusu displazisi

ve anormal elastin yapisi ile a¢iklanmaktadir.

Mental gerilik ve 6grenme giicligli bu donemde daha da belirginlesmistir ve etkilenmig
olgularin 1Q degerleri degiskenlik gosterir (47). Postpubertal donemde hiperaktivite
azaldigi i¢in Frajil X' 1i hastalar daha sakindir. Konugsma bozuklugu ve otistik

davraniglar bu donemde de gozlenir.

2.2.2. Tasiyic1 Erkekler

Premutasyon olan erkekler, normal zeka diizeyine sahip olup klinik olarak normaldir ve
kromozomal frajil bolge gozlenmez. Boyle klinik olarak normal hemizigot erkekler,

orijinal olarak "transmitting males" olarak adlandirilmaktadir (20)
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2.2.3. Hasta Kadmlar

Frajil X full mutasyon tasiyan kadinlar, ¢cok degisken fenotip gosterirler. Full mutasyon
tagtyan kadinlarin yaklagik % 50'sinde mental yetersizlik goriiliir. Frajil X full
mutasyonunu tagiyan, zeka geriligi goriilen kadinlarda, ayrica bir karakteristik
davranisin olmadig: belirlenmigtir. Etkilenmig erkeklerde goriilen benzer yiiz goriinlimii

mental retarde heterozigot kadinlarda da goriliir.

Full mutasyon tagiyan kadinlarda, full mutasyonun ekspresyonundaki degiskenligi
aciklayan bir hipoteze gore, mental retardasyonun derecesi X inaktivasyon modeline
baglidir: klinik olarak etkilenmis kadinlar, yiiksek siklikta frajil X mutasyonu tagiyan
aktif X kromozomuna sahiptirler (20, 48).

FXS i¢in heterozigot tek yumurta ikizi kizlardan biri mental retardasyon iken digeri
zihinsel olarak normal olan iki vaka rapor edilmistir. Ikizlerin her ikisinde de
sitogenetik olarak % 7 frajil X ekspresyonu goriiliiyor. Fakat normal olan kizda,
hiicrelerin sadece % 30'unda aktif X kromozomunun frajil oldugu, mental retardasyonlu

kiz kardeste ise hiicrelerin % 85'inde aktif X' in frajil oldugu belirlenmistir (20).

IQ'su 70'in altinda olan frajil X pozitif kizlarda davranig problemleri, 6grenme giigliigi,
psikosomatik, impulsive-hiperktivite, ankisiyete ve hiperaktivite indeksi orani
artmaktadir (49). Erkeklerde oldugu gibi kadinlarda da konnektif doku problemleri ve

tiroid endokrin anormallikleri goralmustir (50).

2.2.4. Tasiyic1 Kadmlar

Premutasyon olan kadinlar, genel olarak normal zeka diizeyine sahip olup klinik olarak
normaldir ve kromozomal frajil bolge gozlenmez. FXS'Tu ¢ocuklarin kesin tagiyici annelerinde
depresyon % 26 oraninda goriilmektedir (47). FXS tagtyicis1i normal 1Q'ya sahip kadinlarda

erken menapoz girme oranmi % 13, kontrollerde ise % 5 olarak belirlenmistir (51).
2.2.5. Frajil X Sendromunda Skorlama Sistemi

FXS'u i¢in sitogenetik ve molekiiler genetik ¢alisma yapilmadan 6nce klinik muayenede

fiziki kriterlerin degerlendirildigi skorlama sistemi gelistirilmistir.
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FXS'lu hastalarin tanisinda skorlama sistemi ilk olarak SanDiego'da Rimiand (1984)
tarafindan kullanilmigtir. Yillar ig¢inde modifiye edilip Hagerman (1987) skorlama
sistemi 13 kriteri kapsamaktadir (Tablo 2. 4) (52).

Tablo 2.4. Hagerman (1987) skorlama sistemi

Kesin
Var
(2)

SKORLAMA Hi¢ Yok Biraz

() @

1-Mental retardasyon

2-Hiperaktivite

3-Kisa dikkat siiresi

4-Dokunmaya asir1 reaksiyon

5-El ¢irpma

6-El 1sirma

7-Goz kontag1 kurmama/ilsimin zayif olmasi

8-Zorlanarak asiri, hizli, tekrarlayici
konusma

9-Eklemlerde hiperekstansibilite

10-Biiyiik ya da belirgin kulaklar

11-Makroorsidi

12-Simian ya da sydney cizgisi

13-Ailede mental retardasyon oykiisii

Hazirlanan 13 kriterlik bu listenin ilk uygulamasi olan 107 agir mental retarde erkekte
yapilmig bir caligmanin sonuglarina gore, skorlamada saptanan Frajil X pozitiflik
oranlar;

2-5 puan alanlarda %0

6-10 puan alanlarda %?2.6

11-15 puan alanlarda %3.9

16-18 puan alanlarda %45

19-21 puan alanlarda %60

22-23 puan alanlarda %50 bildirilmigtir (52).

Fenotipik kriter listesi gelisim geriligi olan bireylerin FXS tanisi icin molekiler testlere

uygun adaylar tespit etmek amaciyla kurulmustur (76). Asagidaki fenotipik kriter listesi
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Maes ve arkadaglar (Tablo 2.5) tarafindan nedeni bilinmeye gelisimsel gecikmeler olan

her yastaki erkekte kullanilabilecek olan bir skorlama sistemi hazirlamiglardir (81).

Tablo 2.5. FXS Fenotipik Tarama Listesi (Maes ve arkadaglari-2000) (81)

Dar Ve Uzun Yiiz

EVET

HAYIR

PUAN

Genis Alin

Belirgin Alt Cene

Biiyiik Cikintih Kulaklar

Makroorsitizm (Biiyiik Testis)

Parmak Eklemlerinde Hiperextensible

Diger Eklemlerde Hiperextensible

Hiperaktivite

Duyulara Asir1 Duyarhihik

Diirtiisellik (Impulsivite)

Diizensiz Olmak (Being Chaotic)

Utangachik/Cekingenlik

Fazla Yardimsever Olmak (Being Too
Helpful)

Yakinlasma-Uzak Durma Uyusmazhg

Korkaklik

Eglenceli, Neselilik

Degisikliklere/Degisimlere Asir1 Duyarhhk

El Isirma

Stereotipik El Hareketleri

El Ve Kollar1 Cirpmak/Sallamak

GOz Temasindan Ka¢inma

Yiiziinii Cevirme

Dokunulmaya Kars1 Asir1 Savunucu/Savunan

Seri Ve Hizh Sekilde Konusma

Konuskan Olmak

Bir Seyi Surekli Tekrarlayip Durma
(Perseverasyon)

Anlamsiz Sekilde Soylenen Sozleri Aynen
Tekrarlamasi (Ekolali/ Echolalia)

Kendi Dilinde Taklit Etmesi

Listedeki kriterlere uygun olarak "EVET" veya "HAYIR" olarak cevaplandiriimali, her

"evet" 1 puana her "hayir" O puana denk gelmektedir.

FXS distnilmesi igin

referansta en az 17 puan tevsiye edilir, 26 ve daha yiiksek puanda kesin disunilmesi
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gerektigini gosterir. Bu FXS'nda tek tip veya ayirt edici olmadig kabul edilmelidir.
Listedeki kriterler erken cocukluk doneminde tanimlanmayabilir ve zamanla ortaya
cikabilir (81).

Bu tarama listeleri biraz tanisal verimi arttiranilir ama bazi ¢ocuklarin belirgin fiziksel
ozellikler sahip olmayabilir ancak gelisme geriligi, mental retardasyon veya otistik olan

tim ¢ocuklarin bu testin uygulanmast FXS i¢in %1-2 tan1 verimini arttirabilir (76).

Hareket bozukluklari, 6grenme giicligi, zeka geriligi veya primer over yetmezligi gibi
probanda sahip ailelerde FMRI mutasyonunun mevcudiyetinin olmasi giphesini

arttirmaktadir. Bu oneride aile 6ykusi anketi yapilmalidir (76,82) (Tablo 2.6).

Tablo 2.6. FXS icin Onerilen ve hedeflenen aile anketi (McConkie-Rosell ve
arkadaslar1-2005)(82).

1-Kavrama Ile ilgili Ozellikler
Zeka geriligi, gelisme geriligi, 6grenme giicliiliigii, matematik ile ilgili 6zel
problemler

2-Konusma gecikmesi veya olagan dis1 konusma deseni/modeli

3-Otistik spektrum bozukluklari veya otistik benzeri davranmislar (Ka¢cinma, el
cirpma, tekrarlayici davranislar, el 1isirma, dokunmalardan ka¢ma)

4- Dikkat eksikligi bozuklugu veya dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu

5- Dismorfik Ozellikler
Makrosefali, biiyiik kulaklar, uzun yiiz, genis alin, belirgin cene ve sasilik

6- Gevsek Bag Dokusu Ozellikleri
Hiperextansiyon eklemler, diiz ayak, hipotoni, mitral kapak prolapsusu, biiyiik
testisler, fitiklar, tekrarlayan kulak enfeksiyonlari

7-Norolojik Semptomlar
Nobetler, gec baslangichi ilerleyici titremeler, ataksi, yiiriimede zorluk, denge
sorunlari, kisa siireli hafiza kaybi, bacaklarda duyu kaybi

8- Akil Hastahg: / Kisilik Bozukluklar
Depresyon, sizofreni, bipolar bozukluk, obsesif-kompiilsif bozukluk, sizoaffektif
bozukluk, sizoid kisilik

9-Davranis Problemleri
Diirtiisellik, 6fke patlamalari, siddet davramslari, soliter davranis, davranissal
sorunlar icin ila¢ kullanimi veya psikolojik damismanlhik almalari

10-Utangaclik, sosyal anksiyet, asir1 endise, duygusal sikintilar icin ila¢ kullanimi
veya danismanlhik almalari

11- Erken menopoz, fertilite (iireme) sorunlari
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Bu anket FXS, tansi dogrulanmis ailelerin durumlarinda ve tastyiciligt bilinen veya
tastyicr riski olan gibi siipheli durumlarda kullanim i¢in uygundur. Her bir aile Gyesi

icin baglama yagt ve tarihler dikkat edilmelidir (82).

2.3. FRAJIL X SENDROMUNUN MOLEKULER BiYOLOJISI

Verkerk ve arkadaslant 1991 yilinda Ik kez FXS' una neden olan genin cDNA
pozisyonel kolanlama ile yerini tespit ederek Frajil X Mental Retardasyon 1 (FMRI)
geni olarak adlandirmiglardir (2). Eichler ve arkadaslart 1993 yilinda yaptiklar
calismada FMRI geninin toplam 38 kb'lik 17 ekzondan olustugunu gosterdiler (53).

2.3.1. Frajil X Mental Retardasyon 1(FMRI1) Geni

FMRI geni (OMIM 309550) 17 ekzonlu 38 kb buyikliginde Xq27.3 bolgesine
yerlesmis bir gendir (53, 54, 55) (Sekil 2.1) (56).

CGG tekrar bolgesi, genin 1. ekzonu i¢inde ve CpG adasinin 250 bp asagisindadir. Bu
bolge FXS'lularda anormal olarak metillenmis olup FMRI geninin promotdrii olarak
gorev yapmaktadir (1, 53). FMRI geni CpG adasinin metilasyonu, geninin aktive
olmasina neden olmaktadir (57). Genel olarak DNA metilasyonu, X inaktivasyonu ve

farklilagmada rol oynamaktadir (58, 59, 60).

FMRI 'de dikkate deger bir ¢cok 6zellik vardir. Cogunlukla CGG igeren degisik sayidaki
triniikleotid tekrarlart 5' uca yakin baglar. Bu tekrar bolgesinin geniglemis hali
etkilenmig erkek ve kadinlarda bulunur. Translasyonun bagladigi bolge CGG tekrar
bolgesinin 69 bp asagisinda yer alir.

FMRI geninin ¢ok sayida tiiriin yapisinda, yiiksek diizeyde korundugu bulunmustur.
Insan cDNA's1, solucan (Caenorhabditis elegans), maya (Saccharomyces cerevisiae),
tavuk, tavsan, hamster, sigir, domuz, maymun, goril ve sempanzelerden elde edilen
genomik DNA'lar ile hibridizasyon gostermektedir. FMRI geni, sitoplazma ve niikleus
arasinda harekete karistig1 belirlenen niiklear translokasyon sinyali i¢in bir konsensiis

dizisine (KKXK) sahiptir (61).
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Sekil 2.1. FMR1 geni ve bolgesinin genomik yapist (56).

FMRI geninde SP1, AP-2a, a-Pal/Nrfl, USF1/2 gibi baz1 transkripsiyon faktorleri igin
baglanma bolgeleri tanimlanmigtir. Bu bolgeler FMRI transkripsiyonunun aktivasyonu
icin O6nemlidir. FMRI promotoruna NF1, Max gibi silencer elementler de baglanir.
USF1/2'in FMRI transkripsiyonunda aktivator ya da baskilayici rol oynayabilecegi
cesitli caligmalarda gosterilmistir (62).
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2.3.2. Frajil X Sendromunda DNA Metilasyonun Onemi

DNA metilasyonu memeli genomunda meydana gelen epigenetik olaylarinin en
yaygimidir (63). Ilk olarak 1948 yilinda tanimlanmistir. Transkripsiyonel kontroliin
onemli bir mekanizmasidir (64). DNA metillenmesi, enzimatik bir degisim olup
sitozinlerin 5’-metil sitozine doénigmesidir (65). Yani DNA metilasyonu; S-adenozil
metiyonindeki (SAM), Metil grubunun, guaninden (G) once yerlegsmis sitozine (C)
transferi ile katalizlenir ve 5-metil sitozin (SmC) olusur (66, 67, 68, 69) (Sekil 2.2) (64).
5mC; A, T, G, C’den sonra besinci baz olarak adlandirilmaktadir (71). SmC olusumu
kovalent kimyasal bir modifikasyondur (64,70).

NH > NH 5
DNMT
H ¢ CH,
—_—
O /W 0
Sitozin SAM SAH S-Metilsitozin

Sekil 2.2. DNA metilasyon mekanizmasi. Sitozinin karbon-5 pozisyonuna SAM’daki
bir metil grubunun (CH3) transferini katalize eden DNA
metiltransferazlarin (DNMT1) etkisi ile 5-metilsitozin meydana gelir (64).

DNA metilasyonu esas olarak CpG ikili niikleotidleri olarak da isimlendirilen 5°-CG-3’
dintkleotid bolgelerinde yerlesmis olan Sitozin rezidillerinde meydana gelir. CpG
dintkleotidleri genomda istatistiksel olarak az sayida bulunmakla birlikte, CpG adalart
olarak adlandirilan siklikla promotor veya gen regulator bolgelerde bulunan C+G’den
zengin bolgelerde yogunlagmistir. Bununla birlikte CpG diniikleotidlerinin tek tek
olanlarinin ¢ogu, ozellikle tekrar dizileri ve transposable elementlerin iginde olmak
tizere DNA’nin intergenik veya intronik bolgelerinde bulunur. Insanda normal somatik
hiicrelerde CpG dintikleotidlerin %69- 90’1 metiledir (68). CpG adaciklar1 fonksiyonel
genlerin 5' ucuna lokalizedir (64). Sitozin metilasyonu tek haldeki nukleozomlari daha
kondanse hale getirebilen dinamik siregte kromatin degisimleri yaparak gen

regiilasyonunda 6nemli bir rol alir. DNA metilasyonu kromatini sikigtirarak gen
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ekspresyonunu baskilayabilir. Promotor bolgesindeki CpG adaciklarinin metile olmayist

geni aktif kilarken, metile olusu geni sesizlestirir (Sekil 2. 3) (72).

FXS'da FMRI genin 5' diizenleyici kism1 CpG adacigr igerir ve bu CpG adaciklar
metillendigi zaman FMRI genini susturur. FMRI geninin 5' diizenleyici kisminda

bulunan CGG tuglu tekrarler1 ve CpG adaciklart igeren baz dizileri asagida verilmisgtir.

Active genes y
Silenced genes

N osc

L ) L J
Unmethylated CGls Methylated gene body T T @ 5mC

Methylated CGI Unmethylated gene body

Sekil 2.3: Promotor bolgesinde metile ve unmetile durum. Promotdr bolgesindeki
CpG adaciklarinin unmetile olusu geni aktif kilarken, metile olusu geni
sesizlestirir (63).

>chromosome:GRCh37:X:146992869:147033245:1

146992869 tggtgagagagggcgtagacgcetcaccttctgectctacgggtcacaaaagectgggte 146992928

146992929 accctggttgccactgttcctagttcaaagtcttcttctgtetaatecttcaceectatt 146992988

146992989 ctegecttecactcecacctecegetcagtcagactgegetactttgaaccggaccaaace 146993048

146993049 AAACCAAACCAAACCAAACCAAACCAGACCAGACACCCCCTCCCGCGGAATCCCAGAGAG 146993108
146993109 GCCGAACTGGGATAACCGGATGCATTTGATTTCCCACGCCACTGAGTGCACCTCTGCAGA 146993168
146993169 AATGGGCGTTCTGGCCCTCGCGAGGCAGTGCGACCTGTCACCGCCCTTCAGCCTTCCCGC 146993228
146993229 CCTCCACCAAGCCCGCGCACGCCCGGCCCGCGCGTCTGTCTTTCGACCCGGCACCCCGGC 146993288

146993289 CGGTTCCCAGCAGCGCGCATGCGCGCGCTCCCAGGCCACTTGAAGAGAGAGGGCGGGGCC 146993348

146993349 GAGGGGCTGAGCCCGCGGGGGGAGGGAACAGCGTTGATCACGTGACGTGGTTTCAGTGTT 146993408
146993409 TACACCCGCAGCGGGCCGGGGGTTCGGCCTCAGTCAGGCGCTCAGCTCCGTTTCGGTTTC 146993468
146993469 ACTTCCGGTGGAGGGCCGCCTCTGAGCGGGCGGCGGGCCGACGGCGAGCGCGGGCGGLGGE 146993528

146993529 CGGTGACGGAGGCGCCGCTGCCAGGGGGCGTGCGGCAGCGCGCGCCGCGCGCGCCGCGCGGCGGCG 146993588

146993589 GEGGCGGCGGAGGLGGCGGCCGECGECEECECECCECCGCCGCTGGGCCTCGAGCGCCCGCA 146993648

146993649 geccacctetegggggegggeteceggegetageagggetgaagagaagatggaggaget 146993708

146993709 ggtggtggaagtgeggggctccaatggegctttctacaaggtacttggetctagggeagg 146993768



20

Turkuaz metin vurgusuyla boyanan kisim CGG tekrart genisleme bolgesini, Sar1t metin
vurgusuyla boyanan kistm CG harfleri genin 5' kisminda bulunan metilasyon hedef bazi

olan CpG adalar (13, 2, 53).

FMRI geni metilasyonu, dogrudan ya da dolayli olarak gen aktivasyonunu baskilar.
Dogrudan yolda, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini 6nler, dolayli yolda ise
kromatin kondensasyonunun uyarilmasini saglayarak transkripsiyon diizeneginin

baglanmasini 6nler.

FXS'nun patogenezinde, FMRI promotoriindeki hipermetilasyonunun kritik roliinii
belirlemek amaciyla, erkek frajil X hastalari, lenfoblastoid hiicre dizilerinde in vitro bir
calisgma yapilmisgtir. Bu ¢alismada 5-azadeoksisitidin  (5-azadC) kullanilarak
hipermetillenmis FMRI gen bolgesi demetile edilerek yeniden aktive edilmis ve
spesifik mRNA ve protein iriinii gosterilmigtir. Ayrica promotoriin demetile olup
olmadigr metilasyona duyarli enzimler ile yapilan restriksiyon analizi ile de
belirlenmistir. Elde edilen bu bulgular, full mutasyonlu fakat metillenmemis FMRI
genine sahip 1Q diizeyleri normal olan erkekler i¢in de 6nemli bir agiklama getirmistir

(74).

2.3.3. Frajil X Sendromundaki Mutasyonlar

2.3.3.1. Frajil X Sendromundaki Mutasyon Tipleri

1991 'de FXS'ma yol acan mutasyon belirlenip, gen izole edildikten sonra vakalar
tizerinde yapilan g¢alismalarin sonucunda, %95'den fazlasinda FMRI geninin 5' ucu
transle edilmeyen bolgesinde kararsiz CGG trinikleotid tekrar dizi mutasyonu oldugu
bulunmusgtur (1, 2). Daha sonraki aragtirmalara gore ise CGG triniikleotid tekrarina
dayal1 olan FXS tipi tim FXS'lu vakalarin %98 -%99'nu olusturdugunu ve geriye kalan
9%2-%1'lik kisminin ise delesyon ve nokta mutasyonlarin olusturdugu bildirilmistir (8,

9, 10,75).
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2.3.3.1.1. FMRI1 Genindeki CGG Triniikleotid Mutasyonlar:

Frajil X triniikleotid tekrarlari ile olusan bozukluklarin iginde bilinen ilk 6rnegidir.
FMRI geninin 5' UTR (transle olmayan bolgesi)' deki CGG dizi tekrarlarinin, ACMG
(Amerikan Koleji Tibbi Genetik ve Genomik Birimi) standart yonergelerine gore dort
alellik formu vardir. Bunlar normal (yaygin alel), intermedit (intermediate-ara alel-grey

zone), premutasyon ve full mutasyon seklindedir (Sekil 2. 4) (76, 77).

NORMAL (YAYGIN) ALLELLER ESG“ —
544 TEKRAR
l—t:-
: ~ ARA ALLELLER CGG
(INTERMEDIATE-GREY ZONE) 1 | kit
45-54 TEKRAR I =
CGGp,
PREMUTASYON  o=p ot
55-200 TEKRAR s
CGG,
FULL MUTASYON MU | SAFPPRSISN Ty
200 UZERi TEKRAR I3
methylCpG

Sekil 2.4. Insanlardaki FMR1 genin dort alellik formunun siniflandiriimasi. Her bir
alel icin FMR1 genin 5' UTR deki CGG tekrar buyikligi mavi renkte
gosterilmistir. Transkripsiyon dizeyi her bir alel i¢in sekildeki okun
genisligi ile gosterilmistir. Kirmizi karma isaretleri ile belirtildigi gibi tam
mutasyonlar hipermetile ve transkripsiyoneli susturulmustur oysa artan
transkripsiyon mutasyon alel ile iligkilidir. ACMG tanimina karsin tek bir
jenerasyonda tam mutasyon geniglemesi i¢in bilinen en kiigiik premutasyon
aleli 59 tekrarlidir. (76)

2.3.3.1.1.1. Normal (Yaygin) Aleller

Normal alellerin araligt ~5 - ~44 tekrardan olusur. En sik gortilen tekrar uzunlugu 29 ve
30 CGG tekrarlaridir. Normal alellerin mayotik ve mitotik instabilitesi yoktur. Normal
alellerde stabil CGG bolgesi her 9 veya 10 CGG tekrarlardan sonra AGG iicliisii ile

kesintiye ugrar. AGG uglisi bolgeye baglanarak replikasyon esnasinda zincirin
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kaymasini o6nledigi disinilmektedir. AGG uglusi i¢in dogrudan test mevcut iken,

rutinde klinik yararina dogru oldugu heniiz belirlenmemistir (77).
23.3.1.1.2.  Ara Aleller (intermediate- sinir-grey zone)

Ara alellerin (intermediate-sinir-grey zone) araligt ~45 - ~54 tekrardan olusur. Bu
araliktaki aleller FXS ile baglantis1 yoktur, bir jeneresyona aktarilirken full mutasyon
genislemesi gostermemistir ve normal olarak kabul edilir (77). Onceki galismalarda bu
aralik Frajil X'e bagli primer over yetmezligi (FXPOI) ile bir iliski oldugunu
Onerilmesine ragmen bir sonraki daha kapsamli caligmalarda bu oOnermeye destek
bulunamadi (78, 79). Bu boyutttaki alellerin bir sonraki nesile aktarilirken tekrar
sayisinda kugiik artig ve azalmalar olusabilir ancak FXS'lu bir ¢ocuk olma riski yoktur.
Ama bu boyuttaki alellere sahip bireyin uzak akrabalarin ve ya gelecek nesillerin FXS
ile iligkisi olabilir. Bu araliktaki alellerin mutasyon olabilmesi i¢in aile ¢aligmasi ile
teyit edilerek premutasyon olarak ifade edilebilir (77). 52 tekrarli grey zone alelline
sahip ve 56 tekrarli premutasyon alellerine sahip bir jenerasyonun gelecek nesillere
tekrarlarinin geniglemesiyle full mutasyonlu alellere donistigi bildirildi (80). Risk
altinda olan ara alelli (intermediate-simir-grey zone) olan kisilerin akrabalar test
yaptirarak ailedeki alel stabiletesini belirleyebilir. Ancak ara alellerin (intermediate-

sinir-grey zone) genisleme orani iyi anlasilmig degildir (77).
23.3.1.1.3. Premutasyon

Premutasyon alellerin araligr ~55 - ~200 tekrardan olusur. Bu aleller stabil olmayan
uzun tekrar halinde ebeveynden ¢ocuklarina gecebilir. Premutasyon boyut araligindan
full mutasyona geniglemesi/ekspansiyonu genellikle maternal tarafindan gecis gosterir
(77). Full mutasyona ekspansiyon maternal mayoz veya erken embriyogenezis sirasinda
meydana gelir (94). Bir premutasyon tespit edildiginde somatik mozaizim olma
ihtimali nedeniyle full mutasyon araligina dikkat edilmesi gerekiyor. FMRI alelleri
premutasyon boyut aralifinda ise FXS ile iliskisi yoktur ve hipermetile degildir (77).
Premutasyonlu kadin ve erkeklerin FXS'nun belirtilerini bildirilmesine ragmen daha
ileri bir ¢aligmalara ihtiya¢ vardir (83). Bu aralikta alelleri olan kadinlarin etkilenmig
cocuk sahibi olmalant yoniinden ¢ok buyik risk altindadir (84, 85). Tek bir

jenerasyonda full mutasyona genislemis en kiigiik FMRI premutasyon aleli 56 tekrardan
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olustugu rapor edilmistir (86). FMRI premutasyon tasiyan kadin tim gebeliklerinde
prenatal tani yapilmasi 6nerilmelidir. Bilinen tagtyicilarin butiin aile tiyeleri risk altinda

olabilir bu yuzden risk tagiyan kigilerin durumlarini belirlemek i¢in test 6nerilmelidir.

Premutasyonun st sinirt bazi zamanlar ~230 tekrar oldugu soyleniyor aslinda her iki
tekrarda (200 ve 230) normalden daha fazla {iclii tekrar ~170 - 200 ima edilir, biiyiik
premutasyonlar 0,5-0,6 kb artis ile olgilen Southern Blot ile elde edilen tahmini

degerlerdir (77).

23.3.1.14. Full Mutasyon

Full mutasyon 200-230'dan fazla tekrarlardan, tipik olarak da birka¢ ylizden birkag¢ bin
tekrarlardan olusur. Her hastanin i¢inde genellikle genis somatik varyasyonlar vardir
(77) ve anormal olarak yuksek dizeyde metillenmistir. Bu nedenle mRNA
olusturamazlar (87, 88, 89). Full mutasyon olusan bolgeler genomik instabilite
bolgeleridir ve FMRI genini inaktive edebilir (90). Transkripsiyonu inaktive ettigi igin
mRNA ve proteinin azalmasina hatta uretilmemesine neden olur bu da mental

retardasyona sebep olur (91).

2.3.3.1.1.5. Mozaisizm

De novo somatik mutasyonlar nedeniyle mozaisizm FMRI CGG tekrar bolgesinde
olusmaz ancak boyut/size mozaikleri ve metilasyon mozaikleri gozlenmistir (92, 93).
Mozaiklik oldugu zaman dokuya 6zgi farklilik goriilebilir. Boyut/size veya metilasyon
mozaisizm olan bireyler full mutasyonlu tam metile olan bireylerden daha yliksek

fonksiyonel olabilir (77).

2.3.3.1.1.5.1. Size/Boyut Mozaisizm

Bu terim, bazi hiicreler full mutasyonlu olup metillenmig, bazi hiicreler ise
premutasyonlu olup metillenmemis alt populasyonlu bireyler igin kullanilir. Bazen
normale yakin ya da normal uzunluktaki kii¢iik subpopulasyonda olabilir. Bu nedenle
normal ve gri bolge/grey zone aleller standart PCR yontemi kullanilarak tespit

edildiginde, daha buyuk alelleri incelemek i¢in dikkat edilmelidir (77).
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2.3.3.1.1.5.2. Metilasyon Mozaisizm

Bu terim, full mutasyon boyut araligindaki bir FMRI alel ile metillenmemis full
mutasyon ve metillenmis full mutasyon igceren hiicreleri ihtiva eden subpopulasyonlu
bireyler i¢in kullanilir (77). Bu mutasyon tipi olduk¢a nadirdir. Genelde full mutasyon
diizeyinde CGG tekrar sayisina sahip olmaktadir. Bu olgularda gende metillenme
olmadigindan yiiksek fonksiyonlu erkekler adi verilmistir. Bu durum full mutasyona
ragmen FMRI in proteininin ekspresyonunu agiklamaktadir. FXS mutasyonel

homojenite gosterir.

2.3.3.1.2. FMRI1 Genindeki Delesyon ve Nokta Mutasyonlari

FXS tim vakalarin %1-2'sini FMRI genindeki delesyonlar ve nokta mutasyonlar

olusturur. FMRI geninde delesyon sonucu ortaya ¢ikan birka¢ vaka belirlenmistir (95,

96, 97, 98, 99, 100).

Genin fonksiyonel domaininde olusan nokta mutasyonlar FMRI genin fonksiyon

kaybina neden olmakta buda FXS fenotipi olusumu i¢in yeterlidir (9).

2010 yilina kadar rapor edilmis FMRI geninde sadece 4 nokta mutasyonu bildirilmistir;
bunlar p.lle304Asn olan missens mutasyon, 5. ekzon ilizerinde 1 bp (baz ciftlik)
c.373del A delesyon olmastiyla ¢erceve kayma muatsyonuna neden olup proteinin erken
sonlanmasina sebep olmustur, 2. ekzonun ekzon/intron sinirlarinda 2 bp'lik degisim

8.23714GG>TA olmustur ve p.Arg138GIn olan missens mutasyon (9, 102, 104).

2011 yilinda ki bir ¢aligmada klasik FXS semptomlari gosteren 35 yasinda ki bir erkek
bireyde CGG tekrar sayisina bakilmig ve 29 tekrar ¢ikmig bunun tzerine annenin de
CGQG tekrar sayisina bakilmig 29 ve 33 tekrar ¢ikmis ve erkek bireyde FMRP antibadi
calisgilarak FMRP proteinin eksprese olmadigimi goérmusler ve FMRI genini
sekanslayarak genin 2. ekzonunda ¢.80C>A bir degisim oldugunu buda stop kodunu
olusturdugundan p.Ser27X istenilen protein olugsmadigini bununda bir nonses mutasyon

oldugunu rapor etmislerdir (105).

Bagka bir vakada annenin perifer kanindan elde edilen DNA da delesyon olmadig: halde

FXS iki oglunun FMRI geninde delesyon bulunmustur. Annede postzigotik olarak
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ortaya ¢ikan bu delesyon i¢in annenin germinal mozaik oldugu belirlenmigtir. Bu

durumdaki aileler i¢in danigmalik verilirken ¢ok dikkat edilmesi gerekir (103).

2.3.4. Triplet Tekrar Ekspansiyonun/Genislemenin Olusum/Molekiiler

Mekanizmalari

Ekspansiyon/genisleme genel olarak tekrarlayan uniteler iginde kararsiz gecis islemi
olarak tanimlanmakta olup, zamanimizin insan hastaliklarinda 6nemli bir mekanizma

olarak gosterilmektedir (106, 107, 108).

Frajil X DNA'sinda triplet tekrarinin [(GGC),,(GCC),, (CGG),], ¢ok fazla
ekspansiyonu ve hipermetilasyonu i¢in bir model, G (guanin) ve C (sitozin)'ce zengin
tek zincirli DNA'nin "hairpin" (sa¢ tokasi) yapist olusturmasidir. "Hairpinler",
replikasyon sirasinda "leading”" zincir sentezlenirken ekspansiyonlara veya "lagging"
zincirde delesyonlara neden olabilir. Sonra DNA polimeraz tekrar iizerinde kaymaya
veya duraklamaya baglar ve stirekli ekspansiyonlar olusur. Bu olay ya sperm ve yumurta
olusumunu saglayan mayoz boliinme sirasinda ya da erken embriyonun somatik

hiicrelerinin hizli boliinmesi sirasinda meydana gelebilir (109).

Niikleer magnetik rezonans (NMR) ve iki boyutlu gel elektroforezi ¢aligmalan
sonucunda, fizyolojik sartlar altinda hairpin formu G ve C'ce zengin her iki zincirde de
gorilmugtir. Ancak hairpin yapisinin, G'ce zengin zincirden daha ¢ok C'ce zengin
zincirde oldugu belirlenmistir. "Hairpin" yapida kayma daha olasidir ve replikasyon
sirasinda asimetrik zincir ekspansiyonu goriilir. Ayni zamanda NMR verileri,
hairpinlerin C'ce zengin zincirlerin katlanmasiyla olustugunu gostermistir ve bu yolla
CpG bolgesindeki sitozinler C-C ¢ifti olusturmaktadir. CpG bolgesinde C-C yanlig
eslesmeleri lokal esneklik olusturur. O nedenle C'ce zengin hairpinler insan metil
transferazi i¢in ¢ok iyi substrattir. Bundan dolay1 hairpin yapisi, frajil X tekrarn iginde
CpG adasinin spesifik metilasyonundan sorumludur. Bu durumda FMRI geni inaktive

olur ve sendrom ortaya ¢ikar (108).
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"Hairpinler", frajil X sendromu ile iligkili {i¢ biiyiik olay i¢in yapisal temel olustururlar.

> Site-spesifik (bolgeye-ozgii) frajilite
> Ozellikle C'ce zengin zincir bdlgesinin ekspansiyonunun tercih edilmesi

> FMR]I'e bitisik CpG adasinin hipermetilasyonu (110)
Gunumiuzde, iki buyiik tip ekspansiyon karakterize edilmistir.

> Tip 1 (Genellikle 10 tekrardan buyuktiir): Kararsiz gecis buyik artig seklinde
olur.
> Tip 2 ( Genellikle 4 tekrardan kugiiktiir): En kigiik degisimin oldugu siniftir.

Bunun siklig1 insersiyon ve delesyon mutasyonlarinin sikligina yakindir.

Tip 1 degisimleri FXS ve buna benzer triplet tekrar hastaliklar1 ( Tablo 2. 7) (111),
(Sekil 2. 5) (117) ile iligkilidir (108).

FMRI geni CGG tekrarlan i¢inde yer yer AGG trintikleotidler vardir. FMRI (CGG)n
tekrarindaki kararsizligin AGG kayiplarindan meydana geldigi 6ne suralmustir (112,

113).

Normal populasyonda AGG sayisini belirlemek amaciyla FRAXA ig¢indeki haplotip
markirlart (FRAXC1, FRAXC2 ve DXS548 markirlan kullanilmig) karsilagtinlarak
yapilan dizi analizi ¢aligmasinda AGG diziliminin (CGG);0AGG(CGG)yAGG(CGG)y
seklinde oldugu belirlenmistir. Buna gore her CGG'de bir AGG vardir. Bu da 29-30
CGG tekrarina karsilik gelmektedir (55, 113).

Aragtiricilar bu verilere dayanarak frajil X full mutasyonunun 4 satha sonucunda

olustugunu 6ne stirmuglerdir (112):

Ara alel uzunluguna sahip olan (45-54 tekrar) ancak bir AGG trintikleotit veya hig
icermeyen aleller meyilli (predispozan) alellerdir.

predispozan aleller derece derece kayarak kiiciik premutasyonlara (small/S
alellere) doniigir.

S alellerden biiyiik premutasyonlara ( Z alellere) dontisur.
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IVv. Z alellerden full mutasyona (L aleller) doniiserek buytik ekspansiyon meydana

gelir.

AGG triplet kaybinin replikasyon sirasindaki kayma sonucu olugan delesyondan dolay1
meydana geldigi ve bu kaybin DNA sentezi sirasinda geciken (lagging) zincirde
meydana geldigi one siirlilmektedir (114). FMRI geni CGG tekrar bolgesi iginde
dagilmig olan AGG'ler diziyi saglamlastirarak replikasyon sirasinda kaymayi Onler

(115).

AGG varyasyonlarini tayin i¢in yapilan bir ¢alismada, 133 normal kontrol grubunun

AGG pozisyonlari % 91 heterozigozite ile olduk¢a polimorfiktir.

Kontrollerin

%1,5'in de AGG dizisi yoktu
%?25'in de 1 tane AGG dizisi
%71'in de 2 tane AGG dizisi
%?3'in de 3 tane AGG dizisi vardi.

Frajil X premutasyon orneklerinin %63'iinde AGG dizisi yokken %37'sinde 1 tane AGG
dizisi vard1 (54, 116).

Tekrar uzunlugunun ani ekspansiyonunu agiklamak i¢in olasi bir model de Okazaki
fragmentlerindeki kaymadir. Bu modele gore tekrarlayan dizilerin replikasyonu

sirasinda polimerazin kaymast triplet tekrar artigina sebep olmaktadir (116).

Gen amplifikasyon mekanizmasi tam olarak aydinlatilmig degildir. DNA polimeraz GC'

ce zengin tekrarlayan dizilerin replikasyonunda zorlanmaktadir.
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BPES

DRPLA ccb
HD CCHS
SEMA HFG
SCA1 HPES
SCA3 1SSX
FRAXA SCAG MRGH DM
FRAXE SCAT OPMD HOL2
EPMI FXTAS SCA12 SCA17 FRDA DMm2 SCA10 SPD SCA8
Polyglutamine Polyalanine
(C,GC,GCG), (CGG), (CAG), (CAQG), (GAA), (CCTG), (ATTCT), (GCN), (CTG),
|“ ,” | \ 1 ' |.‘ "r
Y / . {
\ A / L _ \ i
\ i g v/
Promoter I TR | 7 e “Tniron =5 TR

BPES, blepharophimosis, ptosis and epicanthus inversus; CCD, cleidocranial dysplasia; CCHS,
congenital central hypoventilation syndrome; DM, myotonic dystrophy; DRPLA, dentatorubral-
pallidoluysian atrophy; EPMI1, progressive myoclonic epilepsy 1; FRAXA, fragile X syndrome;
FRAXE, fragile X mental retardation associated with FRAXE site; FRDA, Friedreich’s ataxia;
FXTAS, fragile X tremor and ataxia syndrome; HD, Huntington’s disease; HDL2, Huntington’s-
disease-like 2; HFG, hand—foot—genital syndrome; HPES, holoprosencephaly 5; ISSX, X-linked
infantile spasm syndrome; MRGH, mental retardation with isolated growth hormone deficiency;
OPMD, oculopharyngeal muscular dystrophy; SBMA, spinal and bulbar muscular atrophy; SCA,
spinocerebellar ataxia; SPD, synpolydactyly.

Sekil 2.5. Insan hastaliklarindan sorumlu genisleyebilen tekrarlarinin konumu(117)

Tekrar artiglarin/genislemelerin molekiler mekanizmalari i¢in  bir kag model 6ne

strdlmustir.

I.  Genisleyebilir tekrarlayan bolgelerde olagandisi DNA yapisinin
olusmasi

a. Haripin/ Sag tokast seklindeki yapilar (Sekil 2. 6a).

b. Quadruplex-like / dort katli benzer- G quartert motif seklindeki
yapilar (Sekil 2. 6b).
Sag tokasi seklinde kaymuis iplik yapist (Sekil 2. 6¢).

d. Negatif siipersarmal etkisi altinda H-DNA yapis1 (Sekil 2. 6d).

e. H-DNA vyapisinda yapiskan DNA uglart nedeniyle olusan
birlesik tripleks yap1 (Sekil 2. 6e).

f. Klasik DNA zincir gevseme yapist (Sekil 2. 6f).
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II.  DNA replikasyon modelleri
a. DNA c¢ogalma sirasinda iki tekrarli iplikler arasinda yanlig
hizalanma sonucu tekrarlayan bolgelerin disariya kayma gibi
alisilmadik bigimlerin olusmast daha stabilizeye yol
acmaktadir (Sekil 2. 7a).
b. Replikasyon ¢atali gecikmesinde tekrar instabilitinin yeniden

caligmasina dayali model (Sekil 2. 7b).

1. DNA tamir modelleri
a. Bolinme olmayan hiicreler de tekrar artiglar/genislemeler i¢in

bosluk tamir modeli (Sekil 2. 8).

IV.  DNA rekombinasyon modelleri
a. Esit olamayan krossing-over modeli (Sekil 2. 9a).
b. Stabil DNA yapisinin kivrilarak geciken iplige sablon gorevi
gorerek bir istenmeyen invazyon olusur buda tekrar
bolgelerinin genislemesine yada kisalmasina yol agar (Sekil 2.

9b).

V.  1lk bastan beri diisiiniilen ilk model olan DNA zincir kayma modeli
a. Bu kayma onarilmamis olsaydi disa ¢ikmig eslesmeyen bolge
kay1ip olacakti ve replikasyon devam edecekti (Sekil 2. 10a).
b. Bu kayma onarlip digar1 ¢ikmig yap1 yeniden kazandirilarak

tekrar bolgelerin geniglemesine neden olur (Sekil 2. 10b).

Slipped strand mispairing (SSM) (kaymis zincir eslesmesi) ve benzer DNA replikasyon
hatalar1 ve kardes kromatidiler arasinda esit olmayan krossing-over gibi 6ne siiriilen bu
modellerdeki mekanizmalar tekrarlayan dizinin artmasina veya birkag tekrarin

azalmasina neden olur (117)
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Sekil 2.6. Genisleyebilir tekrarlar i¢in olusturulan olagandigt DNA yapilar (117).

Kirmizi ile gosterilen iplikler genisleme egilimini gosteren bolgelerdir, yesil olan ise kirmuzi ile
gosterilen ipliklerin komplementeri a) (CNG), tekrarlarindan olusan kusurlu sa¢ tokasi yapisi. b)
(CGQG), tekrarlarindan olusan quadruplex-like yap1. Kahverengi yapilar G dortlusing, sar1 dikdortgen
bir [ motifi gosterir. ¢) (CTG),*( CAG), tekrarlarindan olusan kaymis iplik seklindeki yapi. d)
(GAA),*(TTC), (homopurin-homopirimidin) tekrarlarindan olusan H-DNA yapisi. e) (GAA),*(TTC),
(homopurin-homopirimidin)  tekrarlarindan  olusan  yapiskan uclu H-DNA  yapist. )
(ATTCT),*(AGAAT), tekrarlarmdan olusan DNA zincir gevseme gosteren yapi.

FXS'nun, ebeveynden ¢ocuga gegisinde (CGG),'nin boyunun azaldiginin belirlendigi
birka¢ vaka rapor edilmistir. Bunlarda (CGG), ekspansiyonlart ve rediksiyonlarin
olusumunda SSM gibi proseslerin rolii olabilecegi ileri strtilmiistiir. Bu rediiksiyonlann

bazilan incelendiginde sadece parental germinal mozaisizmden kaynaklandig

belirlenmistir (1, 118, 119, 120).

Etkilenmis erkeklerde FMRI 'in replikasyonunun geciktigi gorilmiistir. Normal FMRI
aleileri S fazinda geg replike olurken etkilenmig erkeklerin alelleri daha ge¢ replike olur.
Etkitenmis erkeklerde, flow sitometri fraksiyonu sirasinda FMRI replikasyonunun G2/M
fazinda oldugu ve replikasyonun gecikmesinin tek yonde degil replikasyon ¢atalinin her

iki yoniinde de meydana geldigi gozlenmisgtir (121).
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Sekil 2.7. Tekrar genislemesi i¢in replikasyon mekanizmalari.
a) Tekrarlayan sag tokasi seklindeki yapi ikinci replikasyon sonucu tekrar bolgeleri genislemis bir iplik
meydana gelir (soldaki sekil). Oysa ayn1 yap1 sablon ipliginde gerceklestiginde tekrar bolgeleri kisalmis bir
iplik meydana getirir (sagdaki sekil). b) Replikasyon catali gecikmesinde tekrar instabilitenin yeniden
calismasma dayali model. (Ust yoldaki) Dna polimeraz geri kalmis ipligin tizerindeki tekrarli sag¢ tokasi
seklindeki ipligin tzerinden atlayarak sentezine devam eder ve sonunda kisalmis tekrar bolgeleri kisalmis
iplik meydana gelir. (Alt yoldaki) replikasyon ¢atali ters yonden ve yeniden baslimis olmasiyla lider zincir
tizerindeki tekrarli sag¢ tokasi seklindeki ipligin sentezine devam eder ve sonunda tekrar bolgeleri genislemis
bir iplik meydana gelir. sag tokasi seklindeki tekrar bolgeleri kirmuzi ile gosterilmistir. Yesil ile

komplementer iplik, Okazaki fragmanlari i¢in primerler pembe ile, single-stranded-DNA-binding proteinleri
mavi daireler ile gosterilmistir (117).

Diger bir yorum da matemal imprinting'dir. Imprinting FMRI geninin ekspresyonunda
rol oynar. Erkeklerden gegen X-linked mutasyonun ekspresyonu zorunlu degildir.
Mutasyonun eksprese olmasi i¢in kadinlardan ge¢mesi gerekmektedir (122). Matemal
imprinting, matemal premutasyonlann somatik ekspansiyonuna yol agar. Full

mutasyonlu oositler tagtyici kadinlarin ovaryumlarinda gozlenmistir (54).

Biyik premutasyonlarin full mutasyona ekspansiyonunun, kadinda sadece mayoz
sirasinda degil ayn1 zamanda erken embriyogenezis sirasinda da olustugu One
stiriilmektedir (94, 123, 124). Nesiller arasinda full mutasyona ekpansiyonun (cis-acting

elementler mutasyonel rnekanizmaya  karistigindan)  postzigotik  asamada
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gerceklesebilecegi (106, 125), mutasyon boyunda (CGG tekrarinda) azalmanin ise

embriyogenezis Oncesinde mayoz boliinme sirasinda meydana gelebilecegi One

sturilmistir (125).
a I - =
FENI1
b . > N\
MSH2

C ; — e .
d I —— e !
[ -] [

Sekil 2.8. Bolunme olmayan hiicrelerde tekrar artiglar/geniglemeler i¢in bosluk
tamir modeli.

a) Oksitieyici radikaller yapidaki meyilli bolgede bir bosluk olustururlar. b) DNA tamiri sirasinda
FENI1 uzerinde bir sa¢ tokasi meydana gelir ve sentez bozulur. ¢) MSH2-MSH3 baglanarak
kanadin kaldirilmasi 6nleyerek sa¢ tokasini dengeler. d) Kararli kaymis iplik tamiri ile ara DNA
sentezini tamamlanir. e) Kaymis sarmallli ara madde hata meyilli onanm yolag: ile tekrar
bolgesinde genislemeye neden olur. Sag tokast seklindeki tekrar bolgeleri kirmizi, komplementer
iplik yesil ile sinir DNA'da bej renginde gésterilmistir.
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Sekil 2.9. Tekrar artiglari/geniglemeleri ig¢in rekombinasyon modelleri
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a) Esit olamayan krossing-over sonucu genislemis ve kisalmis tekrarlarm karsilikli goriintiisii. Homolog
kromozomlar bej ve mavi renkte ve tekrarlayict DNA iplikleri kirmizi ve yesil renkte gosterilmistir. b)
geciken iplik sablon (solda) gorevi gorerek DNA replikasyonu sirasinda olusan Stabil DNA yapisiin
boliinmesi tek iplik¢ikli bir 3' tekrarli genisleme (merkezde) olusturur. Kardes kromatidlerin i¢ine boyle
bir uzanti (sagda) kayit dist invazyonu tekrarlern genislemesine veya kisalmasina neden olur. Tekrarlama
eglimi olan iplik kirmizi ile, tamamlayici iplik yesil ile bunlart kusatan DNA parcast da bej renkte

gosterilmistir. Kiigtik olanlar olast bslunme bolgelerini gostermektedir

)
L- o

G o -
e —— v = — = o 24
"L : Kesip-cikarma tamiri
Birinci replikasyon Birinci eplikasyon )(ce:fexcisionrepm'!)
Tiinc replikasyon {kinci replikasyon l
—
— a oy

Sekil 2.10. Genisleyebilir tekrarlar icersinde ki kesintiler ile stabilize kayb1

Kesintiler ile stabilize kaybi i¢in olasi iki mekanizma.a) Kalip olarak kullanilan iplikte (yesil) disa kaymis
bir kesinti (mor daire) DNA replikasyonu sirasinda kaybolurb) Uzun ve normal alellerde kalip olarak
gorev yvapan DNA ipliginde sa¢ tokasi/hairpin yapisinin olusmast ve gogaltma sirasinda kaymus iplikli
yapinin dubleks kesiminde uyumsuzluklar olusturur. Bu yanlis eslesmeler ko-eksizyon tamiri ile tamir
edilebilir. onarim sirasinda 3' ucunda tekrarlayan bolgelerde ki basarisizligi genislemeye neden
olur.Tekrar egilimli olan iplik yapist kirmizi ile komplementer iplik yesil ve komsu DNA bej renkte
gosterilmigtir.
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2.3.5. FMRI Proteini ve Fonksiyonu

Yaklagik 38 kb'lik 17 ekson igeren FMRI geni 4.4 kb'lik mRNA kodlar ve bu mRNA 70
kDa'luk frajil X mental retardasyon proteini (FMRP) sentezler (53).

FMRI geni ¢ogu dokularda farkli diizeyde olsa da 4.4 kb'lik bir transkript olarak ifade
edilmektedir. Northern analiziyle insan dokularinda, beyin, plasenta, testis, akciger ve
bobrekte yiiksek diizeyde eksprese oldugu gozlenmistir. Ekspresyonun karacigerde,

iskelet kaslarinda ve pankreasta diigiik oldugu gozlenmistir (55).

Fetal insan beyninde FMRI ekspresyonunun major bolgeleri tlizerine yapilan bir
caligmada; 8-9 haftalik gebelikte 2 normal fetiisiin doku pargalarinda, cDNA problar ve
antisens oligoniikleotid kullamlarak yapilan in situ hibridizasyonla FMRI mRNA'sinin
dagilimi analiz edilmigtir. Ayn1 ¢aligma 25 haftalik normal tek yumurta ikizlerinin beyin
dokusu boliimlerinden yapilmigtir. 25 haftalik fetlisde, FMRI'in merkezi sinir
sisteminde ve Ozellikle niikleus bazalis magnosellularis (NBMYin kolinerjik néronlart
ve hipokampusun piramidal néronlarinda) yiiksek diizeyde ifade edildigi ve ayrica
serebral korteks i¢inde talamik ve subtalamik niikleusta ve serebellumda da anlamli
diizeyde ifade edildigi belirlenmistir. FMRI gen ekspresyonunun 8-9 haftalik fetiisiin
ganglia ve spinal kordunda yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir. Yine bazi sinir

sistemi digindaki dokularda ve retinada da eksprese oldugu belirlenmigtir (73).

Farede FXS igin bir knockout model yapilmistir. Knockout farede normal FMRI
proteini yoklugunda, makroorsitizm, 6grenme gii¢liigi ve hiperaktivite goriilmiistiir. Bu
calisma, FMRI 'in fizyolojik roliiniin kolayca anlagilmasina yardim etmis ve
makroorsitizm, abnormal davranis ve mental retardasyon mekanizmasinin anlagilmasini

kolaylagtirmustir.

FMRP daha ¢ok sitoplazmada lokalize oldugu belirlendi ancak bazen ¢ekirdekte de
bulundugu tespit edilmigtir (126).

FMRP ribozomlarla iligkili oldugu bilinen fakat fonksiyonu kesin olarak bilinmeyen bir

RNA baglanma proteinidir (127, 128, 129, 130,131). Sukroz Gradient analizi ile FMRP
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ribozom iligkisinin RNA-bagimli oldugu gosterilmis ve FMRP, EDTA islemini takiben
riboniikleoprotein partikiilleri i¢inde bulunmustur. Bu c¢aligmaya gére FMRP, bir
niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) ve bir de niikleer eksport sinyali (NES) icerir. RNA
baglanma o6zelligi ribozomlar ile iligkilidir. Bu veriler birlestirildiginde FMRP 6nce
riboniikleoprotein (RNP) partikiilleri i¢inde toplanarak niikleusa girer bunu sitoplazma
icine tagima takip eder ve ribozomlar ile iligkiye girer (129). Diger bir ¢alismada,
FMRP'nin niikleositoplazmik oldugunu gosteren, immiinogold ¢alismada, bu proteinin
nitkleer porlar i¢inde ve noronal nikleoplazmada lokalize oldugu belirlenmistir (130).
FMRI 'in ekspresyonunun hiicre siklusunu dizenlemedigi ancak FMRP'min house-
keeping fonksiyona sahip olabilecegi One siiriilmektedir. Fareler iizerinde yapilan
calisgmada FMRP'min poliribozom translasyonunda mRNP'ler ile iligkili oldugu
belirlenmis ve FMRP'nin mRNA kompleksleri ile interaksiyona giren bir mRNA
saperonu oldugu o6ne surilmistir (131). Ozet olarak FMRP, heterojen niikleer
riboniikleoproteinler (hnRNP) olarak bilinen RNA baglayict protein ailesinin bir
iiyesidir. FMRP noronlarda mRNA taginmasinda ve translasyonunda yer alan
"messenger ribonucleoprotein” (mRNP) kompleksini olusturur. Ayrica nukleer
lokalizasyon sinyali (NLS) ve niikleer eksport sinyali (NES) icerirler. Boylece FMRP,

niikleus ve sitoplazma arasinda taginabilir.

FMRP'nin ekspresyonu insan, maymun ve farede farkli dokularda g¢alisilmig ve FMRI
proteinlerinin molekiiler agirliginin lenfoblastoid hiicre dizilerinde oldugu gibi 67-80
kDa olduklar belirlenmigtir. Bazt dokularda ise FMRP'nin izoformu olugu dusinilen
31-41 kDa'luk dustk molekiiler agirlikta FMRI proteinleri bulunmugtur. Farkli kiitleye
sahip olan bu proteinlerin N-terminal uglari aynmi fakat karboksil terminal uglari
farklidir. Dustik molekiiler agirliktaki FMRI proteinleri, biiyiik molekiiler agirliktaki
FMRI proteinleri gibi RNA'ya baglanmamaktadir (132). FMRP'nin fetal insan beyin
mRNA'sinin %4'ine baglandigr gosterilmistir (54,133)

FMRP'nin eksikligi mental retardasyon ve makroorsitizm ile sonuglanan frajil X
hastalarinda goriilen major patolojik semptomlara neden olur. FMRP, 60S ribozomal

altlinite ile birlikte ¢oken sitoplazmik bir RNA-baglanma proteinidir (126, 134).
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FMRP'nin amino asit dizisinde iki tip motifler oldugu belirlenmistir ve daha 6nceden
tanimlanmis olan hnRNP K proteinindeki KH domain ve hnRNP U proteinindeki RGG
(arg-gly-gly) kutusu (box) ile benzerlik gosteren KH1 (222-251 amino asit arasinda) ve
KH2 (285-314 amino asit arasinda)domainleri ve RGG kutusu (534-546 amino asit
arasinda) icerdigi ve bunlarin hnRNP'nin pre-mRNA'ya baglanmada rol oynayan

fonksiyonel motifler oldugu gosterildi (Sekil 2.11) (61, 135, 136).

a - 2400pb————2800pb—— 4
+1 ATG -E‘ 3]
EcoRI Eagl S‘a coRlI NLS KH1 KH2 NES RGG TAA
site site site
(S B— — (CGG)6-44 —1
CpG island 5 5
+ 1 ATG 2 3 4 S 6 7 8 ] 10 11 12 13 14 16 16 17

EcoRI Eagl ; EcoRI
site site site
PREMUTASYON
E;:::I Me Me—|Me Me Me Me E;‘::'
o Se— e FULL MUTASYON

b RNA-binding
NUFIP1 TDRD3 __MCRS1 __ domain
_ NLS KH1  KH2 NES RGG
1 115 154 221 267 285 329 408 418 516 531 632

Sekil 2.11. Insan FMR1 geni ve FMR1 protein (FMRP) yapilart

a) FMRI geni: ustten asagrya dogru normal aleli, premutasyonu ve full mutasyonlar sematize edilerek ve
genisleme ile iliskili degisiklikleri gostermektedir. Koyu gri ¢izgiler transkripsiyonu dizisi, kara kutular
ekzonlar1 ve acik gri kutu CpG adasini gosterir. ATG baslatma kodonu ile 17 ekzon ve alternatif yapisma
baglantilarnn gosterilmistir. Oklarin buytklugi iretilen RNA miktann ile iliskilidir. Me terimi full
mutasyonlardaki metilasyonu gosterir. Restriksiyon bolgeler ve StB12.3 prob igin gosterilmistir. b) FMRP
cDNA dizilimi: Niikleer lokalizasyon dizisi (NLS), hnRNP K-protein homoloji domainleri (KH1 ve 2),
niikleer export sinyali (NES), Arg-Gly-Gly domain (RGG) gésterilmektedir. FMRP etkilesen proteinler:
Nuclear Fragile X Mental Retardation Protein Interacting Protein 1 (NUFIP1) Bu gen, C2H2 ¢inko parmak
motifi ve bir niikleer lokalizasyon sinyali igceren bir niikleer RNA baglayict proteinini kodlar, Tudor
Domain Containing 3 (TDRD3) bir protein-kodlayict gendir, Microspherule Protein 1(MCRS1) bir protein-

kodlayici gendir. GO evresinde histon asetiltransferaz aktivitesi (H4-K16 spesifik) ve histon asetiltransferaz
aktivitesi (H4-K5 snesifik) icerir

KH domainleri hnRNP K proteini i¢inde orijinal olarak bulunmakta olup mRNA'nin
biogenezine karigmaktadir (61). KH domainlerinin 6nemini ortaya koymak amaciyla,
klinik goriintimleri ciddi olan FXS hastalarda yapilan bir ¢aligmada, klinik goriinlime
FMRP yoklugu ve CGG tekrarn ekspansiyonunun neden olmadig1 gorilmistiir. Sadece
ikinci KH domainindeki bir nokta mutasyonu (Ile304Asn) buna neden olmustur. Bu

mutasyon, FMRP'nin RNA baglanma kapasitesinde azalma meydana getirmistir (9).
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Benzer bir ¢alismada FMRI ve hnRNP K'daki KH domainlerinin mutajenezisi ile KH
domainlerinin RNA'ya baglanmadaki rolleri degerlendirilmis ve KH domainlerinin
RNA'ya baglanmada esas rolil oynadigi belirlenmigtir. Bundan bagka, KH domainleri ile
FXS ve FMRI 'in RNA baglanma aktivitesinin kaybi arasinda kuvvetli bir iligkinin
oldugu ortaya konmusgtur (101). FMRP' de bulunan iki KH domaini insan, fare ve
tavukta homolog olup %100 aynidir (91).

FMRP'deki ikinci motif olan RGG kutusu, RNA baglama aktivitesine sahip olduklart ve
bir ¢ok niikleer RNA baglama proteinlerinin yapisinda bulunduklari gosterilmisgtir.
FMRP'nin RNA baglanma yetenegi ile RGG kutusunun iligkisinin olmadigi
belirlenmistir (101, 135). Bu ¢alismalalar ile FMRP'nin hiicre i¢inde bir RNA-baglama
fonksiyonu oldugu ve hiicre i¢inde se¢ilmig, bir gok RNA ile interaksiyona girmekte
oldugu belirlenmigtir. Dolayisiyla FMRP'nin, FXS'nun pleitropik fenotipinde bir rol
oynadigt ortaya ¢ikmigtir. Evrimsel siiregte korunmugtur. FMRP bir ¢ok dokuda
gosterilmistir daha ¢ok sitoplazmada lokalize olmaktadir. Fetiis olgunlastik¢a, beyin ve
testisler hari¢ diger dokularda azalmaktadir. Merkezi sinir sistemi ve testisler fetal
yasamda oldukca yiiksek ekspresyonun gortuldiigi ve erigkin yasamda da sirdigi
dokulardir (101).

2.4. PREMUTASYONLARIN FENOTIPLERI/KLINIK YANSIMALARI

FMRI genin premutasyon alel (55-200 CGG tekrarli) tasiyicilart genellikle klinik
belirtilerin olmadigt kabul edilir. Ancak, boyle bireylerin ti¢ farkli (veya daha fazla)
klinik yansimast oldugu belirgin bir sekilde ortaya konulabilir (Sekil 2.12)(137); FXS
spekturumun iizerinde hafif biligsel ve/veya davranig problemleri, Prematir Over
Yetmezligt 1 / Frajil X'e baglt Primer Over Yetmezligi (POF1/FXPOI) ve yeni
tanimlanan, buytk yetigkin tagtyicilarin nérodejeneratif bozuklugu olan Frajil X'e bagli

tremor/ataxia sendromu (FXTAS) (137,138).

FXS c¢ocuklarin tagiyici annelerin tipikal normal zekalarindan bu yana premutasyon
tagtyrcilarinda klinik tutulum olasiligi baglangigta 6nemsenmedi. Ancak son on yilda
kadin tagiyicilarda bir dizi ¢aligsma yapilarak FXS'da gortlen belirgin kulaklar ve esnek
parmak eklemleri gibi fiziksel 6zelliklere sahip oldugu belgelendi.
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Sekil 2.12. Premutasyon tagiyicilarin molekil degisiklikleri ve klinik tutulum
spektrumu (137).

Johnston ve arkadaglart (2001) 100'den kiigiik tekrara sahip olanlardan daha ¢ok 100'den
buyiik tekrarlara sahip olan tasiyict kadinlarda depresyon ve kisilerarast duyarlilik gibi
duygusal problemlerin gorilme sikligi daha fazla oldugunu gozlemislerdir. Bu duygusal
ozellikler FXS ile premutasyon st yarist araliginda olmast ile FMRP'nin hafif eksikligi
nedeniyle ortaya anksiyetenin ve perseveratif diigiincenin hafif bir formu olarak gorulur.
Ayrica Loesch ve arkadaglar (2003) kadin ve erkeklerde fiziksel ve biligsel fenotiplerin
varligi ve derecesi FMRP'nin diizeyleri arasinda bir iligki oldugunu hatta premutasyon
araliginda baslayip ve full mutasyon araliginin igine kadar yayildigint bildirmislerdir.
Iki ek calismalar sonucunda premutasyon alelleri ile g¢ocuklar arasinda mental
retardasyon ve otizm spektrum bozukluklari da dahil olmak tizere ciddi klinik
tutulumlar belgelendi. Tassone ve arkadaglari (2000) mental retardasyon ve/veya otistik
bazi premutasyonlu ¢ocuklarin FMRP seviyelerinin digik oldugunu ilk defa rapor
etmiglerdir. FXS spekturum formlart Klinik tutulumu protein dizeyleri ile iliskili

oldugunu onerdiler. Bu tutulum formlarn erkek tasiyicilarda daha sik olabilir; Aziz ve
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arkadaslart (2003) premutasyonlu 15 erkek c¢ocukta Ogrenme glcligi yada otizm
spekturum bozuklugunun sik goruldiigiini rapor ederek dikkat cekti (138).

2.4.1. Frajil X'e Bagh Tremor/Ataxia Sendromu (FXTAS)

2001 yilinda gelisimsel pediatrist olan Dr. Randi Hagerman tarafindan premutasyon
alellerin yagh erkek tasiyicilan arasinda yiriylis/demars ataksi, parkinson ve otonom
disfonksiyon ile ilerleyici tremorun olusumu ile belirlenen yeni bir nérodejeneratif
durum olan frajil X'e bagl tremor/ataksi sendromu (FXTAS) (OMIM 300623) olarak
rapor edilmigtir (138, 139).

FMRI genine bagl bozukluklarda tekrar agilimlar dahil olmasina ragmen, klinik sunum

ve her hastaligin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 tamamen farklidir (141).

FXTAS Kklasik fenotipinde 50 yasin tizerindeki erkek bireylerin FMRI premutasyon
tastyicilarinda ilerleyici tremor ve serebellar ataksi yiiriiyts ile karakterizedir. llerleyici
tremor FXTAS olan kigilerde sik gortilen bir bulgudur ama degisken bir dneme sahiptir.
Erkek tagtyicilarin %50'si hafif tremor ve %17' si orta tremor (titreme) vardir ki benzer

bigimde esansiyel tremor gortilebilir (138,139).

Norolojik bozukluk olarak, intansiyonel tremor, serebellar ataksi, periferik ndropati,
atipik parkinsonizm ve demans ile iligkilidir. Biligsel 6zellikler, zeka geriligi, kisa-siireli
hafiza ve yonetici iglevleri bulunmaktadir. Psikiyatrik semptomlar; kisilik veya ruh hali
degisiklikleri, artan sinirlilik ve diirtiisel davranis gibi bulgular mevcut olabilir. FXTAS
tanist premutasyon araliginda FMRI alellerinin teyit edildigi yash erigkinlerde klinik
bulgulara dayanmaktadir. Genellikle FXTAS hastalarda orta serebellar pedinkiillerin
hiperintensiteler beyin MRI'da goriiliir ve yararlt bir tan1 belirtisi olabilir. Premutasyon
aleli tagiyan yaklagik erkeklerin %46'sinda ve kadinlarin %17'sinde 50 yasindan sonra
FXTAS nérodejeneratif belirtiler ortaya ¢ikabilir. Bazi1 kisilerin FXTAS tanist i¢in tam
klinik tani kriterlere (Tablo 2.8)(142) uymayan norolojik belirtilerle kargilasabilirsiniz
(140). Son g¢aligmalar sonucunda Tablo 2.9 da tarif edildigi gibi, FXTAS ile ilgili yeni
semptomlar ortaya ¢ikmistir. Koku fonksiyon bozuklugu, daha dnce bildirilmemistir
fakat belirgin FXTAS hastalarin %80'ninde bulundu. Bireylerin FXTAS asama asama
ilerledikge, tablo 2.9'da goriilen semptomlar daha yaygin hale gelir. FXTAS, 6rnegin,
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yutma, idrar ve idrar kagirma, giinde sedasyon ve kas giigstizliigi ile sorunlart daha sik

ooriiliir (142).

Son olarak; FXTAS sadece premutasyon ile iliskili bozukluk olarak nérodejeneratif
ozellik yapist olmasina ragmen, az sayida metillenmemis full mutasyon alelli olan
bireylerde de gozlenmistir, muhtemel FMRI mRNA seviyesi yliksek diizeyde iiretimi
sonucu olmustur ve bazi ara alel /grey zone (45-55 CGG tekrarlan igeren) igeren
bireylerde de gozlenmistir. Buna ek olarak, FXTAS ile ilgili kiiciikk intraniikleer
inkliizyonlar full mutasyon alelleri igeren ii¢ erkek bireyde bildirilmistir. Loesch ve
arkadaslart 65 yasinda erkek bir bireyde tamamen metillenmemis ve full mutasyon
(247-480 tekrarlar iceren) FMRI mRNA normal den 3.5 kat daha fazla olan olguyu
sunmuglardir. Bu birey 54 yasinda IQ'su sinirda olup alkol bagimli, tip II diyabetli,
cerrahi mide kanseri, kotilesmig tremor ve ataksisi, hafiza noksanlig:r ile sonunda
demans olan kamyon soforiidiir ve MRI klasik FXTAS belirtileri olan; MCP isaretli ve
pons da beyaz cevher tutulumlu, CC ve periventrikiiler alanlarda inkliizyonlar

icermektedir (142).

Agikcasi, FXTAS i¢in mevcut tani kriterleri, premutasyon araligi diginda sahte CGG-
tekrar agilimlari ile de bireylerin bu bozuklugun gelisebilir olmasindan dolay:
giincellestirilmesi gerekiyor. FXTAS tani kriterlerinde klinik 6zellikleri tanimlamak
icin bazi klinik tanimlart ¢ikarip/eklemek ve bunun igin genig bir gekilde klinik
belirtegleri tekrar ele alinmast gerekiyor. 2013 yilinda tablo 2.10'da ki gibi revize
edilmesi i¢in kiiresel bir konsensiis toplanip uluslararast uzmanlardan olusan bir grup

tarafindan gozden gegcirilecektir (142).

FXTAS'nun penetranst 70 yasin iizerindeki erkekler icin %50'yi asiyor. Genel
popiilasyonda premutasyon (PM) alellerin siklig1 yaklagik olarak erkeklerde 800'de 1,
kadinlarda ise 250'de 1 goralmektedir. Genel nufusun 50 yas tizerindeki erkek bireylerin

1/3000'ninde FXTAS belirtileri ortaya ¢ikacag: tahmin edilmistir (141).

FXTAS i¢in FMRI genindeki CGG tekrar dizisine bagli premutasyon tagiyicilarinin
beyin bolgesi ve perifer kan 16kositlerinde mRNA miktarlarinin yiksek dizeyde tespit
edidigi, FMRP diizeylerinin biraz azalmig ya da FMRP ig¢in hi¢ bir degisiklik tespit
edilmedigi gozlemine dayanan fonksiyonal bir RNA kazang/toksik mekanizma

onerilmigtir.
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Tablo 2.8. FXTAS i¢in mevcut tani kriterleri (142).

Muayene ve Derece Gozlem

Molekiiler
Major 55-200 CGG tekrart (FMR Ipremutasyon)
Radyoloji
Major MRI'da MCPs i¢inde beyaz madde lezyonlar
Minér MRI 'de serebral beyaz cevherde beyaz madde
lezyonlari
Minor Orta-siddetli jeneralize atrofi
Klinik
Majér Intention tremor
Major yuriyus/demars/gait ataksisi
Minor Parkinson
Minor Orta-siddetli kisa sureli hafiza eksikligi
Mindr Yurtatme fonksiyonu eksikligi
Noropatolojik
Major FXTAS inkltuzyonlari

FXTAS Bl Kategoriler

Kategori [

Genisletilmis CGG tekrarin (molekiiler) kesin olmasi ve
Kesin Bir tane major radyoloji bulgu + Bir major
est klinik veya FXTAS inklizyon varlig

Bir tane major radyoloji bulgu ve bir tane

Olas1 (muhtemelen) minor klinik bulgu ve ya lki major klinik
bulgu

Olabilir (ihtimal) B1r' "tane‘ mindr radyoloji bulgu ve bir tane
major klinik bulgu

FMRI mRNA seviyelerinin yiiksek olmasinda altta yatan mekanizma tam

bilinmemektedir (141).
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Tablo 2 9. FXTAS var olan/resmilesmis ve genisletilmig/yeni gikan klinik bulgular (142).

Otonom Sorunlar

Kabizlik/ irritabl bagirsak sendromu

Hagerman ve arkadaslar1 (2008) [PubMed: 18686748];
Hunsaker ve arkadaglari. (2011) [PubMed: 21572337]

Erektil fonksiyon bozuklugu

Greco ve arkadaglari. (2007) [PubMed: 17382748]

Yutma sorunlar

Leehey ve arkadaslar1. (2007) [PubMed: 14994285]

Gastrointestinal reflii

Leehey ve arkadaslar1. (2007) [PubMed: 14994285]

Ortostatik hipotansiyon

Leehey ve arkadaslar1. (2007) [PubMed: 14994285]

Hipertansiyon*

Coffey ve arkadaslari. (2008) [PubMed: 18348275]; Hamlin
ve arkadaslari. (2012) [PubMed: 22528549]

Idrar sikismasi & inkontinans

Leehey ve arkadaslar1. (2007) [PubMed: 14994285]; Leehey
ve arkadaslari. (2011)

Kardiyak ritim bozuklugu

Leehey ve arkadaglari . (2011)

Ani bag donmesi veya bas donmesi
Duyusal sorunlar
Koku alma bozuklugu*

Leehey ve arkadaslar1 . (2011)

Juncos ve arkadaglari. (2012) [PubMed: 23079771]

Isitme kaybl*

Juncos ve arkadaglari. (2011) [PubMed: 21279400]

Nﬁropati*

Uykusuzluk*

Berry-Kravis ve arkadaglari. (2007) [PubMed: 17152065];
Jacquemont ve arkadaglari. (2003) [PubMed: 12638084];
Hagerman ve arkadaslari. (2007) [PubMed: 17726686] ;
Soontarapornchai ve arkadaslari. (2008) [PubMed:
18413472]; Juncos ve arkadaslari. (2011) [PubMed:
21279400]

Chonchaiya ve arkadaslari. (2010) [PubMed: 20809278]

Uyku apnesi*

Hamlin ve arkadaglari. (2011) [PubMed: 21932336]

Giindiiz uykusu

(3 o+ E
Tremor™ ; ataksi®

Hamlin ve arkadaslari. (2011) [PubMed: 21932336]

Hagerman ve arkadaslari. (2001) [PubMed: 114456411,
Jacquemont ve arkadaslari. (2003) [PubMed: 12638084];
Juncos ve arkadaslari. (2011) [PubMed: 21279400]; Apartis
ve arkadaslar1. (2012) [PubMed: 23077007]

Psikiyatrik

Depresyon; anksiyete+’*

Kas zayithg: Leehey ve arkadaslar1. (2007) [PubMed: 17133502]
Jacquemont ve arkadaslari. (2003) [PubMed: 12638084];
. . Healey ve arkadaslari. (2009) [PubMed: 19260103 ]; Hall ve
Parkinson™

arkadaslari. (2010) [PubMed: 18565783 ]; Madeo ve
arkadaslari. (2012)

Bourgeois ve arkadaglari. (2011) [PubMed: 20816038];
Seritan ve arkadaslar1. (2013)

Sinirlilik

Fibromiyalji’

Noropatik agrl*

Hipotiroidzm

Fibromiyalji*

Bacalman ve arkadaglari. (2006) [PubMed: 16426093]

Winarni ve arkadaslari. (2012) [PubMed: 22903889];
Rodriguez-Revenga ve arkadaslari. (2009) [PubMed:
19367323]; Coffey ve arkadaslari. (2008) [PubMed:
18348275]; Leehey ve arkadaslari.

(2011); Apartis ve arkadaglar1. (2012) [PubMed: 23077007

Winarni ve arkadaglar1. (2012) [PubMed: 22903889];
Rodriguez-Revenga ve arkadaslari. (2009) [PubMed:
19367323]; Coffey ve arkadaslar1. (2008) [PubMed:
18348275]; Leehey et al.

(2011); Behm ve arkadaglar1.(2012) [PubMed: 23245186].

* :Yag uyumlu kontrol grubuna gore FXTAS olanlarin daha fazla sayida ortaya ¢ikan ozellikler.

+ : Resmilegmig/var olan 6zellikler
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Tablo 2.10. Tablo 2.8 de sunulmus olan FXTAS tam kriterlerine Onerilen

modifikasyonlar (142).
Muayene ve Derece Gozlem

Molekiiler

Premutasyon araligini icerecek sekilde genigletmek
e 45-54 CGQG tekrarlan (grey zone)
e Full mutasyon ile FMRI mRNA
iiretimi devam eden

Major

Radyoloji

MRI'da korpus kallosum da, msula da ve/veya pons
Major icerisindeki bevaz cevherdeki lezyonlarnda igerecek
sekilde genisletmek

Klinik

Mindr Cevresel noropatiyi igerecek sekilde genisletmek

Noropatolojik

Major FXTAS inkliizyonlar

24.2. Prematiir Over Yetmezligi 1 / Frajil X'e Bagh Primer Over Yetmezligi
(POF1/FXPOI)

Premutasyonlu kadinlarin FXTAS yakalanma riski dusik olsa da, erken yumurtalik

yetmezligi goriilme olasilig nispeten daha siktir (143).

Prematiire over yetmezligi (POF) 40 yasindan 6nce kadinlarin % 1'ini etkileyen primer
veya sekonder amenore ile bir hipergonadotropik yumurtalik eksikligidir. POF
hastalarin %4 ile %31 arasinda bir dominant genetik etiyolojisini destekleyen POF
sendromu ailesel birikim vardir. Dolayistyla, otoimmiin hastaliklar veya enfeksiyonlari
yani sira, genetik faktorler POF gelistirilmesi i¢in esas olarak sorumlu oldugu
dustntlmektedir. Albright ve arkadaglart 1942 yilinda gozlem ve tanimlarina goére POF
simdi primer over yetmezligi (POI) olarak adlandirilarak olgularin % 50'si yumurtalik
rezervinin bir degisken ve ongoriilemeyen islevini gostermektedir. Ayrica POF olan
kadinlarin %5-10'u tan1 aldiktan sonra gebe kalarak ¢ocuk sahibi olmustur. Bu nedenle,
POF / POI durum sadece farkli toplumlarda kadinlarin yaklasik % 10munda
bulunmustur daha yaygin bir prematiir over senescence/yagliligt (POS) sendromu en

agir formu olabilecegi ileri siiriilmektedir. POF insan aday genler tim kromozomlar
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lizerinde lokalize olmasina ragmen, bunlar X kromozomu iizerinde yogunlagmisg
goriinmektedir. POF aday genlerin kiimeleri ile {i¢ bolge ayirt edilebilir; bu duruma gore
POF1 (Xq26-q28), POF2 (Xql3-q22), POF3 (Xpl11.2-p22.1) bolgeler belirlenmistir
(144).

Cronister ve arkadaglart 1991 yilinda ilk defa erken yumurtalik yetmezliginde (POF)
FMRI premutasyonlu kadinlarda bir artis oldugunu bildirmislerdir (140). Zamaninda
FXPOI'nin tam manasi bilinmemekteydi. FXPOI ozellikleri; duzensiz giden
menstrillasyon sonucu over rezervin azalmasi, artmig FSH diizeyleri, indirgenmis
dogurganlik ve POF (40 yasindan once menstrilasyonlarinin kesilmesi). Genel olarak,
FXPOI FMRI premutasyon tasiyan kadinlarin erken yumurtalik yetmezIligi sikligt %15
ile %20 - %13 ile %26 's1 arasinda oldugu tahmin edilmektedir ve CGG tekrar sayist ile
dogrusal olmayan bir iliski vardir (Sekil 2.13) (140,143). Premutasyon tagiyicilarin
prevelanst sporadik erken yumurtalik yetmezIligi olan kadinlarin % 0.8-% 7.5 ve ailesel

erken yumurtalik yetmezligi olan kadinlarin %10-%15 dir. (140,143).

On kamtlar da grey zone /ara aleller tasiyan kadinlar, yaklasik 41 ve 58 tekrarlan
arasinda olanlarda erken yumurtalik yetmezligi riski olabilecegini diigtindirmektedir.

Ancak dogrulamak i¢in daha ¢ok veriye ihtiya¢ vardir (143).

Premutasyon tasiyan bayanlarda folikil stimilasyon hormonu (FSH) daha yuksektir.
Son zamanlarda Anti-Miiller'ien Hormon (AMH) yumurtalik azalmasini gosteren daha
iyi bir belirte¢ olabilecegi 6ne sirialmustir. AMH, biiyliyen folikiil graniiloza hiicrelerde
eksprese edilir. Bu sekilde, kadinlarda folikiil primordial havuzun boyutu igin bir
belirteg olarak hizmet vermektedir. Nitekim, 70 CGG tekrarindan fazla tekrara sahip
olan premutasyon tagiyan kadinlarda 70 CGG tekrarindan az tekrara sahip olan
premutasyon tasityan kadinlardan daha disik AMH'lar vardir. Bu nedenle daha digiik
AMH diizeylerine sahip ve CGG>70 biiyik olan kadinlarda erken yumurta
disukliginin olmasini  digindurebilir. Penetranst FXPOI baglama yasi, FSH
seviyelerinin artig1 ve CGG tekrar uzunluklaryla iligkilidir (141).
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Sekil 2.13. CGG tekrar uzunluguna gore erken yumurtalik yetmezliginin yasa 6zgi
yayginligr (143).

429 FMRI1 premutasyon tasiyicisi ve 517 tasiyici olmayan bir veri setine dayanarak
hazirlanmistir.

Degismis yumurtalik fonksiyonu ve dogurganlik kaybi FMRI premutasyonla ilgili
oldugu netlik kazanmis ve bu degismis yumurtalik fonksiyonun altinda yatan temel

mekanizma bir FMRI mRNA kazang-fonksiyon toksisitesi olarak goriiniiyor (143).
2.4.3. Premutasyon lle iliskili Diger Sorunlar

Aragtirmalar FMRI premutasyonlu erkek ve kadinlarin blyik g¢ogunlugu normal
intelektiiel (zihinsel) fonksiyonlu oldugunu gosterilmis. Tekrar araliklarn arasinda klinik
ozelliklerle ortisme gosteren FMRP azalmalart belgelenmis ve bazi durumlarda
ogrenme ve /veya davranigsal engelli premutasyonlu ¢ocuklarin oldugu az miktarda
olsa da raporlanmistir. Premutasyon alelli yetiskin kadinlar arasinda hipertansiyon,
tiroid hastaliklar1, fibromiyalji, tremor, ve ndropati gorilme sikliginin artmis oldugu
rapor edilmistir. Ayrica FXS ¢ocuk sahibi olan kadinlarin ruh sagligi sorunlar

beklenenden daha ¢ok ve yaygindir. Hunter ve arkadaglari (2010) FXPOI'lu kadinlarin
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yumurtalik fonksiyon bozuklugu igin olast bir baglanti oldugunu distndiren tiroid
problemleri, depresyon, ve anksiyete gibi sorunlarin yiiksek oranda rapor oldugu tespit
etmiglerdir. FXTAS veya FXPOI klinik belirtileri mRNA toksisitesi ile ilgili oldugu
gibi anksiyetininde arasinda olduguna dair kanitlar da vardir. Hessl ve arkadaslar
(2005) premutasyonlu bireylerde psikiyatrik semptomlarin yiksek mRNA seviyesiyle
ilgisi olmadigit ve MRI degisiklikleri bulunan hatta FXTAS klinik tanisi olmayan
FMRI premutasyonlu kadinlarda anksiyete ile iligkilendirilmigtir (140).

2.4.4. Premutasyon Hastaliklar icin Temel olan RNA Toksik Kazan¢/Yiiksek
Fonksiyon Modeli

FXTAS i¢in benzersiz néropatolojik bulgular 6zellikle hipokampiis ve limbik sistemde,
beyin boyunca ndron ve astrositler de intraniikleer inkliizyonlar varligi (137) ve erkek
vakalarda az veya hic FMRP fiireten full mutasyon alellerinin olmamasi FXTAS
rahatsizligini protein eksikligi modeline karsi savunur; tremor / ataksi sendromu olmast
nedensel degildir, premutasyon alellerini barindiran FXTAS'Tu baz1 hastalarda FMRP de

hafif azalma oldugunu gozlenmistir (138).

Full mutasyon araliginda FXTAS durumunun yoklugu ve anormal (genisletilmis CGG
tekrar) FMRI mRNA varligi yiksek seviyede olmasi ile birlestiginde FXTAS igin
FMRI mRNA'nin nérolojik bozukluga etken oldugu bir RNA "toksik kazang/yiksek-
fonksiyon" modeli ortaya ¢ikmistir (Sekil 2.14) (138). Bu hipotez myotonik distrofi igin
Onerilen iyi karakterize RNA kazang/yiiksek-fonksiyon modeline dayaniyor; burada
DMPK genin 3' UTR deki CUG (CTG) tekrarin genislemesiyle DMPK mRNA (DM1)
veya ZNF9 genin (DM2) birinci introndaki CCUG (CCTG) tekrarin geniglemesi bir
yada daha fazla C(C)UG-baglayici proteinleri arasinda sekestrasyonuna neden olur

(138).

FXTAS ve miyotonik distrofi arasindaki bagka paralellik ise; FXTAS iginde
interniikleer inkliizyonlarin varligr ile DM1 ve DM2'de niikleer odaklarin bulunmasidir

(138).

Toksik kazang/yliksek-fonksiyon mekanizmalar1 spinoserebellar ataksi (SCAs)-8,10 ve
12 tipleri ve Huntington hastalik benzeri tip-2 (HDL2) i¢inde 6nerilmistir (138).
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Sekil 2.14. FXTAS i¢in RNA toksik kazang/yiiksek fonksiyon modeli sematize
edilmigtir (138).

Bu modelde (hipotez) 5'UTR FMRI mRNA'min 6zel protein etkilesimleri CGG tekrarlarmin
genislemesinin bir sonucu olarak degismis; Bu modeli miyotonik distrofi i¢in Onerilen RNA
kazang/yiiksek fonksiyon modeline benzer. Premutasyon araliginda, genisletilmis CGG tekrar bir veya
daha fazla proteinin (pembe kiireler) asir1 baglanmasma yol agar; (i) Artan mRNA kopya sayist
nedeniyle, (ii) CGG tekrarlarin sayisinin artmasi (artmis CGG molarite), ve/veya ikincil / tiglinciil RNA
yapisint degismesine neden olur. Bu fazla baglanma nedeniyle, hiicresel havuzunda proteinleri tiiketir ve
diger dizenleyici islemlerde normal fonksiyonlarinin kaybi ile sonuglanir. Sekestrasyon siireci de
proteinlerin birikimi veya anormal isleme tetikleyerek proteozomal indirgenme yolu ile ubikitin
proteinlerin, proteozomal alt birimleri ve stres-yanit (HSP) proteinlerin eslik etmesi ile inkliizyon
olusumuna yol acar. Full mutasyon araliginda, FMR! mRNA yoklugunda degismis bir protein-RNA
etkilesimleri meydana gelmez, ancak transkripsiyonel olarak aktif kalir full mutasyonlu alel durumunda
meydana gelebilir. Kiigiik resim goriintiisit FXTAS bir hastadan izole edilen bir sinir hiicresi (frontal
korteks) ¢ekirdeginin igindeki inkltizyon; floresan antiubiquitin antikoru ile boyanmis ve cekirdegi
boyayan DAPI ile zit boyama yapilmustir.

Premutasyonlu FMRI alellerini tasiyan kadinlar da goriilen POF1/FXPOI i¢in de RNA
bazli patogenezin olasilig kabul edilmigtir (138).
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Miyotonik distrofi, DM1 ve DM2, SCAs-8, 10, 12 ve HDL?2 ile birlikte ele alindiginda,
FXTAS i¢in bir RNA kazang/yiiksek-fonksiyon mekanizmasi igin yeterli 6rnek saglar.
Ayrica, full mutasyonlu buytk /yasgl yetigskin erkeklerde FXTAS vakalarinin yoklugu
biiyiikk Ol¢iide FXTAS icin temel olarak FMRP eksikliginden kaynaklanmadigini
gostermistir (138).

Premutasyon toksititesi genislemis CGG tekrar mRNA tarafindan 6nemli proteinlerin
sekestrasyonu ile iligkili oldugu dusinilmektedir. Bu proteinler Drosha'y1 ilaveten diger

RNA birlestirici proteinleri kapsar ve miRNA'lart dizenler (137).

Son olarak, Ross-Inta ve arkadaglann (2010) FXTAS olmayan premutasyon
tastyicilarinin fibroblast ve beyin orneklerinde mitokondriyal fonksiyon bozuklugu
oldugu kanitlanmis ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu FXTAS olanlarda daha agir
oldugu belirlenmistir (137).

Premutasyon RNA toksititesi sonucunda miRNA bozularak erken hiicre oliimiine ve
mitokondriyal anormalliklere, bazi durumlarda FMRP seviyesinin dismesi ile beyin
baglantisin1 etkiler ve RNA toksititesi siirecinde de otizm yada otizm spektrum

hastaliklarina (ASD) yol agabilir (137).

2.5. FRAJIL X SENDROMUNUN TANISINDA KULLANILAN
YONTEMLER

2.5.1. Sitogenetik Yontemler

2.5.1.1. Frajil Alanlar

Kromozomal frajil alanlar, mitozda paketlenme sirasinda meydana gelen bozukluk
sonucu paketlenmesi yetersiz kalmis kromatin bolgeleridir. DNA sentezinin kismen
baskilanmasini takiben metafaz kromozomlarinda gap veya kirik olarak ifade bulan
spesifik lokuslar olarak da tanimlanabilir. Kromozom paketlenmesinde ortaya ¢ikan
sorun, kromozomun bu noktada giigsiizlesmesine ve frajil (kirilgan) hale gelmesine
neden olur (145, 146, 147). Frajil alanlar tiim kromozomlarda gozlenebilir ve

gozlendikleri kromozom bolgesine gore isimlendirilir (145). Frajil alanlar
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tanimlanirken, frajil alanin bulundugu kromozom ve frajil alanin yerlesim bdlgesi
gosterilir. Ormegin; FRAXA; frajilite, X kromozomu, A bdlgesi olarak anlasilir.
FRAXA, fra(X)(q27.3) olarak da bilinir. Bu gosterimde ise frajilitenin yerlestigi
kromozomal band belirtilmistir. Gintimiizde 100'in Gizerinde frajil alan tanimlanmigtir
(145). Genel populasyondaki sikliklarina gore iki ana sinifa aynlirlar; yaygin ve nadir
frajil alanlar. Frajil alanlar, kiiltire hicrelerde normalde stabil iken, baz1 kimyasallara
maruz birakildiklarinda veya belirli kiiltiir sartlar1 altinda gap veya kirk olusturan
alanlardir. Yaygin frajil alanlarin genel poptlasyonda sikligr ¢ok yiiksekken, nadir frajil
alanlarin sikligr ¢ok diisiik olarak bulunmustur. Giiniimiize kadar gecen siire i¢inde 30
nadir, 89 yaygin frajil alana rastlanmistir (146). Yaygin frajil alanlarin tim bireylerde
gozlendigi diistinilmektedir ancak bunlarin sitogenetik olarak ifade olmasi kigiden
kisiye farklilik gostermektedir, baz1 bireylerde bu oran %30'lara kadar ¢ikmaktadir.
Nadir frajil alanlar bireylerin %5'inden daha azinda gozlenen ve Mendeliyen kalitim
karakteri gosteren degisikliklerdir (6r, FMRI genindeki FRAXA gibi) (147). Yaygin ve
nadir frajil alanlar kendi iglerinde doku kilturlerinde kullanilan kimyasallara bagli
uyarilara gore ayrilirlar. Nadir frajil alanlarda 24 lokus folat duyarlidir, 4 lokus
distamin-a duyarlidir, 2 lokus BrdU'a duyarlidir. Yaygin frajil alanlarda 76 lokus
afidikoline duyarlidir, 8 lokus BrdU'a duyarlidir, 5 lokus 5-azasitidine duyarlidir (145).

Nadir frajil alanlar ebeveynlerden aktarilir veya de novo olarak gozlenebilir. Bunlarin
biiyiik ¢cogunlugu folat duyarli, CGG tekrar dizisi artisi ile birliktedir. Bu grupta Frajil X
sendromuna sebep olan FMRI genindeki FRAXA bolgesi bulunmaktadir. Tekrar dizisi
artigsi, CGG tekrarlarinin ve etrafindaki CpG adaciklarinin hipermetilasyonuna, bunu
takiben genin transkripsiyonel olarak susturulmasina yol agar. Diger folat duyarli

olmayan nadir frajil alanlar, artmig AT dizileri ile birliktedir (146).

Yaygin frajil alanlar, nadir frajil alanlardan farkli olarak niikleotid tekrar dizisi artist
sonucu olugmamaktadir. Yaygin frajil alanlar tim kromozomlarda bulunur. Tekrarlar
polimorfiktir ve popiilasyonun biyiik bir kisiminda stabil olarak aktarilir. Bireylerin ¢ok
az bir kisminda tekrarlar esik degerin tizerine ¢ikarak belirgin bir instabiliteye neden

olurlar (145,146).

Frajil alanlarda replikasyonda gecikme vardir. CGG tekrarlar hairpinler, tripleks,

tetrapleks gibi non-B DNA yapilart olusumuna neden olur (117, 148). Sekonder
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yapilarin  olusumu tekrar dizisinin uzunluguna ve safligina gore degisiklik
gostermektedir. Bu sekonder yapilar, replikasyon catalinin ilerlemesini durdurarak
replikasyon siirecini bozar. CGG tekrar dizilerini tagiyan DNA fragmanlarinin daha
esnek oldugu ve bunlarin replikasyon ¢atalinin ontinde birikerek replikasyon stirecini
bozduklari 6ne surilmistiir (146). FRAXA ekspresse eden alellerde yapilan replikasyon
analizlerinde frajil alanlar eksprese eden alellerin bulundugu genomik bolgelerde G2'de
gecikme gozlenir (149). Replikasyon gecikmesi, FRAXA'da yaklagtk 1Mb ve
FRAXE'de yaklasik 300 kb gibi genis bir alanda gozlenir (149). Tekrar dizilerinin
instabil olmasinda sadece replikasyon siireci degil, ayni zamanda DNA tamir ve
rekombinasyon olaylar1 da 6nemli rol oynar. CGG tekrar dizilerinin, nitkleozomlarin
birlesmesini etkiledigi in vivo ve in vitro ¢alismalarda gosterilmistir (146). In vitro
caligmalarda artmis CGG tekrarlarinin paketlenmeyi onledigi (DNA'nin niikleozom
disinda kalmasi) gosterilmistir. CGG tekrar sayist artttkca DNA'nin da nitkleozom
disinda kalma olasiligi artmaktadir. Folat duyarli frajil alanlarda yapilan ¢aligmalarda,
CGG tekrar dizilerinin non-CGG dizilere oranla niikleozom olusumunu daha fazla
baskiladig gosterilmigtir. Ayrica araya giren AGG ugli dizilerinin kaybinin da
niikkleozomlarin birlesmesini engelledigi gosterilmistir. Frajil alanin ifade bulmasinda
tekrar dizilerinin boyutu, tekrar dizilerinin ve komsu CpG adaciklarinin metilasyonu
onemlidir. CGG tekrarlarindaki metilasyon derecesi arttik¢a, niikleozom birlegsmesinde
bozukluk artar. Frajil olmayan kontrol DNA'larinda metilasyonun niikleozom
yapisindaki degisiklikle iligkili olmadigi, ancak folat duyarli frajil alanlarin ifade
bulmasinda CGG tekrar sayisi ve metilasyon derecesinin énemli oldugu gézlenmistir.
Anormal kromatin yapist frajil DNA ile iliskilidir. Frajil alanlardaki kromatin yapist
replikasyon ¢atalinin ilerlemesini yavaglatan veya durduran bir engel gibi davranir, frajil
DNA'da sekonder yapilarin olusumuna ve kromatin kondensasyonunda bozukluga yol
acar (150). Bu olusan degisikliklerin hepsi hiicre dongiisii kontrol noktalarini uyarir.
Ancak frajil DNA dizilerinde olugan sekonder yapilar bu kontrol noktalarindan kagabilir
ve artmig zincir kiriklari, kromozom yapisinda degisikliklere sebep olabilir. Frajil
alanlar kromatinin higherorder organizasyonuna uymadig alanlardir. FRAXA ile
yapilan elektron mikroskobi ¢aligmalarinda, kontrol X kromozomlarina gore frajil X
kromozomunun distal kisminin daha disiik yogunluklu alanlar olusturdugu

gosterilmistir (151).
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Gunuimuze kadar yapilan c¢aligmalarda sadece CGG tekrar artist ve AT zengin
minisatellit artisinin frajil alanlarin sitogenetik olarak ifade bulmasina sebep oldugu
gozlenmigtir. CGG tekrar dizileri ve AT zengin tekrar dizilerindeki artigin nikkleozom
olusumunu baskiladigi, halbuki CTG ve CAA gibi tekrar dizilerindeki artigin
niikkleozom birlegmesini uyararak daha yogun kromatin olusumuna yol agtigi one
stiriilmektedir (152). Frajil bolgeler buralardaki dekondensasyon sonucu sitogenetik

olarak gap veya kirik seklinde gozlenirler (147.)

X kromozomu tizerinde 3 adet nadir frajil alan bulunmaktadir (Tablo 2.11)(Sekil 2.15).
Bunlar sitogenetik olarak birbirinden ayrilmazken molekiiler genetik tan1 yontemleri ile
ayirt edilebilirler. FRAXA ve FRAXE mental retardasyonun bilinen nedenleri arasinda
yer alirken, tug¢iincii nadir frajil alan FRAXF herhangi bir klinik bulgu ile
iliskilendirilememistir (153). Tiim nadir frajil alanlar i¢inde sadece iki frajil alanin
klinik anlamliligr ispatlanmigtir, bunlar X kromozomu tizerinde yer alan FRAXA ve
FRAXE'dir (147). X kromozomu tuzerinde yer alan yaygin frajil alanlar diger
kromozomlardaki yaygin frajil alanlar gibi herhangi bir patolojik anlam tagimazlar
(153). Bunlar arasinda yer alan FRAXD'nin, kromozomal yerlesimi (Xq27.2) nedeniyle

nadir frajil alanlarla karistirilabilmesi séz konusudur.

Tablo 2.11. X kromozomu iizerindeki nadir ve yaygin frajil alanlar.

Kromozomal Alt Grup

I im
Nadir Frajil Alanlar
FRAXA Xq27.3 FMRI Folat duyarli
FRAXE Xq28 FMR2 Folat duyarli
FRAXF Xi28 FAM1I1A Folat duiarh
FRAXB Xp22.31 Afidikolin duyarli
FRAXC Xp22.1 Afidikolin duyarli
FRAXD Xq27.1 Afidikolin duyarli
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Sekil 2.15. X kromozomu iizerindeki nadir frajil bolgeler

2.5.1.1.1. FRAXA-Xq27.3

Frajil X sendromunun karekteristik sitogenetik bulgusu olan X kromozomunun uzun
kolunun terminalinde q27.3 bant bolgesinde yer alan, kinlmaya egilimli noktaya
kromozomdan ayn ya da bir ugundan kromozoma bagli kiiciik bir par¢a veya iki
kromatit iizerinde bir bogum, boya almayan bir aralik bi¢iminde goriiliir. Cok daha
ender olarak bu nokta triradial figiir, delesyon ya da asentrik bir par¢a biciminde de

ortaya cikabilir (13,15, 154).

Ozel olarak folat veya timidin'den eksik olan besiyerlerinde (TC199, modifiye RPMI
1640) ya da alternatif yontemlerle (MTX, FUdR) yapilan sitogenetik ¢aligmalarda,
incelenen metafazlarin 4'iinde veya tizerinde Frajil X bolgesinin gosterilmesi sitogenetik
tan1 kriteri olmasina ragmen, yanlig pozitiflik ve negatiflik olasiligi s6z konusudur.
Etkilenmis erkeklerde sitogenetik olarak frajil noktanin genelde gosterilebilmesine

karsin, tagtyicilarin ancak %50'sinde bu bolgenin gosterilebildigi bildirilmektedir.

(155).Dordiincii Enternasyonal Frajil X Workshop'unda Frajil X kromozom eldesi ve

analizlerinde alinan ortak kararlar belirlenmistir.
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Buna gore;

» En az iki-li¢ Frajil X indiikleyen yontem paralel olarak kullaniimalidir.

» Erkekte en az 100 hiicre, kadinlarda ise en az 150 hiicre analiz edilmelidir.

» Xq27.3'deki frajil nokta band analizleriyle de dogrulanmalidir.

» Eger %4' den daha az bir oran saptanacak olursa, kiltir tekrarlanmalidir. Tekrar

disiik bir oran bulunmast durumunda, klinigi ile tekrar degerlendirilmelidir.

» ISCN nomanklatiire gore;

v’ hasta erkek 46,Y fra(X)(q27.3)

v’ tagiyici/hasta kadin 46,X fra(X)(q27.3) olarak ifade edilmelidir.

» Frajil X ¢aligsmalart sirasinda yapisal kromozom analizleri de yiiriitiilmelidir.

Bu noktanin ekspresyonu, folat bilesikleri ve timidinden fakir besi yerlerinin ya da besi
yerlerine folat inhibitérii (methotraxat (MTX) ve fluorodeoxiuridine (FudR) ilave
edilmesi ile saglanir (156). DNA replikasyonunda (piirin ve primidin biosentezinde)
folat metabolizmast son derece Onemli ara kademedir. Ortamda folik asitin
bulunmamasi veya diisitk oranda bulunmasi frajil noktay1 uyarir (13). Ayni etki normal
dizeyde folik asit igceren medyumlarda folat metabolizmasini inhibe eden

antagonistlerlede saglanir.

Folata duyarli frajil bolgeler FUdR ile de kuvvetle indiiklenmektedirler. FUdR'nin
metaboliti olan 5-florodeoksiuridin monofosfat, timidilat sentetazin kuvvetli bir
inhibitoriidiir. Ekspresyonu gérmek i¢in indiiksiyon sartlari, mitozdan dnceki ge¢ S fazi
sirasinda hazir olmalidir. Frajil X ekspresyonunu tam olarak baskilayan timidin veya
folik asittir. Folik asit eksikligi veya methotreksat indiiksiyonu ile frajil X eksprese olur.
Timidinin yiiksek konsantrasyonlannin da (1-2 mM) frajil X ekspresyonunu (FRAXA)
etkili bir sekilde uyardig1 gozlenmistir.
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Sekil 2.16. Niikleotid metabolizmasina katilan folat duyarli fragil bolgelerin
ifadelenmesi

a) Folik asit ve timidin sinirlayict veya folat metabolizmasinin inhibitérleri ile indiksiyon veya timidilat
sentaz inhibitorleri etkileyen yolaklar. b) Yitksek konsantrasyonda timidin ve BrdU etkilenmis yolak. Bu
yolaklar i¢in 6nemli olan enzimler; (1) dihidrofolat rediiktaz, (2) timidin kinaz, (3) timidilat sentaz, (4)
riboniikleotid rediiktaz. Kisaltmalar: BrdU (bromodeoksiiiridin), CDP (sitidin difosfat), dCDP
(deoksisitidin difosfat), DHF (dihidrofolat), FUdR (florodeoksiuridin), dTMP(dioksitimidin monofosfat-
timidilat), dTTP (deoksitimidin trifosfat), THF (tetrahidrofolat), UMP (uridin monofosfat). (Sutherland,
1988)

Timidinin bu etkisinin dTTP'nin yiiksek diizeyde olmasindan dolayt oldugu
disinilmektedir. Purin ve primidin biosentezinde folat metabolizmast ve folat

antagonistlerinin bu metabolizmay1 nasil etkiledigi sekil 2.16'da gosterilmisgtir.
2.5.1.1.2. FRAXE-X(q28

Mental retardasyonlu hastalarin kiigiik bir kisminda, FRAXA ekspansiyonunun
olmadig bir frajil X kromozomu belirlenmistir. Bu hastalar incelendiginde FRAXA'nin
distalinden yaklagtk 600 kb uzaklikta ikinci bir frajil bolge olan FRAXE'de bir
ekspansiyona sahip olduklarn gézlenmistir (107, 157, 158, 159, 160). FRAXE, Xq28'de
FMR? olarak adlandirilan genin 5' ucunda CCG tekrarinin ekspansiyonu ile meydana
gelmektedir. Tekrar sayist normal popiilasyonda polimorfik olup 6 ile 25 arasinda

degismektedir. FRAXE kromozomlarinda ekspansiyon 200'den biiyiiktiir. Tekrar
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ekspansiyonu, genin transkripsiyonal eksikligine ve 1limli mental yetersizlige yol agar.
FRAXE hastalari, genellikle FRAXA hastalarindan daha ilimli, benzer bir fenotipe
sahip olup sikligr disiktir (7, 157, 159, 161, 162, 163, 164, 165).

FRAXE mutasyon sikliginin erkeklerde yaklasik 1/50000 oldugu belirlenmistir (166,
167). insanda, FMR?2 fibroblastlar, koryonik villiisler ve sa¢ koklerinde yiiksek diizeyde
eksprese olurken, tiim kan ve amniyositlerde diisiikk diizeyde ve lenfoblastlarda ise hig

eksprese olmamaktadir (168).

Frajil X sendromunun aksine CGG tekrar genisleyebilir veya daralabilir. Ayrica kadin
veya erkekten gectigi zaman da esit kararsizliga sahiptir. Etkilenmis erkekler

FRAXA'dakinin aksine etkilenmis kizlara sahip olabilmektedir (169, 170).

Ayrica yapilan aile galigmalarinda normal alelin olmadigi tim erkeklerin etkilenmis
oldugu belirlendiginden dolayt FRAXE CCG tekrarinda premutasyon olmadig kabul
edilmektedir (169).

2.5.1.1.3. FRAXF-Xq28

FRAXA ve FRAXE gen bolgelerinden sonra tigiincii frajil bolge FRAXF klonlanmusgtir.
Frajil bolgenin en ge¢ karakterize edilenidir ve Xq'nun distal ucundaki, FRAXE'nin 600
kb uzaginda ve FRAXA'min 1-2 Mb'lik distalinde lokalize olmustur (107, 171).
FRAXF'de (GCCGTC)n (GCC)n dizisinin genisledigi belirlenmigstir. PCR analiziyle
normal bireylerde 12-26 ugli tekrart oldugu gosterilmis ve en yaygin alelin 14 glii
tekrarli oldugu belirlenmistir. DNA dizi analiziyle, normal bireylerde GCC GTC
motifinin li¢ kopyast oldugu gosterilmig ve bu bireylerde GCC diziliminin kopya sayist
degisik oldugundan dolayt PCR analizinde boy varyasyonu oldugu gozlenmistir.
Gelisme geriligi olan, sitogenetik olarak pozitif bir erkekte dizilim 900 tglii tekrardan
daha fazla genislemis ve komsu CpG'ce zengin bolge metillenmigtir (172). FRAXA ve
FRAXEnin aksine FRAXF muhtemelen bir hastalik fenotipi ile iligkili degildir. Frajil
bolgelerin hastalik ile iligkili olmasi gerekmez; yaklagik 100 kromozomal frajil bolge
belirlenmistir. Ancak bunlardan sadece ikisi (FRAXA ve FRAXE) klinik bir hastalikla
ile iligkilidir (107).
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2.5.2. Molekiiler Yontemler

FXS'na neden olan genin klonlanmasindan sonra bunun kararsiz triniikleotid tekrar
ekspansiyonundan kaynaklandigr gosterilmis ve bunu takiben sitogenetik testin yerini
molekiiler test almigtir (173). Son yillarda, FXS sikligin1 gostermek i¢in esas alinan
sitogenetik testin, bir¢ok yanlig pozitif sonuglara neden oldugu rapor edilmistir (6, 7, 30,
174). DNA analizi duyarli, glivenilir ve digiitk maliyetli alternatif bir tan1 yontemidir.
Frajil X igin sitogenetik test laboratuvar teshisi i¢in temeldir ancak sitogenetik test ¢ok
fazla emek istemektedir ve bu yontemle frajil X tasiyicisi kadinlarin sadece % 50'si
belirlenebilmektedir (173). DNA testi, daha basit, hatasiz ve duyarli olusu nedeniyle
sitogenetik testin yerini almistir (176). Ciinkii tasiyict kadinlarin timii ve normal
tasiyict erkekler sadece DNA testi ile belirlenebilmektedir. Ancak karyotip tayini,
mental handikap i¢in onerilen rutin diagnostik bir ¢aligma olarak goz ardi edilmemelidir

(173).
Frajil X mutasyonunun molekiiler tani testi, iki metod kullanilarak yapilmaktadir.

I. metod dogrudan genomik Southern blot analizidir.
Bu yontemde CGG tekrar bolgesine yakin olan bir prob kullanilir.

II. metod, polimeraz zincir reaksiyonudur.

Her iki metod ile de FMRI 'in triplet tekrar bolgesinin uzunlugu belirlenebilir (55,177,
178).

Etkilenen bireylerde, nadir olarak gen i¢inde ya bir nokta mutasyonu veya gen
bolgesinin bir kismi veya tiimiiniin delesyona ugradigi belirlenmistir (102). Eger
hastada bu nadir gorilen delesyon tipi siiphe ediliyorsa tani i¢in daha detayli molekiiler
incelemelere ihtiyag vardir. Boyle vakalarda sendromun temelini olusturan FMRI gen
ekspresyonu yoktur. Tekrar amplifikasyonu mutasyonu, sendromun en yaygin

molekiiler temelini olusturmaktadir (55).
2.5.2.1. Altin Standart-Southern Blot

Southern blot, spesifik restriksiyon enzimlerle genomik DNA'y1 pargalayarak ve gene

spesifik problarla hibridizasyon temelli bir tekniktir, tek deneyde FMRI mutasyonlarin
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size/boyutlarint ve metilasyon durumlarim belirleme avantajini saglar. Ancak yogun
emek isteyen ve sonug¢ verilmesi bir ka¢ giin siren bir yontemdir. Agikcasi kiigiik
premutasyon (55-65 tekrarli) ile buyik intermedit/ara alelleri (45-54 tekrarl) ayirt
etmek her zaman mumkiin degildir. Bu gibi durumlarda PCR bazli metodlar
kullanilarak kiigik mutasyonlari amplifiye ederek yiiksek ¢oziiniirliik jel elektroforezi

platformunda (kapiller yada geleneksel) yiiklenebilir (136).

Iyi bir 20 cm'lik EcoRI-Eagl Southern blot, genellikle 2.8 kb bant aralig: i¢inde 45 bp
(15 uglu tekrara) bir ¢oziiniirlige/resolution sahip olur ve bir normal kontrol (30 tglu
tekrar) varliginda bitisik konumdadir, 55 ugli tekrarli kiigik premutasyon igin
mikemmel hassasiyet saglar. Southern blot tam olarak mutasyon boyutunu
belirlememesine ragmen, ¢ogaltilmamis genomik DNA kullamilarak ornekteki FMRI
alel boyutu dagilimini giivenilir bir bi¢imde tahmin-temin etme avantajina sahiptir
(136). Southern blot tekniginin rutinde kullanimi itiraz edilmistir (179) ¢linkii bu analiz
tipi, normal alel boyutlarini ve full mutasyon igeren mozaizimlerde veya heterojen
smear gibi mutasyonlarin dizensiz tirlerini tespit etmek i¢in laboratuarda Snemli
deneyimi olan kisilerin gok yiiksek bir kompleks diisiiniilmelidir. Onemli bir not; ayrica
diizensiz genotipler PCR temelli metotlar iginde sikinti vericidir. Bununla birlikte,
Southern blot hala FMRI molekiiler tan1 yontemlerinin altin standart olarak
yonlendirilen laboratuarlarinin bityiik ¢cogunlugu tarafindan kabul edilir ve bu diizensiz,

karmagik ve seyrek desen gosteren mutasyonlari tespit etmek i¢in de kullanilir (136).

Analitik ve hassasiyet bakimindan; yuksek kaliteli bir Southern blot analizi (6nemli
background/arka alan olmadan ve gii¢lii bir sinyal ve uygun, kaliteli kontrolii ile)
FXMR lokusunun biyikligint ve metilasyon durumunu ve bu hastaliga neden olan
FMRI dinamik mutasyon i¢in %98 duyarliliga ve %100'e yakin spesifitiye sahip
olduguna inanilmaktadir (136, 180).

2.5.2.2. PCR-Bazhh FMR1 Genotipleme Metotlar:

PCR teknigi basitlik ve seri sekilde hizli olmasi nedeniyle genel olarak molekiler tant
icin tercih edilen bir yontemdir. Bununla birlikte FMRI mutasyonlart GC agisindan ¢ok
zengin (¢ogu zaman hemen hemen saf >200 CGG tekrarlari ¢ok uzun uzandig gosterir)
olduklar i¢in PCR ile amplifiye edilmesi ¢ok zordur. Bundan bagka, yiksek ol¢iide

heterojen  bir  buyuklikte mutasyonlarin  varliginda PCR  kisa  alellerin
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amplifikasyonunun lehine olacaktir ve bu mutasyonlarin boyut dagiliminin
degerlendirilmesinde giivenilir olmayan bir 6n yarg: uretir. Southern blot'in duyarlilik
ve ozgulligu ile rekabet edebilmek ve hatta FMRI mutasyonlarin metilasyon durumunu
belirlemek i¢in kayda deger caba ile PCR yontemlerinin gelistirilmesinde yatirim
yaptlmistir. Bu deneyler PCR yontemlerinde 6nemli gelismelere neden olmug ve tani
kitleri olusturulmus (6rnegin Quest Diagnostics, Celera Genomics, Abbott ve
Assuragen) ve pazarlama ile bir dizi ticarilesme yolunu agmistir, ancak su an igin
olusmug tam kitleri yaygin olarak kabul edilmig goériinmiiyor (136). Bir ¢ok
laboratuarda birinci baypas gibi PCR-bazli analiz kullanilir ve gozlemlenen bir yada
fazla siipheli >50 tekrar uzunluktaki aleller i¢in Southern blot analizi yapilir (136, 181).
FMRI1 anormal bir genotiplendirme tespit edilmemesi sebebiyle, duyarlilik ve
givenirlik oranlari heniiz yayinlanmamigtir. PCR-temelli Kkitler veya testler, tam
mutasyon (0zellikle mozaik) olan olgularin tespitinda kagirma riskimiz olabilir ve

simdilik giivenirlik oranlari net degildir (136).
2.5.2.2.1. FMRI1 Genotipleme Karmasikhgi

FMRI genin 5'UTR iginde tglii tekrar geniglemesi FXS'nun ¢ogu durumda beklenen
FMR1 gen mutasyonun ana tipi olmasina ragmen, agilimlar herhangi bir bireyde cesitli
bigimler alabilir ve laboratuarda kullanilan testin yanlig negatif oranint en aza indirmek
icin mutasyon desenlerinin belirli tiirlerini aramak ve akilda tutmak gerekir.
Yonergelerde klinik laboratuarlar ¢ok iyi FMRI genotiplendirilmesi gerceklestirse de
nadir gozlenen ve goriilebilir tiim ¢esitli mutasyon desenleri ile tanigmis olmasi tavsiye

edilir (136).

FMRI genotipleme karmagikligr agagidaki olaylari igerir (136);

CGG zengin ti¢lu genisleme boyutunda somatik heterojenitesi (mozaiklik),

FMRI genin anormal metilasyon varligi,

Metilasyon paternlerin somatik heterojenitesi (mozaikligi),

Prenetal 6rneklerinde eksik metilasyon paternlerin olmas,

Kadinlarda normal bir X kromozomunun etkilesimi,

PCR deneylerinde ki zorluklar,

Ozellikle kadin orneklerinde, Southern blot ve PCR teknikleri ile yapilan duyarlilik

analizlerinde.



61

2.5.2.2.1.1.  Size/Boyut Mozaisizm

FMR]I full mutasyonlar bilinen heterojeniyle 1991 yilinda tanimlanmasindan bu yana
kadar ayn1 tamm kullamlmistir (57,180). Oyle goriiniiyor ki, full mutasyonlu kisilerin
onemli bir bolimii mozaisizmin bazi derecesini gostermektedir (182, 183). Full
mutasyonlar her zaman anneden (premutasyon veya full mutasyon ikisinden biri)
kalitabildigi g6z oniine alindiginda zigottaki genislemis FMRI alellin miras/kalitimla
kazanilmis olduguna inanilmaktadir. Bu nedenle, full mutasyonu olan bireylerin
dokularda goriilen mutasyon heterojenitesi somatik dengesizlik nedeniyle oldugu
disinilmektedir (184). Southern Blot jellerde kullanilan etidyum bromiiriin, DNA'nin
yonini degistirmesine/sapmasina neden olmasi ile, yapay bir FMRI mutasyonlarin
belirgin heterojen artisina neden oldugu bildirilmistir (185). Bununla birlikte, yine de
heterojenite etidyum bromiir diginda boyama teknikleri (yayinlanmamis veriler)

kullanildiginda bile goriilmektedir ve bu nedenle bu olasilik dogrulanmamaistir (136).

Hatta full mutasyon genotipli bir erkek, normal alel ile 20-30 tekrar arasinda degisen ve
>700 ugla tekrarli ¢ok buyik geniglemelere kadar farkli hiicrelerde farkli mutasyon
boyutlart barindirabilir (57, 183, 186). Bu, tabii ki, ¢cok biiyiik olanlardan daha kii¢lik
boyutlu alellerin daha ¢ok amplikonlarin olugsma olasilig nedeniyle, Ozelliklede
geniglemis dizilerde PCR'a giivenme agisindan genotiplendirme yontemleri igin bir
meydan okuma teskil eder. Southern blot, mozaisizminin tespiti i¢in daha giiclii
olmasina ragmen maliyeti, rutin tani1 i¢in PCR tabanli testlere gore daha yiksektir.
Ornegin, Quebec kamu saglik ortaminda, bir Southern blot tabanli test maliyeti ABD'de
450-750 USS yerine 75 US$ gibi disiik olabilir (The National Fragile X Foundation).
Boyle bir baglamda, klinik laboratuvarlar FMRI {glii tekrar geniglemesini tespiti igin
kendi standart test olarak Southern blot kullanmay1 segebilir (136).

Full mutasyonlar nadiren homojen bir somatik modeli gosterir ve ¢ogu kez bir Southern
blot lizerinde simir olarak tespit edilir (180). Premutasyon daha istikrarli ve bir Southern
blot iizerinde tek bant olarak goriiniir. Ancak, tersi dogru degildir; diger bir deyisle, full
mutasyonu olan bireylerin 6nemli bir boliimii ayni zamanda, bazi hiicrelerde
premutasyon gosterecektir. Premutasyon gosteren hiicrelerin orani, full mutasyonunun
geri kalanindan %50'si kadar yliksek olabilir. Bir ¢ok full mutasyonlu heterojen hiicre

kiimeleri varken 6zellikle erkeklerde normal boyutlu alel barindirdiginda Southern blot
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analizi i¢in en zor durumlardan bir tanesini olusturur. Bir premutasyon tasiyan kadin
inaktif X kromozomu tizerinde bir premutant alel tasidiginda sadece iki bantli bir
goriinimde normal bir bant deseni goriiliir, yine Southern blot i¢in diger zor bir
durumdur (Aktif X kromozomu iizerinde normal alelin ve inaktif X kromozomu
tizerinde premutant alelin olmast durumu). Premutasyon kii¢ilik ise bu gibi durumlarda,
bu EcoRl/Eagl veya Hindlll/Eagl restriksiyon enzimleri kullanilarak Southern blot

tizerinde normal bir aleli ayirt etmek zor olabilir (136).
2.5.2.2.1.2. Metilasyon Mozaisizm

Size/Boyut farkliligina ek olarak full mutasyonlar bazen genomik fragmanlarin analiz
freksiyonu buyik metillenmemis genislemeler ile metillenmis patern heterojenitesi
gosterir (136, 182, 186). Bu "metilasyon mozaik" olarak adlandirilan (boyut mozaik
aksine) ve Southern blot ile tespit olarak popiilasyonda bir full mutasyonlu 6rneklerin
yaklagik %10'nu temsil eder. Lokosit icinde alellerin énemli bir boliumi metillenmemisg
oldugu zaman, hatta buyuk aleller i¢in fenotipi ¢ok daha az siddetli oldugu rapor

edilmistir (17, 136, 186, 187, 188).
2.5.2.3. Laboratuvar Testlerinde Yeni Gelismeler

FXS i¢in gegerli molekiiler tant yontemlerin yarattigi kisitlamalar ve zorluklar
basitlestirilmesi veya FXS durumlarda (inaktive edilmis FMRI geni eksikligi FMRP)
veya etkilenmemis tagiyict (premutasyon) ya tanimlanmasint otomatiklestirme
amaciyla, birgok alternatif yaklasimlarin geligtirilmesine yol a¢gmistir. Yeni testlerin
cogu gincel altin standart yontemi ile karsilagtirnilip iyice degerlendirilmemistir ve
hentiz bir ¢ok klinik laboratuar tarafindan kabul edilmemigtir. Bu zorlu mutasyon
profillerini gosteren 6rneklerin baglaminda 6zellikle boyledir (normal bir alelin ve full
mutasyon mozaikleri ya da premutasyon ve full mutasyon mozaikleri gibi) ve bu gibi

durumlarda tanisal performans belirsizligini korumaktadir (136).
2.5.23.1. Immiinohistokimya

Iyi karakterize, anti-FMRP antikorlarin mevcudiyeti, kan yaymasi (veya sag koklerinin)
immiinohistokimyasi deneyleri kullanma olasiligini1 yiikseltmistir ve bdylece FMRP-

pozitif hiicrelerin oranina gore FXS tanisi konulabilmektedir (189, 190, 191, 192). Daha
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yakin zamanlarda, FMRP i¢in bir nicel analiz yontemi olarak ¢ne strtlmugtir (193),
ancak tam kanda FMRP seviyeleri tahlil hassasiyetinin altinda olmasi yiziinden daha
buyik miktarda FMRP karsilagilabilir olmast yizinden molekiiler biyoloji deneyleri

igin arastirma araci olarak kalmistir (136).
2.5.2.3.2. Optimal PCR Tabhlilleri ve MS/PCR

Kayda deger c¢abalar ile daha buyutk sayida tgli tekrarli FMRI alellerinde daha iyi bir
verim elde etmek i¢in PCR tahlilleri gelistirip optimize edilmelidir (136, 194, 195).
PCR deneyleri, aynt zamanda, kiitle spektrometrisi gibi yeni yontemlerle saptama ile

kombine edilmistir (136, 196).
2.5.2.3.3. Southern Blot Kapilleri ile PCR Kombinasyonu

Yeni metodolojik algoritmalar PCR sonrasi kapiller Southern blot ile takip edilmesini

onerilmistir (197) .
2.5.2.3.4. TRP-PCR/U¢ Tekrarh Primer-PCR

Ug tekrarli primer PCR (TRP PCR) bir iiclii-tekrar bolgesi iginde baglayici kimerik bir

primer ile olusturulan PCR trtnleri hizli algilamasini saglar (77).

Biyiik geniglemelerin hassasiyeti nedeniyle yiksek vaat gosteren yontemler TRP-PCR
icerir. Bu yaklasimin farkli varyasyonlar onerilmistir (198, 199, 200). Ancak, bu

yontemler FMRI metilasyonunun belirlenmesine izin vermez (136).
2.5.2.3.5. Metilasyon Spesifik PCR/ MS-PCR

Southern blot analizi yani sira birgok yontem metilasyon belirlemek igin tarif edilmigtir.
Metilasyon spesifik PCR farkli muamele gerektirir (77). Alel-spesifik PCR ve ardindan
metilasyon spesifik restriksiyon enzimlerle muamele ederek olusan PCR {iriinlerini
yiiksek coziiniirliikteki kapiller elektroforeze (CE) yiiklenir (207, 208). Bu yontem,
metilasyon durumunu degil, ayn1 zamanda da 250 tekrarlt FMRI alel boyutuna kadar
tespit edebilir. Ancak >250 tekrarli aleller i¢in Southern blot ile dogrulamak gerekir
(77).
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Metilasyon-spesifik PCR bir tir bisulfit bazli PCR gibi metile FMRI alel igin
onerilmigtir (4, 201, 202, 203, 204, 205). Bu tiir bir yontemle, kurutulmus kan
lekelerinden izole edilmis >36000 de tanimlanan yeni dogmus 6rneklerde kullaniimistir.
Bu yontem, anormal metile olan full FMRI mutasyonlu erkeklerde yiiksek duyarlilik ve

ozgullik i¢eriyormus gibi gorinmektedir (136).
2.5.2.3.6. MALDI-TOF Kiitle Spektrometrisi

Son zamanlarda, klasik teshis deneyleri ile ol¢uldigi haliyle FMRI CpG adasinin
metilasyon durumu ile yiiksek derecede korelasyon gosteren "frajil X ile iliskili
epigenetik elemanlart" matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon zamanli
flight/menzil/ugus kutle spektrometre (MALDI-TOF MS) tespit deneyidir. Yazarlar,
yiiksek verimlilik ve disik maliyet ile metillenmis FMRI allelleri i¢in bu MS testin
ozgunlugi, FXS tam1 ve nlfus taramasi ig¢in 1ilging bir ara¢ olacagini

oneriyorlar/soyliiyorlar (136).
2.5.2.3.7. Diger Metodlar

Metillenmig frajil X alelli erkekleri tanimlamak i¢in multipleks ligasyon prob
amplikasyon metodu tanimlanmistir (203). Bu yoéntemde, sekans spesifik problar,
metillenmis ve metillenmemis alellere hibridize edilir. Ayni zamanda problar
baglanirlar ve bir metilasyon duyarlt restriksiyon endontikleazi ile pargalanir. Evrensel
bir PCR primer seti sadece problarin baglandig yeri amplifiye ederek baglanmis ve

parcalanmamis metillenmis alelleri gosterir (77).

Metilasyon spesifik PCR kullanilarak Real-time PCR'da Tagman kimyasi ve erime
egrisi/melt-curve analiz yontemi ile analizin yapilmasidir. TagMan kimyast ayrn ayri
metillenmis ve metillenmemis spesifik aleller amplifiye edilerek ve amplifikasyon
dongii esiklerine dayali bir oransal bilgi saglar (4). Erime analizi kullanilarak,
metillenmis ve metillenmemig alelleri es zamanli olarak amplifiye edilir ama GC igerigi
farkliligi nedeniyle metillenmis ve metillenmemis alel arasinda erime sicakligindaki
farkliliklar ¢oziimlenir (206). Bu yontem metillenmis alellerin saptanmasinda
erkeklerde yiiksek analitik duyarlilik ve spesifiktir fakat kadinlarda daha az spesifik ve
duyarlidir (77).
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2.6. GENETIK DANISMANLIK
2.6.1. Frajil X Sendromun ve FMRI Gen Mutasyonlarmn Insidans:

FXS mental retardasyonlarin etmenleri arasinda Down sendromundan sonra ikinci
sirada, ailesel mental retardasyonlar iginde ise birinci sirada yer almaktadir. Toplumda
ki sikligr erkeklerde yaklasik 4000'de 1 ve kadinlarda yaklagik 8000'de 1 oldugu
bilinmektedir (3, 4, 5, 6, 7).

Sitogenetik testlere dayanarak yapilan FXS'lu bireylerin ilk tahmini siklig1, erkeklerde
1000'de 1 - 2600'de 1 ve kadinlarda 2000'de 1 - 4000'de 1 idi (209, 210).

FXS erkeklerin tahmini yayginligt 1991 yilindan yani FMRI geninin izolasyonundan bu
yana kadar agsagiya yonli revize edilmistir. Mental retardasyonlu erkeklerde FXS tanisi
teyidi i¢cin FRAXA sitogenetik tespitine dayanarak yapilan ve sendromdan etkilenen
erkeklerin 6zgiin/orjinal tahmin sayist 100,000'de 80 olarak (Frajil X literattrlerinde
hala sik sik kullanilmaktadir) bildirilmistir. Buytik olasilikla mental retardasyonlu
bireylerde tesadifii bir gsekilde FRAXA vyakinlarindaki diger kromozomal frajil
bolgelere (FRAXD, FRAXE, FRAXF gibi) sahip olan bireylerinde ilk tahminlere dahil
edilmistir (Xq27-q28 bolgesinde yakin bulunmasi nedeniyle bu frajil bolgelerin
sitogenetik ayirimi zordur). Daha yakin donemdeki FMRI molekiiler genetik test
caligmalart ile FXS'dan etkilenen erkek bireyler i¢in tahmini sikligi 100,000'de 16-25
olarak bildirilmistir (Klinik bulguda mental retardasyon 6zelligi olan bireylerde) (211).

2.6.1.1. Full Mutasyonlarin insidans:

Full mutasyona sahip erkeklerin genel popiilasyonda goriillme sikligi ~ 4000'de 1 olarak
tahmin edilmektedir. Kadinlarda goriilme siklig: ise erkek bireylerde goriilme sikliginin

yarisi yada ~ 8000-5000'de 1 olarak tahmin edilmektedir (77, 212).

Kuzey amerika'da yenidogan bireyler tzerinde yapilan iki biyik calismada ABD'li
erkeklerde 5161'de 1 (4) ve kanada'li erkeklerde 6209'da 1 olarak (213) prevalansi
belirlenmistir (77).

Biitiin biiyiik etnik gruplarin ve irklarin FMRI CGG bolgenin genislemesine duyarlt

oldugu anlagilmaktadir (77, 212, 214). Kapsamli bir literatiir incelenmesinde genel
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ABD ntufuslu Katkas erkeklerinde 3717'de 1 ile 8198'de 1 arasinda degisen FXS'lu
bireyler gozlenmistir (3,77). Metropolitan Atlanta da 4 yi1l boyunca yiiriitiilen bir bagka
caligmada, FXS prevalansi Kafkas irki erkekler arasinda 3717'de 1 ve Afrika kokenli
Amerikali erkekler arasinda 2545'de 1 olarak tahmin edilmistir (215). Fransiz Bat1 Hint
Adalari'nda bir Afro-Karayip niifusun FXS prevalanst (2539'da 1) Atlanta Afrikan
kokenli Amerikali prevalansina yakindir (77, 216). Ispanyada 5267 yenidogan erkek
bireylerde yapilan ¢alismada full mutasyon siklig1 2633'de 1 olarak bildirilmigtir (217).

2003 yilinda bir ¢ok tulkelerin katilimiyla derlenen ve Saglik Teknolojisi Degerlendirme
(Health Technology Assessment-NHS R&D HTA Programme) Programinda yurttilen
FXS tarama c¢aligmasinda full mutasyon sikligi asagidaki tablo 2.12'de gosterilmigtir
(217).

Tablo 2.12. Ogrenme giigliigii olan kisilerde FXS yayginlig1 (217)

BEEENNN  Full Mutasyon

Karisik Ogrenme giigliigii var 14479 285
Karisik Nf: deni b111“nrr}.e Vy..en 2198 7
ogrenme glcligi var
Toplam 16677 292
Kadinlarda Ogrenme giigliigii var 7215 48
Kadnlarda Nedeni bilinmeyen ile 1462 9
ogrenme glgligi var
Toplam 8677 57
Erkeklerde Ogrenme giigliigii var 10899 187
Erkeklerde Nedeni bilinmeyen ile 5107 180
ogrenme glcligi var
Toplam 16006 367
Genel Toplam 41360 716

Bu programda yer alan ve Turkiye'deki full mutasyon siklig1 bilgileri 2000 yilinda Core
ve arkadaslan tarafindan yapilan calismada 6grenme giiglig olan kadinlar da 25'de 1
erkeklerde ise 95'de 5 olarak (218), 1999 ve 2000 yilinda Tungbilek ve arkadaslar
tarafindan yapilan ¢aligmada ise nedeni bilinmeyen 6grenme glgliigii olan kadinlarda

13'de O erkeklerde ise 166'da 5 (219) ve 300'de 5 (220) olarak bulunmustur (217).

2007 yilinda Kaliforniya Nichols Enstitiisti, Genetik Bolimunde Charles M. Strom ve
arkadaglar tarafindan 1992-2006 tarihleri arasinda 119,232 FXS siiphesiyle gelen
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hastalardan molekiiler test yontemi ile FMRI genindeki CGG tekrar sayilart caligilarak
tablo 2.13'de ki mutasyon siklig1 elde edilmistir (221).

Tablo 2.13. 1992 ve 2006 yillan arasinda yapilan 119,232 FMRI1 testlerin 6zeti (221)

Erkek Hastalar (%)

Full mutasyon, >200 tekrar 364 (% 0.61) 862 (%1.4)
Premutasyon, 55-200 tekrar 1,008 (% 1.7) 333 (% 0.56)
Gray Zone, 45-55 tekrar 1,283 (% 2.2) 518 (%0.87)
Normal, <45 tekrar 56,870 57,994
Toplam 59,525 59,707
2.6.1.2. Premutasyon Insidansi

Etkilenmemis FMRI mutasyon tagiyicilart (premutasyon) olan kadinlarin siklig

yiiksektir.

Premutasyon alelleri genel popiilasyona bakarak yaklagik goriilme sikligi kadinlarda

250-130'da 1, erkeklerde ise 810-250'de 1 olarak bildirilmigtir (217).

Kanada da 2009 yilinda ve buytk olgekli ¢alismada 21,411 (yenidogan anne) kadin
orneklerinde 549'da 1 premutasyon sikligi goriilmistiir (222). 2007 yilinda bir Israil
caligmasinda 36,483 kadin orneklerinde premutasyon sikligt 158'de 1 gorilmistir
(223). Premutasyon frekanst diger nufus gruplanyla farklilik gosterebilir bir Japon
caligmasinda 370 kadin oOrneginde premutasyon sikligt 370'de O olarak (224) ve
Tayvanli kadinlar tizerinde ¢alisilan iki farkli ¢aligmada 1,002'de 0 (225) premutasyon
sikligi bulunurken diger ¢alismada 300'de 1 (226) olarak bulunmugtur. 2007 yilinda
sonuglanan 119,232 kisi tuzerindeki calismada (tablo 2.13) premutasyon sikiligt
kadinlarda %1.7 bulunurken erkeklerde %60.56 bulunmustur (221).

Premutasyon araligi 55-200 tekrar olarak kabul edilen ¢aligmalarda premutasyon sikligt
kadinlarda 151'de - 259'da 1 (Kuzey Amerika), 113'de 1 (Israil) (227, 228, 229)
erkeklerde ise 468'de 1-813'de 1 (229, 230) olarak bulunmustur (140). Tablo 2.14'de
premutasyon araligi 55-200 tekrart baz alan bazi yayinlar ve premutasyon sikligr yer

almaktadir.
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Tablo 2.14. Premutasyon siklig1 ile ilgili yapilan/yayinlanan ¢aligmalar (229)

Referans g:eslll)llltltei:isﬂf)llll Ornek Ornek
(I -y ] tipleri
Erkeklerde
Fernandez-
Carvajal ve \ : Yenidogan
arkadaslar: 251'de 1 21 5,267 Ispanya taramas
[2009]
i gl Fransiz asilli | Kan
ve arkadaslan 813'de 1 13 10,572 .
Kanadalilar | Numunesi
[2002]
Rife ve 1
arkadaslar 1233'de 1 4 5,000 ispanya zf;f;’sglan
[2003]
Tzeng ve Yenidosan
arkadaslari 1674'del 6 10,046 Tayvan tafm;sgla
[2005]
Otsuka ve o
arkadaslan _ 0 513 Japonya S.a.lg!.l kl..lh
[2010] goniilliiler
Song ve . .
arkadaslar: 643'de 1 31 19,929 _ Literattir
[2003] taramasi
Kadinlarda
Toledano- MR aile
Alhadef ve 113'del 113 14,334 Israil Oykiisii
arkadaslan olmayan
[2001] gebelerde
Berkenstadt ve . l.g/ﬂljﬁiﬁe
arkadaslan 157'de 1 255 40,079 Israil Y
[2007] olmayan
gebelerde
OIS Fransiz asilli
arkadaslar: 259'da 1 41 10,624 Kan numunesi
Kanadalilar
[1995]
Otsuka ve o
arkadaslan _ 0 324 Japonya S.a.lg!.l kh
[2010] goniiliiler
Song ve . .
et 149'dal 321 47712 _ Literattir
[2003] taramasi

Literatir incelemesinde tiim kombine ataksi durumlarda FXTAS'n FMRI
premutasyonlu olma ihtimali erkeklerde % 1.3 kadinlarda ise % 0.24 olarak

bildirilmistir (231).
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POF olan kadinlarda FMRI premutasyon sikligi son zamanlarda 1/7 olarak ve genel

populasyonda 1/15 oldugu gosterilmistir (232).

FXPOI kadin ile serebellar ataksi olan erigkin erkek olan FXTAS vakalarin FMRI
premutasyonlu olma insidanst sirasiyla % 4-6 ve % 2' dir (77, 233, 234).

2.6.1.3. Ara Alellerin (intermediate- sinir-grey zone) Insidansi

Ara aleller genellikle tesadiifen gelisimsel gecikme ya da otistik bir ¢ocugun tani
konulma sirasinda aile taramalarinda, genel niifus prenatal tarama testlerinde veya
kisirlik degerlendirilmesin kargimiza ¢ikar. Ara alellerin (intermediate- sinir-grey zone)
genellikle kadinlarda gorilme sikligr daha yiksektir, kadinlarda gortilme olasilig

yaklagik 35'de 1 - 57'de 1 olarak bilinmektedir (140, 229, 235).

Tablo 2.15. Ara (intermediate- sinir-grey zone) sikligr ile ilgili yapilan/yayinlanan

caligmalar (229)
Tespit ) }
Referan B cdilen @ Ornek Bl Ornek
crerans B Al tipleri
| L
Erkeklerde
Fernandez-
Carvajal ve , . Yenidogan 45-54
arkadaslar 264da 1 199 3,267 Ispanya taramasi tekrar
[2009]
Dombrowski ve
arkadaslar 294'de 1 36 s || e i Kl 2450
[2002] Kanadalilar Numunesi tekrar
Tzeng ve o
arkadaslar 1,674'de 1 6 10,046 Tayvan Yenidogan 45-54
[2005] taramast tekrar
Otsuka ve )
arkadaslar: g 1 5 513 | Japonya gsoafiﬁiﬁr ?e?lja?
[2010]
~ . Mgisi
Pefiagarikano ve
arkadaslar. 32'de 1 5 158 Bask olmayan 40-54
[2004] Kabilesi sagliklt tekrar
bireyler
Kadmlarda
Rousseau ve
arkadaslari 128'da 1 83 10,624 | Fransizasill Kan = | 34-53
[1995] Kanadalilar numunesi tekrar
Otsuka ve )
arkadaslar: 324'de 1 1 324 Japonya s'ag'lll'l'(lh 4(;5()
[2010] gonululer tekrar
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2007 wyilinda sonuglanan 119,232 kisi tzerindeki g¢alismada (tablo 2.13) ara alel
(intermediate- sinir-grey zone) sikiligt kadinlarda % 2.2 bulunurken erkeklerde % 0.87

bulunmustur (221).

2012 yilinda Amerika'da Seltzer ve arkadaglan tarafindan yapilan ¢alismada, ara alel
araligin1 45-54 tekrar olarak baz alinan insidans ¢alismasinda kadinlarda goriilme sikligt
35'de 1 (% 95 CI: 1/29-1/44) erkeklerde ise 42'de 1 (% 95 CI: 34/1-54/1) olarak
bildirmistir. Gorilme sikligini oranlarsak kadinlarda gorilme sikligi erkek bireylerde
goriilme sikliginin 1.2 katt kadar oldugunu gorirtiz. Yine aymi ¢alismada ara alel
araliginmt 41-54 tekrar araligini baz alidiginda kadinlarda gorilme sikligt 13'de 1 (% 95
CL 1/11-1/15) erkeklerde ise 21'de 1 (% 95 CI: 1/18-1/25) olarak bildirilmistir. Yine
gorilme sikligini oranlarsak kadinlarda gorilme sikligir erkek bireylerde goriilme
sikliginin 1.6 kat1 kadar oldugunu goriiriiz (229). Tablo 2.15'de ¢alismalarda farkli ara
alel araligr baz alinmig baz1 yayinlar ve ara alel (intermediate- sinir-grey zone) siklig

yer almaktadir (229).
2.6.2. Frajil X Sendromunda Nomenklatiir

Dordiincii Uluslararasi Frajil X calistayinda Frajil X kromozom eldesi ve analizlerinde

alinan ortak kararlar ile Xq27.3'deki frajil nokta band analizleriyle dogrulanarak,
ISCN nomenklatiire gore;
v’ hasta erkek 46,Y fra(X)(q27.3)

v’ tagiyici/hasta kadin 46,X fra(X)(q27.3) olarak ifade edilerek ve yiizdelik

oranida belirtilerek raporlandirilir.

Standart isimlendirme kullanimi saglik hizmeti saglayicilart igin sonuglarinin dogru
iletisimi agisindan Onemlidir ve ACMG (265) ve CAP(266) tarafindan tavsiye
edilmektedir (77).

Kisa tekrar dizileri igin isimlendirme konusunda Insan Genomu Varyasyon Dernegi

(Human Genome Variation Society ) Onerilerine gore;

v" FMRI1 uglii tekrar (kodlayan DNA sekans referansit NM_002024.5'na
gore) icin ¢.-129CGG[X] olarak ifade edilmeli.
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o -129 ile belirtilen ifade degisken tekrarin baslangi¢ noktasini
gosterir
o CGQG ise tekrar biriminin dizisini gosterir.
o X ifadesi mevcut olan ti¢lii tekrar sayisini belirtir.
Ornegin; 100 tekrarl1 bir premutasyonlu hastada sonug yazilirken
¢.-129CGG[100] diye belirtilmelidir.
o Tekrarin tam boyutu tespit edilemiyorsa, belirsizligi belirtmek
icin kogeli parantez yerine normal parantez olarak yazilir | c.-

129CGG(X) seklinde.

Ornegin; 100 yakin bir tekrar1 var ama net bir tekrar degil bu hastada sonug yazilirken

¢.-129CGG(100) diye belirtilmelidir (267).

Insan Genomu Varyasyon Dernegi (Human Genome Variation Society) tarafindan suan
icin size (boyut) mozaisizm ve tek niikleotid tekrar mutasyonlar igin standart
isimlendirme Onerileri yoktur. Bunun i¢in laborant/biyologlarin ve klinisyenlerin ortak

olusturduklart isimlendirmeyi kullanmaya devam edilebilir (77).

Bu yuizden, karigikligr énlemek i¢in, standart isimlendirmeyi kullanirken parentez i¢inde
veya raporda bu standart isimlendirmeyi agiklayan bir metin yada onceden ortak

kullanilan isimlendirme de /agiklama da yazilmalidir (77).
2.6.3. FXS'da Prenatal ve Pre-implantasyon Genetik Tami

FMRI mutasyonlarin amniyosentez ve koryon villus 6rnekleri (CVS) ile prenatal tespiti
givenilir ve dogru sonuglar elde edilir (268). FMRI metilasyon, gebeligin 10-12
haftasinda plasenta dokusunda eksik olmasina ragmen metilasyon modelleri genellikle
yorumlanmast ve pre ve full mutasyonlari ayirt etmek i¢in kullanilabilir. Nadir
durumlarda, takip edilen hastalarda amniyosentez ile metillenmemis full mutasyonun

varligini ya da yoklugunu dogrulamak i¢in gerekli olabilir (140).

Pre-implantasyon genetik tan1 (PGD), evlat edinme ve gamet bagisinda bulunurken bile
diger dnce ve sonra gebe kalma opsiyonu iginde, ¢esitli FMRI gen mutasyonlari ile
cocuk sahibi olmak isteyen riskli ciftler i¢in kullanilabilir. FXS i¢cin PGD, PCR ve

baglantili  polimorfik  isaretlemeler kullanilmast  oositin ~ CGG  tekrarinin
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amplifikasyonuna ve FMRI alellerini ayirt edilememesi gibi zorluklar yonteme engel

olabilir (269).

2.6.4. Kalitim Sekli ve Kalitilabilirlik Orani/Tekrarlama Riski

FXS'dan sorumlu olan gen, X kromozomu {iizerinde yer aldigi halde bu sendromun
kalittm1 klasik X' e bagli kalitm modeline uymamakta ve ¢ok 0Ozgiin karakterler
gostermektedir (236).

Sherman ve arkadaglar1 tarafindan (1985) frajil X ailelerinde yapilan pedigri
incelemelerinde, hastaligin  goriilme olasiliklart  arasinda  6nemli  farkliliklar
gozlenmistir. Klinik olarak etkilenmis ve sitogenetik olarak gosterilmis erkek olgularin
annelerinin babalan fenotipi ve sitogenetik olarak normaldi. Normal tasiyict erkek
(NTM) olarak isimlendirilen bu erkeklerin erkek ¢ocuklart normal iken, kizlarin erkek
cocuklarinin %79'unda, erkek kardeslerinde ise %18 oraninda hastalik riski oldugu

bildirildi ve bu durum Opitz (1986) tarafindan "Sherman paradoksu" olarak tanimlandi.

Sherman ve arkadaglarinin (1988) yaptiklart diger bir inceleme sonuglanna gore, frajil X
tastyicist annelerin fenotipine bagli olarak da mental retardasyon risklerinin degistigi,
mental retardasyonlu bir tasiyicinin oglunun mental retardasyonlu olma olasiliginin
%50 buna karsin kiz c¢ocuklarinin hastalik riskinin %28 oldugu, normal tasiyict
kadinlarin erkek ¢ocuklarinin hasta olma olasiliginin %38 oldugu, kiz ¢ocuklart igin
riskin %16 oldugu bildirildi. Frajil X geninin molekiiler yapisinin belirlenmesi ile

"Sherman Paradoksu" aydinlanmis oldu.

Frajil X mutant genini tagiyan kizlar ve anneleri, saglam bir X kromozomlar
oldugundan sendromdan erkekler kadar etkilenmezler. Ancak, saglam X
kromozomunun non random inaktivasyonuna bagli olarak, yaklagik ti¢te birinde
ogrenme giicliikleri, mental retardasyon, davranig bozukluklari ve otistik benzeri

semptomlar goriilmektedir (12).

Bu sendromun etkileri her jenerasyonda artarak (antisipasyon) devam etmektedir (237).

FXS'lu ailelerde genetik danigmanlik verebilmek icin, frajil X mutasyonu

tastyicilarinda diagnostik etkisi olan CGG tekrar uzunlugunun bilinmesi 6nemlidir.



73

X kromozomunun biri lizerinde FMRI premutasyonuna sahip bir kadinin gelecek
nesillere mutasyonu gegirme riski % 50 dir. Premutasyon stabil degildir ve anneden
cocuga gecerken, premutasyon olarak kalir veya full mutasyona genisleyebilir.
Premutasyon tasiyan c¢ocuklar zihinsel olarak etkilenmezler. Buna kargin full

mutasyonlu ¢ocuklarin mental yetersizlik gostermeleri riski vardir.

FXS aile tiyelerinin i¢inde premutasyon (PM) riski PM mekanizmasi ve nesilden nesile
full mutasyon (FM) gecislerine gore tahmin edilebilir. Pembry ve arkadaslan tarafindan
yapilan ¢aligmada Sekil 2.17 de FXS hastalarin kadin yakinlart arasinda tagiyict olma

tahminleri verilmigtir (217).

Teorik olarak full mutasyona sahip kadinin her gebelikte mutasyonu gegirme riski % 50
dir. Full mutasyon tasiyan erkeklerin mental retarde oldugu belirlenmistir. Full
mutasyon tastyan kizlar X inaktivasyonundan dolay1r yaklagtk olarak % 50
etkilenmeyebilir. Ancak 6grenme giicligii ve heyecan problemi vardir. % 50'si sinirda
IQ veya mental retardasyona sahiptir (238). Ve yine teorik olarak premutasyon olan
kadinlarin FXS mutasyonu gegirme olasiligi % 50'dir. Fakat bu olasilik premutasyon
olan annenin CGG tekrarinin biyikligine ve bu tekrarin stabilitesine bagli olarak
degisir. Premutasyon bir annenin CGG tekrar buyiklagiu 90 ve tizeri ise ¢gocugun full
mutasyon olma riski yaklagitk %100'dur fakat 55-59 CGG tekrarina sahip bir
premutasyon annenin full mutasyon ¢ocugunun olma riski yaklagik %3'tiir (239). Bir de
bu CGG tekrarlan arasindaki AGG dizisine baglidir, AGG dizisi ne kadar ¢ok ise CGG
dizisi o kadar stabildir. Full mutasyona genisleme riski olan ve bilinen en kugiik tekrar
sayilt alel 56 CGG tekrarindan olugmaktadir (77, 80). 2003 yilinda Nolin ve arkadaslar
tarafindan iki farkli ¢aligmada premutasyon alelli annelerin gebelikleri sonucunda
olusan ¢ocuklarinda full mutasyona genisleme risk analizleri yapmislardir (Tablo 2.16,
Tablo 2.17) (84). Bu calisma ile bagka raporlarla (1,239, 240, 241, 242, 243) bildirilen
tekrar boyutlart ve full mutasyon genisleme riski arasinda pozitif bir korelasyon tespit
edilmistir (84). Ancak tablo 2.16'daki full mutasyon genisleme yiizdesi tablo 2.17'deki
ve daha onceki caligmalara (tablo 2.18) gore yiizde orani daha dugiuk ¢ikmigtir. Biiyiik
azalma 60-89 arasindaki tekrar boyutlan arasindaki kategorilerde meydana gelmistir. Bu
tekrar boyutlan i¢in risk ve durum tespiti dizeltmeleri yapildiktan sonra tablo 2.17'deki
gosterilenlerden daha kiigtik olmustur. >100 tekrarli annelerin yavrular i¢in bulunan

full mutasyon riskleri diger yayinlardaki sonuglara benzer bulunmustur (84).
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Sekil 2.17. FXS hastalarin kadin yakinlart arasinda premutasyon (PM) risk modeli (217)

Tablo 2.16. 664 premutasyon anneden 678 transmisyon olan ¢ocuklarda full mutasyon
genigleme yuizdeleri (84).

Maternal

Full
Alellerde
Tekrar Premutasyon  Full Mutasyon Mutasyona

I

| ]
55-59 21 26 1 37
60-69 80 107 6 53
70-79 76 62 28 31.1
80-89 133 59 81 57.8
90-99 118 22 89 80.1
100-109 84 0 70 100
110-119 72 1 53 931
120-129 33 1 35 972
130-139 23 1 17 944
140-149 5 0 1 100
150-159 6 0 5 100
170-179 4 0 16 100

TOTAL 664 279 399 58.8
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Tablo 2.17. 936 premutasyon anneden 1,338 transmisyon olan ¢ocuklarda full mutasyon
genisleme yuizdeleri (84).

Maternal Full
I;Lil::_de Premutasyon  Full Mutasyon Mutasyona
I
[
55-59 27 35 2 5.4
60-69 108 124 29 19.0
70-79 90 65 64 49.6
80-89 192 76 206 73.0
90-99 187 34 224 86.8
100-109 116 4 151 97.4
110-119 98 4 128 97.0
120-129 36 3 61 95.3
130-139 38 0 55 100
140-149 17 0 31 100
150-159 10 0 12 100
160-169 10 0 12 100
170-179 7 0 11 100
TOTAL 936 352 986 73.7

Her ne kadar ¢ogu durumda riskler %100'e yaklasirken, genisleyerek buyik
premutasyon aleline veya daralarak/kisalarak daha kugiik alellere sahip olma vakalar
vardir. Buna ek olarak simdiye kadar 5 vakada premutasyon alellerin normal veya ara
(intermediate- sinir-grey zone) alellere kisalmigtir/daralmigtir (84). Anneden Ui¢ ¢ocuga
reversiyon (buyuk tekrardan kiigik tekrara diisme) (82'den 33'e, 95'den 35'e, 145'den
43'e) rapor edilmistir (245). Dordiinct reversiyon daralmast 130 tekrardan 10 tekrara
(Holinski-Feder) ve besincisi ise 70 tekrardan 54 tekrara (Nolin ve Brown) daralmistir.
Reversiyon tim kizlara aktarilmigtir. Bes kizin dérdi normal fenotipe sahip besinci

kizin fenotipi bilinmemektedir, ¢iinkli ¢alismalar prenatal tani i¢in yapilmistir (84).

Nolin ve arkadaglarinin bagka bir ¢aligmasinda (Sekil 2.18 ve Tablo 2.19) 49-65 tekrarl
ara (intermediate- sinir-grey zone) aleline ve FXS Oykiisii olmayan 92 anne ile bu 92
anneden olan 136 ¢ocugun FMRI genindeki CGG tekrarlarina bakilmigtir. Ara alellerin
daha buyiik boyutlarla sinirli kaldigi ve daha az tekrarli aleller i¢in full mutasyona

genigleme riski hemen hemen olmadig bulunmustur.
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Tablo 2.18. Maternal premutasyon alellerin full mutasyon genisleme ¢aligmalarin
karsilagtiriimasi (84).

Maternal :
Alellerde . Wil v
Toledano-Alhadef Nolin ve arkadaslan 2003
Tekrar SV ve arkadaslari arkadaslart (tablo2.16 ve
I arkadaslan 2000 2001 1996 2.17'deki
calisma)
55-59 0(0/11) 0 (0/22) 13 (3/22) 4 (1/27)
60-69 12 (1/8) 10 (2/20) 21 (7/34) 5 (6/113)
70-79 50 (1/2) 17 (1/6) 58 (59/102) 31 (28/90)
80-89 50 (1/2) 73 (78/107) 58 (81/140)
90-99 100 (1/1) 94 (83/88) 80 (89/111)
100-200 75 (3/4) 99 (177/179) 98 (194/197)

Ve aktarimlar arasinda c¢esitli egilimler gozlenmistir. Bunlarin birincisi; ara alellerin
%72.8 '1 stabil kalitilmigtir. %27.2's1 ise (37/136) 31 genisleme ve 6 kisalma/daralma
seklinde aktarildigr gozlenmistir. Buna karsilik farjil X ailelerdeki premutasyon alel
tastyan kadinlarin aktarimlari her zaman unstabil/karasizlik ile iligkilidir. Ikincisi;
Biytk tekrar boyutlar kigik tekrar boyutlarindan daha kararsiz/unstabil olmasi daha
fazladir. Ozellikle, 49-54 tekrarli annelerin aktariminda %19'luk (16/84) unstabil, 55-59
tekrarl1 annelerin aktariminda %30.9 (13/42) unstabil ve 60-65 tekrarli annelerin
aktariminda %80 (8/10) unstabil orani bulunmustur. Ugiinciisii; Anneden ¢ocuga
kisalma/daralma olarak gecis gosteren tekrar boyutlan ara alel boyutlarinda

gozlenmigtir (84).

Tablo 2.19. Unstabil olan Ara (intermediate- sinir-grey zone) aleller (84).

Maternal

Alellerde Unstabil Daralma/Kisalma |  Genigleme Tekrar-Boyut

Tekrar Sl Sayisi Sayisi Degisiklikler:
Say1 (%)

49-54 16/84 (19.0) 5 11 -20 ile +16

55-59 13/42 (30.9) 1 12 -1 ile +63

60-65 8/10 (80.0) 0 8 +1ile +13

Total 37/136 (27.2) 6 31
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Ara (intermediate- sinir-grey zone) ve premutasyonlu FMRI alelli ailelerin retrospektif
bir inceleme ile full mutasyonlarin genisleme hiz1 elbette tekrar boyutlari hakkinda bilgi
saglar ve bu bilgi genetik danigmanlik i¢in degerli bir bilgidir. Buna ek olarak bu tiir
caligmalar mustasyon surecine iligkin bilgi saglar. Bu c¢alismada, bir kusak full
mutasyona geniglemesi i¢in en kiigiik alellin 59 CGG tekrarindan olustugunu ve AGG
tekrar dizisi ile kesintili olmadigr anlagilmistir. Bu bulgular, bir nesilden digerine tekrar

stabiletisine saglanmasindaki AGG kesintilerinin olast rolt vurgulanmistir (84).

30
19% unstable 31% unstable 80% unstable
254
Il Stable
[ unstable
204

Cocuk Sayisi
a
1

49 " 50 51 " 52 53 54 55 56 57

Maternal Tekrar Boyutlar

58 " 59 60 61 62 65

Sekil 2.18. Ara (intermediate- sinir-grey zone) alellerin anne iletimi (84). Siyah kutular

stabil gegisleri, Beyaz kutular ise alellerin (+/-) yondeki gegisleri gostermektedir.

Bagka bir c¢asilmada genel populasyondaki premutasyon alel boyutlari ile FXS
ailelerdeki premutasyon alel boyutlarinin dagilimi karsilagtirilmigtir (Sekil 2.19).
Premutasyon tekrar boyutlart FXS'lu ailelerdeki boyutlarina gore genel populasyondaki
tekrar boyutlart daha kiigiiktiir. Bu da kismen de olsa premutasyon'dan full mutasyona
olan genigleme riskin genel populasyonda daha az oldugunun nedenini agiklayabilmistir

217).
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Sekil 2.19. Genel populasyonda ve FXS'lu ailelerdeki premutasyon alellerin tekrar
sayilarinin dagilimi (217).

Genel populasyon dagilimi igin toplanan veriler (246, 247, 248, 249, 250). FXS ailelerin dagilimi igin
toplanan veriler (1, 239, 244, 251, 252, 253).

Iletilen premutasyonun instabilitiy/kararsizlik ile iliskili baz1 faktorler vardir (217);

¢ Premutasyon tasiyicilarinin cinsiyetleri en 6nemli faktordiir;
» Babalarin kizlarina iletilen premutasyon asla full mutasyona
genislemez.
% Annelerden gelen premutasyon full mutasyona genigleme riski CGG
tekrar uzunluguna baglidir.
» CGG tekrar boyutu ne kadar biiyiikk olursa full mutasyona
genigleme olasiligi o kadar buyuktiir.
s CGG uglu tekrar ve sinirdas haplotipin diziside risk faktori olabilir.
» AGG kayb1 CGG tekrar boyutlarindaki kararsizlikla iligkilidir.

Anneden iletilen, premutasyondan full mutasyona olan genisleme riski FXS'lu aileler ile
genel niifus arasinda farkli olabilir. bu farkliliklar premutasyon tekrar boyutlart FXS'lu
ailelerde genl niifusa gore daha fazla olmast (Sekil 2.19) ve premutasyon iletimleri

FXS'lu ailelerde daha kararsiz olmasidir (217).
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Murray ve ¢alisma ekibi 1997 Saglik Teknolojisi Degerlendirme (Health Technology
Assessment-NHS R&D HTA Programme) raporundaki etkilenen (447 premutasyonlu
anne iletiminde 269 full mutasyona genislemis cocuk) ailelerden gelen wverileri
kullanarak premutasyon tekrar boyutu ile genisleme riski hakkinda lojistik regresyon
analizi gergeklestirmigtir. Genigleme riski ve CGG tekrar boyutu buytkligi arasinda
net bir iligki gézlenmistir. Murray ve arkadaslart tarafindan HTA raporundaki verileri

kullanarak, regresyon analizi sonucu bir model olusturulmustur (217).

1

Risk = 1 + 8:238-0.1075«PM boyutu

Bu model sonrasinda etkilenen ailelerde, risk analizi regresyon modeli olusturmak i¢in
Kuzey Amerika, Finlandiya, Hollanda, Fransa ve Ingiltere de yapilan ¢alismada 1111
premutasyon tasiyan anne iletiminde 704 full mutasyon genislemesi oldugu tespit edilen

verileri kullanarak regresyon analizi sonugu yeniden bir model olusturulmustur (217).

1

1 + 86434-0.1114+«PM boyutu

FXS'lu ailelerde risk =

Olusturulan bu model ile FXS'lu ailelerde genisleme riskleri tahmin edilebilir (217). Bir

de genel popiilasonyondaki genigleme riski igin bir model olusturulmustur (217).

1

1+ e11.4—129—0.1272*PM boyutu

Genel populasyonadaki risk =

Bir premutasyonlu kadin ve erkek bireyler FXTAS igin yiiksek risk altindadir. FXTAS
prevalanst 50 yag ve iuizeri premutasyonlu erkelerde genel olarak %40 oldugu tahmin
edilmektedir. Premutasyonlu erkeklerde FXTAS'a yakalanma riski yasa gore
degerlendirilir (Tablo 2.20) (254).
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Tablo 2.20. FMR1 premutasyonlu erkeklerde yasa baglt FXTAS riski (254).

[ | Risk Yiizdesi

50-59 % 17
60-69 % 38
70-79 % 47
>80 % 15

40 yagindan once menapoza giren premutasyonlu kadinlarda FXPOI goriilme olasiligt
%21 oldugu tahmin edilir. Fakat premutasyon tasiyict kadinlarda FXPOI goriilme
olasiliklart premutasyon tekrar boyutlariyla iligkilidir (Tablo 2.21) (255).

Tablo 2.21. FMR1 premutasyonlu kadinlarda tekrara bagli FXPOI riski (255).

Premutasyon CGG Tekrar FXPOI Risk Yiizdesi

I

59-79 % 6.9
80-99 % 25.1
>100 % 16.4

Premutasyon ve full mutasyonlu erkekler ile kontrol erkeklerde AGG'lerin gergek
sayilarinin belirlenmesi sonucunda yaklagik 40 CGG tekrar olanlarda kararsizligin
bagladigin1 gostermiglerdir. Kadinlarda araya giren AGG'lerin analizi igin gelistirilen
metodlar, kadinlar i¢in daha giivenilir bir genetik danigma verilmesini saglayacaktir.

Ozellikle gri zondaki (45-54 CGG tekrar1) FMRI alelleri degismektedir.

Triniikleotid tekrar artisinin mekanizmasinin tanimlanmasi, bizim gelecekte tekrarlama
riskini daha kesin ifade edebilmemizi saglayacaktir. Ashley ve Sherman mayotik ve
mitotik mutasyon modellerinde, kadinlarin premutasyon orijini parentaldir ve kadinin
etkilenmig bir ¢ocuga sahip olma riski vardir. Babasindan premutasyon alan kadin, full
mutasyonlu bir ¢ocuga sahip olmak bakimindan yliksek riske sahiptir. Bu risk

annelerinden premutasyonu alan kadinlardakinden daha yiiksektir (256).

Loesh ve arkadaslarinn ve Rousseau ve arkadaslarinin ¢alismalari sonucunda, CGG

tekrar ekspansiyonunun, dogacak yavrularin cinsiyetine bagli oldugunu One
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surmuslerdir. Her iki caligmada da, annelerindeki premutasyonun, full mutasyona

donigme riski erkek cocuklarda kizlara gore daha yiiksektir (182, 257).
2.6.4.1. Erkek Vakalarda

FMRI mutasyonlu bir erkek (premutasyon veya full mutasyonlu), kizlarinin tiimiine
mutant X kromozomunu gegirecektir (% 100 risk). Fakat ogullarin hi¢ biri i¢in bu risk
yoktur (% 0). Premutasyon erkekten gegtigi zaman boyda sadece birkag¢ CGG tekrar
artar veya azalir ve goreceli olarak premutasyonun stabil kaldigi goriiliir (243, 258).

Simdiye kadar erkekte, premutasyondan full mutasyona ekspansiyon gézlenmemisgtir.

Full mutasyonlu etkilenmig erkekler infertildir. Bu erkeklerin muhtemelen %1'nin baba
olacagi One surilmustir (259, 260). Fertilite daha ¢ok yiiksek fonksiyonlu (FMRI full
mutasyonlu ancak metilasyon olmadigindan gen eksprese olmaktadir) bireylerde
gorilmugtir. FXS'li baba olan erkeklerin zekaca normal kizlara sahip olduklar

belirlenmistir (261).

Full mutasyonlu erkeklerin kandan izole edilen DNA'larinda full mutasyon varken

sadece sperm hiicrelerinde premutasyon vardir (262, 263, 264).

Premutasyonlar erkeklerden gegerken genellikle ayni boyda kalir. Fakat full
mutasyonlar daima premutasyona dontuserek gegmektedir (90). Premutasyonlu

erkeklerin ogullart FXS ve FXTAS yakalanma riski yoktur (77).

Bir ¢aligmada, full mutasyonlu, zekaca normal bir erkekte, Southern blot ile inkomplet
metilasyon belirlenmistir. Bu erkekler zekaca normal premutasyon tasiyan kizlara

sahiptir (182).

2.6.5. Genetik Damismanlar i¢in Oneriler

Genetik danigmanlar FMR1 gen mutasyonlari i¢in énemli 6l¢ide riskli olan bireyler i¢in
test oncesi bilgi saglamada 6nemli bir rol oynamaktadir; olast sonuglar i¢in hazirlamak;

sonuglarin raporlanmast ve FMRI iligkili bozukluklar hakkinda bilgi saglayarak
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egitmek; ve aile Uyeleri arasinda iletisimi kolaylagtirmak gibi. FMRI mutasyonlu
ailelere X'e bagli kalitim, trintikleotid tekrar instabilitesi ve degisen klinik manzaralar
hakkinda danigmanlik gerektirir. Genetik durumunun bilgilendirmesindeki zorluklar ve
psikososyal yonlerine ek olarak FMRI mutasyonlar i¢in danigmanlik alanlarinda daha

spesifik konulara deginmek gerekir (140).
2.6.5.1. Damismanhk Hususlar:

. Niifus taramast sunan merkezler, hasta ve ailenin psikososyal ve klinik
ihtiyaglarint destekleyen test oncesi ve sonrasi genetik danigmanlik saglamak igin
mevcut kaynaklara sahip oldugundan emin olmalidir. Bilinen risk faktorleri olmayan
kadinlarda FMRI testlerin genis 1518inda genetik danigmanlar herhangi bir test 6ncesi
bilgi almadan gorerek tahmin etmelidir. FMRI mutasyonlart ve FMRI ile iligkili
bozukluklarla ilgili bilgiye sahip olmamalidirlar (140).

. Bir ¢ok genetik danigmanlar FXS agina olmasina ragmen, FXTAS ve FXPOIl ile
ilgili deneyimleri pek yoktur. Bu sebeple FMRI mutasyonlu ailelerde risk
degerlendirmesi i¢in gerekli klinik aragtirma kapsami hafife alintyor. Bu gibi ailelerde
bir pedigri alarak birgok jenerasyon boyunca gelisimsel, nérodejeneratif ve tireme ile
ilgili semptomlarin baglangi¢ yasina ve siddetine gore gesitli konstelasyonlara dikkat
etmesi gerekir. Full spektrumlu FMRI gen mutasyonlu bireyleri tanimlamak i¢in 6zel
tasarlanmig aile hikayesi sorulari tablo 2.22'de listelenmistir. Davranigsal ve biligsel
semptomlarin subjektif niteligi géz oniine alindiginda, dogrulamak igin psikiyatrik ve

egitim kayitlart mumkiinse gelisimsel sorunlarin bildirildigi tarihler alinmalidir (140).

o FMRI ile iligkili bozukluklarda genis kapsamli aile iiyelerin de genis oOlciide
genetik ve emosyonel etkileri olabilir. Bir ailede FMRI mutasyon tespit edildiginde,
genetik damigmanlar hasta yakinlarina haber vermede strateji gelistirerek hastalara

yardimci olmalidir (140).

o FMRI ile iligkili bozukluklar ve genetik risk hakkinda ebeveynler ve ¢ocuklar
ile a¢ik ve anlamli tartigma igin tesvik edilmelidir. Genetik danigmanlar FMRI bagl
riskli gocuklarin uzun dénemli adaptasyona ihtiyaglari olabilecegi hakkinda ebeveynlere

olumlu yonde yardimct olmasi gerekir (140).
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Tablo 2.22. FMRI1 iligkili bozukluklar i¢in 6nerilen ve hedeflenen aile 6ykist sorular
(140)

E——

Bilissel etkiler: zihinsel engellilik, ozellikle gelisimsel gecikme, dil gecikmesi,
ogrenme gl¢liigi, matematik ile ilgili sorunlar

Konusma gecikmesi veya olagandis1 konusma deseni

Otizm spektrum bozukluklari veya otistik benzeri davramslar ( bakislar1 kacinma,
tekrarlayici davranislar, el ¢irpmalar, el 1isirmalar, dokunuslardan ka¢inma vb...)
Dikkat eksikligi bozuklugu (ADD) yada dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu
(DEHB)

Dismorfik ozellikler: makrosefali, buytk kulaklar, uzun yiz, genis alin, belirgin ¢ene,
sasilik

Bag dokusu ozellikleri: asirt ekstansiyona ugrayabilen eklem (6zellikle parmaklarda)
diiz ayak, hipotoni, mitral kapak prolapsusu, buyiik testisler, fitiklar, tekrarlayan kulak
enfeksiyonlari

Norolojik belirtiler: nobetler, erigkin baslangicl ilerleyici titremeler, ataksi, yilirimede
zorluk, denge sorunlar, kisa siireli hafiza kaybi, bacaklarda duyu kaybi

Akil hastah@y/kisilik bozukluklari: depresyon, sizofreni, bipolar bozukluk, obsesif-
kompulsif bozukluk, sizoafektif bozukluk, sizoid kisilik vb...

Davramis problemleri: dirtisellik, 6tke patlamalari, siddet igeren davranislar, soliter
davranig, davranigsal sorunlar i¢in danigmanlik yada ilag alanlar.

Utangaclik, sosyal anksiyete, asir1 endise, emosyonel sorunlar icin damismanlik
veya ilac alanlar

Primer over yetmezligi, erken menopoz gibi iireme ve fertilite problemleri

o FXTAS hastalarda psikiyatrik sorunlari yani sira biligsel gerileme siktir (140).

o FMRI testi sonucunda normal ¢ikan hastalara FMRI ile ilgili sorunlarini ekarde
edilerek diger genetik sorunlarin olabilecegini veya teshis edilmemis gelisimsel
gecikmeye neden olan hastaliklarin, infertiliteye yada aile tyelerinde norodejeneratif

hastaliklarin belirlenmesinde yardimci olacag: seklinde danigmanlik verilmelidir (140).

Ara (intermediate-sinir-grey zone) Alellerde

. Ara alellerin fenotipik ve treme etkileri Uzerinde aragtirmalar celigkili

oldugundan bu hastalar i¢in kesin rehberlik saglanmasi genetik danigmanlar i¢in zor bir
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durumdur. Bu durumda danigmanlik verilirken ara alellerin bilinen giincel klinik ve

tireme iizerindeki etkileri soylenmelidir (140).

Ureme Konusunda

o Prenetal tani premutasyon yada full mutasyonlu kadinlar i¢in onerilmelidir.
Premutasyon alelli erkekler kizlarina premutasyon mirast verecekleri igin potansiyel

fenotipik riskleri ile ilgili genetik danigmanlik verilmelidir (140).

o Genetik danigmanlar fertilite tedavisi alan FMRI premutasyonlu kadin bireyler
icin FXS ¢ocuklara sahip olma riskinin olup olmayacagina ¢ok dikkatli olmali ve takip

etmeleri gerekir (140).

o Bagarili bir PGD'nin ana belirleticisi yumurtalik fonksiyonu oldugundan, FMRI
premutasyonlu kadinlar PGD 6nce subfertil i¢in degerlendirilmelidir (140).

o Su ana kadar tek bir nesil i¢inde ara (intermedit) alellere sahip bireyden full
mutasyona geniglemis bir rapor ve invaziv prenetal tan1 tibbi endikasyonu yoktur. Buna
ragmen intermedit alelli hastalarda baska endikasyon i¢in prenetal tani yapildiginda
fetusun full mutasyona sahip olmadigini teyit etmek igin fragil x prenetal testler
istenebilir. Hi¢ degilse de intermedit alel az olsa da kararsiz bir premutasyona
genisleme riski olabilir ve fenotipik 6zellik hakkinda endiseleri giderebilmek igin ve
yetigkinlikte de istenme olasiligi yiuksek olacagindan dogum oncesi FMRI testi
istenmelidir. Bu sartlar altinda erigkin baglangi¢li bozukluklar ve premutasyon fenotipi
tahmin etmek olanaksizdir bu yiizden prenetal testleri ¢evreleyen bu konular ¢ok

onemlidir (140).

2.6.6. Tedavi ve Yardimc1 Kaynaklar

FXS'lu erkeklerin, yaklasik olarak % 80mninde ve full mutasyonlu kadinlarin % 35'inde
hiperaktivite veya ciddi dikkat azlig1 gozlenmistir. Bu durum genellikle okul yasindaki
cocuklarda belirgindir. FXS'lu ¢ocuklarin yaklasik % 601 stimiilant tedaviye cevap
verirler. Hiperaktivitenin tedavisinde "clonidine" nin, ankisiyete i¢in "seratonin re-

uptake inhibitorleri", agresif veya obsesiv/zorlayict davramig i¢in "tantrums" un
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semptomatik olarak yardimci olduklar1  belirlenmistir.  Folik asit, FXS'nun
semptomlarinin  giderilmesi i¢in klinik denemelerde kullanilmigtir. Bu terapinin
etkisinin degisken oldugu belirlenmistir. Baz1 g¢aligmalarda davraniglarda diizelme
oldugu, bazilarinda ise semptomlarin arttig1 gézlenmistir (25). FXS'nun son zamanlarda
hayvan modelleri iizerinde fizyolojik mekanizmalar ¢ok iyi aydinlatildig: i¢in hastaligin
biyokimyasal temeline hitap etmeyi amaglayan hedef ilaglar gelistirilmeye baglanmistir.
Bu hedefli tedavi yaklagimlar FMRP etkisini taklit eden ve mGluR yolunu diizenleyen
ilaglardir (270). FXS knockout farelerde mGluR antagonistleri ile yapilan ¢aligmada
nobetler, davranis ve bilis tGzerinde olumlu bir etki gostermistir (271). Bu ilaglarin
bazilar suan da insan klinik ¢aligmalarinda yiritilmektedir ve éniigmuzdeki bir kag yil
icinde ilag pazarina girmek i¢in bekliyor. mGluR antagonistik ilaglar FXS etkilenen
aileler umut vermektedir. Ebeveyn kaygilarini igeren ve oOzel bir egitim programi
dahilinde, mesleki, fiziksel ve konusma terpileri olan entegre bir ekip yaklagimlar ile
semptomatik olarak yardimci olan ilaglar ile tedavi edilmesi tavsiye edilir (270).
Konugma tedavisi, 6zel egitim, ugrast tedavisi ve spor ¢alismalar1 gibi uygulamalar da
sendromun hafifletilmesine yardimci olmaktadir. Gen terapisi uygulamasi heniiz yoktur.

Bu uygulama ise FXS'lu fetiis i¢in gegerli olabilir (25)

FXS i¢in ilag¢ gelistirilme 1511 altinda genetik danigmalar hedeflenen ilag ile ilgili
giincel aragtirmalar hakkinda bilgilendirilmesi gerekiyor. Hedeflenen ilaglar arastirma
asamasinda olsa da, genetik danigmanlar bilgilendirme strecini kolaylastirmak ve
ailelerin bir klinik aragtirma g¢aligmalarina katilmalart yontnde yardimci olmalidirlar

(140).

Genetik danigmanlar ve FXS'lu aileler i¢in FXS hakkinda gtincel bilgi ve yardim

saglayan uluslararast vakif ve 6zel arastirma merkezleri vardir (140). Bunlar;

o Ulusal Fragile X Vakfi (http://www.fragilex.org/) aileler ve profesyoneller i¢in

kapsamli egitim kaynaklar i¢in destek saglar. Vakif FMRI ile iligkili bozukluklardan
etkilenen aileler i¢in Facebook sosyal ag sitesi ve yani sira FXTAS olan bireyler igin

ayr bir bilgilendirme sitesi mevcuttur.
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. FRAXA Aragirma Vakfi  (http://www.fraxa.org/) dogru arastirmayi

hizlandirmak, etkili tedaviler i¢in fon ve ayni zamanda ailelere destek saglar ve FXS

konusunda farkindalik yaratmada yardime1 olur.

o Frajil X Klinik ve Arastirma Konsorsiyumu (http://www.fxcrc.org/) frajil x 6zel

kliniklerin uluslararasi gelisimini tesvik ve ila¢ deneyleri gibi isbirlik¢i arastirma
cabalari i¢in bir yapt saglar. FXS aileler ve diger FMRI iligkili hastaliklarin klinik
yonetimi konusunda FXCRC merkezini bulmak i¢in en yakin konsorsiyum ile irtibata

tesvik edilmelidir.

2.6.7. Yasam Siiresi

FXS'lu , 433 kadin ve 348 erkek de mortalite ¢alisiimis ve kadin ve erkek i¢in ortalama
olim yasinin genel populasyondakinden 12 yil daha disik oldugu tespit edilmigtir.
Frajil X sendromlu grubta oliim nedeni olarak en sik rastlanan kardiyovaskiiler,
serebrovaskiiler ve malign hastaliklarin goriilme sikligi genel populasyondakine
benzerdir. Yapilan bu ilk calismada spesifik bir hastaliga yatkinlik bulunamamistir

(272).

2.6.8. FMRI Test Algoritmasi ve Kilavuzu

Tablo 2.23. FMRI1 test kilavuzu (140, 255)

FMR1 mutasyon testi icin onerilir;

Gelisimsel gecikme yada otizm olan zihinsel engelli kadin veya erkeklerde,

Dogru genetik risk degerlendirilmesini saglamak amaciyla, sitogenetik test yada
akrabalik aracihiiyla tanisi konan FXS olan bireylerde,

Bir ailede FXS dykiisii veya tan1 konmamis zihinsel engelli olan iireme danismaligi
icin gelen kisilerde. Amerikan Koleji Kadin Hastaliklar1 ve Dogum (ACOG)
komitesine gore FXPOI dahil FMRI iliskili bozukluk 6yKkiisii olan kadmlar icin de
test onerilmesi ve aile oykiisiiniin alinmasi gerekir,

Folikiil uyarici hormon (FSH) diizeylerinin yiiksek olan fertilite yada iireme ile
iliskili problemleri olan kadinlarda,

Gec baslangich titreme veya bilinmeyen serebellar ataksi olan bireylerde,




FXS aile oykiisii

olan hastalar
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erkeklerde

50 yas veya daha

fazla olan kadin ve

ilerleyici serebellar
ataksi ve titreme

goriilen hastalar

\4 \4

Gelisimsel
gecikmesi,
etiyolojisi

bilinmeyen mental
retardasyonlu veya
otizm olan hastalar

FMRI icin molekiiler test
»  (PCR yada Southern blot  [¢

analizi) uygulanir

Primer over
yetmezligi olan

kadinlarda

v

Trinukleotid tekrarlarin/ FMR1

metilasyon durumunun belirlenmesi

Full mutasyon Premutasyonlu alel biiyiikliigii intermedit alel Normal alel
alel biiyiikliigii biiyiikliigii biiyiikliigii
yaklasik 55-200 tekrar arasi
>200 tekrar yaklasik 45-54 yaklagik 5-44
tekrar arasi tekrar aras
Tipik, tekrar FMRI genin durumunda genellikle FXS hastalig1 Baska bir
. degisiklik olmaz, ancak daha buyik ..
ekspansiyon ve . L gostermez. mutasyon (sekans
premutasyonlar genin ifadesinin
metilason sonucu azalmasima neden olabilir. mutasyonlart)
) Alel stabilitesinin o .
kismi veya tam Hastalar hemen hemen her zaman kontrolii icin tespit edilmedigi
olarak normal zekaya sahiptir Bazi ) ) sturece FXS
hastalar FXS ile ilgili davrams ebeveynlerin takip .
susuturulmus , ~ hastalig1
sergileyebilir. edilmesi gerekir.
gostermez.

FMR1 geni. FXS
hasta olarak

Ongoriliir.

Premutasyon tastyicilarida FXTAS
veya FXPOI i¢in yiiksek risk
altindadir.

Ara bolgede kiigiik
instabiliteli alel

nadir bildirilmistir.

Sekil 2.20. FMR1 Test Algoritmast




3. GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alisma Erciyes Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali'na Frajil X Sendromu
(FXS) stiphesi ile gelen 3-15 yas arast ¢ocuklardan 2 cc EDTA'l1 periferik kan alinip
DNA izolasyonu yapilarak gerceklestirilmistir ve asagidaki geregler kullanilmistir.

3.1. GERECLER
3.1.1. Demirbas Malzemeler

e Mikropipetler 10Tuk, 100'lik, 1000'lik ( DragonLab)

e Vorteks (IKA Vortex Genius 3)

e Santrifiij Cihazt Mikro 22 (Hettich Zentrifugen)

e -20 Buzdolabi (Beko)

e +4 Buzdolab1 (Ariston)

e Termal Cycler Cihazt (GeneAmp PCR System 9700 Applied
Biosystems )

e Distile Su Cihaz1 (Diret-Q.UV Millipore)

o Isitict Blok (Cleaver-Elite)

e Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer Cihazi

e NanoDrop 2000- Mikro-Hacim UV-Vis Spektrofotometre Cihazi
(Thermo Scientific)

e OWL Easycast' " B2 Elektroforez Cihazi (Thermo Scientific)

e Mikro Dalga Firin (Argelik 581)

e Plate Perfect Spin (Peqlab)



3.1.2. Sarf Malzemeler

e Kandan Genomik DNA izolasyon Kit (RTA)

O

(@)

(@)

Proteinase K

Solution B

Solution W1

Solution W2

Solution E

Spin Columns
Collection tubes (2 ml)
Collection tubes (1,5 ml)
%96-100 Etanol

e EpiTect Bisulfite Kit (QIAGEN)

(@)

O

Kimyasal Modiil

* Bisulfite Mix

* DNA Protect Buffer

* RNase-Free Water
Purifikasyon Modiil

= EpiTect Spin Columns

= Collection Tubes

» Buffer BL
* Buffer BW
= Buffer BD
= Buffer EB

=  Carrier RNA
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e FMRI1 Sizing PCR Kit (ABBOTT)

o ASR Primers for Gender (X ve Y kromozomlarina 6zgl
amplifiye eden oligoniikleotidleri igerir)

o ASR Primers for FMR1 (FMRI1 genindeki CGG, motifini
amplifiye eden oligoniikleotidleri igerir)

o TR PCR Enzyme Mix (Triniikleotid tekrar motifi ve DNA pol.
iceren amplifikasyonu destekleyen tampon ¢ozelti)

o High GC PCR Buffer (GC'ce zengin bdlgeler i¢in PCR
Enhancer tampon ¢ozeltisi)

o Cleanup Enzyme Mix (GC agisindan zengin bolgelerin
amplifikasyonu ile gozlenen sturlu sinyalleri azaltmak igin
tasarlanmig tampon soliisyon)

o ROX™ 1000 Size Standard ( ROX etiketli 20 farkli buyiikliikte
(50, 75, 100, 200, 300, 350, 400, 450, 475, 500, 550, 600, 650,
700, 750, 800, 850, 900, 950 ve 1000 baz uzunlukta)

oligoniikleotid iceren tampon ¢ozelti)

e SNP Detective Fragile X Kit (GML)

o GML 10X PCR Buffer (Tris-CI, KCI, (NH4),SO4 ve MgClI,
(pH=8.7))

o GML FRAX Taq Pol. (Taq Polimeraz Enzim (5U/pl)

o GML G/C Solution (5X konsantrasyonlu GC'ce zengin bolgeler
icin PCR Enhancer)

o GML dNTPs Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

o MetPCR Primer Mix (TE de ¢6ziinmiig 20 pmol/ul primer)

o NonMetPCR Primer Mix (TE de ¢oziinmus 20 pmol/ul primer)

o Primer MTPF+TAIl (TE de ¢oziinmiis 50 pmol/pl primer)

o Primer MTPR (TE de ¢6ziinmiig 2.5 pmol/pl primer)

o Distilled Water (DNase-RNase free water)
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Hi-DIi™ Formamide (Applied Biosystems)

GeneScan'™ 500 LIZ™ Size Standard (Applied Biosystems)
Buffer (10X) with EDTA (Applied Biosystems)

POP-7 (Applied Biosystems)

SeaKem®LE Agarose (Lonza)

10X TBE (Tris Buse+Borik Asit+ EDTA)

EtBr (Etidyum bromiir)

Loading Dye (Gliserol+ Tris HCI+ EDTA+ Brom Fenol Mavisi)
MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate (Applied
Biosystems)

Plate Septa 96-Well (Applied Biosystems)

100 bp DNA Ladder (100-3000 bp arasinda 12 fragment) (Axygen)

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Orneklerin Alinmasi

Erciyes Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali'na Frajil X Sendromu (FXS) siiphesi

ile gelen 3-15 yas arast ¢gocuklardan 2 cc EDTA'l1 periferik kan alinmistir.

3.2.2. Kandan Genomik DNA izolasyonu

2 cc EDTA'lh periferik kandan RTA markali kandan genomik DNA izolasyon kiti

kullanarak yapilmistir. Kit protokolu asagida verilmistir.

3.2.2.1.

1)

2)
3)
4)

Protokol

1.5 ml'lik bir mikrosantrifiij tiipiiniin dibine 20 pl Proteinaz K eklenir,
200 pl 6rnek eklenir ve 20 saniye vurum-vorteks yapilarak karigtirilir.
250 pl soliisyon B eklenir.

20 saniya vurum-vorteks yapilarak karistirlir.

Kisa santrifiijden sonra her 3 dakikada bir kanstirilarak 65°C'de 15
dakika inkiibe edilir.
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5) 200 pl etanol (%96-100) eklenip, 20 saniye vurum-vorteks yapilarak
karigtirtlir,

6) Kisa santrifiijden sonra karigim, toplama tipiiniin igine yerlestirilmis spin
kolona aktarilir.

7) 6000 x g'de 1 dakika santrifiy yapilir. Sivi igeren alttaki tiip atilir ve
kolon yeni bir toplama tiiptiine yerlestirilir.

8) 700 ul Solusyon W1 eklenir. 6000 x g'de 1 dakika santrifiij yapilir.
Toplama tipindeki sivi atilir ve kolon yeni bir toplama tiipiine
yerlestirilir.

9) 700 ul Solisyon W2 eklenir. 10000 x g'de 30 saniye santrifiij yapilir.
Toplama tiiptindeki sivi atilir ve kolon toplama tiptine geri yerlestirilir.

10) 14000 x rpm'de 30 saniye santriflyj yapilir.

11) Spin kolon, steril 1.5 ml'lik bir mikrosantrifiij tiipiine transfer edilir.

12) 100 pl 70°C'ye 1sitilmis Soliisyon E eklenir ve oda sicakliginda 3 dakika
inkiibe edilir. 14000 x rpm'de 1 dakika santrifiij yapilir.

13) Spin kolon atilir, mikrosantrifiij tiipiiniin i¢indeki eliisyon tamponunda

genomik DNA bulunur.

3.2.3. DNA Konsantrasyonu ve Saflik Derecesinin Olciilmesi

PCR reaksiyonunun hazirlanmasi agamasinda bilmemiz gereken diger bir temel konu da
DNA’y1 ¢ozdiigiimiiz stvi ortam igerisindeki DNA konsantrasyonu ve saflik derecesidir.
Bunun belirlenmesi, UV spektrofotometresi ile yapilabilmektedir. DNA Orneginin
icerisinde bulundugu soliisyon tarafindan absorbe edilen UV miktart 6rnekteki DNA
miktart ile dogru orantilidir. Absorbans genellikle, 260 nm dalga boyunda 6l¢ilir. Bu
dalga boyundaki ol¢timlerde cift iplikli DNA i¢in absorbans degeri 50 pg/ml, tek iplikli
DNA i¢in 33 pg/ml, RNA igin ise 40 ug/ml’lik konsantrasyon degerlerine karsilik gelir.

UV absorbansi, DNA’nin safliginin belirlenmesinde de kullanilabilir (260 nm’de
niikleik asitler, 280 nm’de de proteinler pik verir). Saf bir DNA 6rneginde 260 ve 280
nm’deki absorbans orani A260nm/ A280nm=1.8’dir. Bu deger elimizdeki DNA
orneginin verimini gosterir. Dolayisityla, buldugumuz deger 1.8’e¢ ne kadar yakinsa

verim o kadar yuksektir. Bu orandan disik degerler, 6rnekte fenol ya da protein
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kontaminasyonunu, 1.8’den buyik degerler ise RNA kontaminasyonunun varligint

gosterir. RNA i¢in absorbans orani ise A260nm/A280nm=1.8-2.0"dir.

3.2.4. FMR1 Sizing PCR Uygulamasi

Genomik DNA izolasyon yapildiktan sonra NanoDrop 2000-Mikro-Hacim UV-Vis
Spektrofotometre Cihazinda (Thermo Scientific) konsantrasyon ve saflik derecesi
ol¢imii yapildi. Uygun olan genomik DNA'larla PCR asamasina gecildi. Uygun
olmayanlardan yeniden izolasyon yapildi. Polimeraz zincir reaksiyonu, DNA iizerinde
istenilen bolgenin, o bolgeye oOzgil primerler kullanilarak termal cycle cihazinda
cogaltilmast iglemidir. Is1 ile denatiire edilerek tek zincir haline getirilen DNA
molekiiline, primerlerin baglanmasi ve bu primerlerden yeni DNA zincirinin

sentezlenmesi olarak i¢ asamadan olusur.

PCR reaksiyonu i¢in Abbott FMRI1 Sizing PCR kiti kullanilarak PCR protokolii
uygulandi.

3.2.4.1. Protokol

3.2.4.1.1. PCR Asamasi

1) Tablo 3.1 deki reaktifleri: kullanilarak bir reaksiyon miksi hazirlandi.

Tablo 3.1. PCR reaksiyon kompozisyonu

_ 1 PCR reaksiyonu ig:in

High GC PCR Buffer 13.0
ASR Primers for Gender 0.6
ASR Primers for FMR1 0.8
TR PCR Enzyme Mix 1.2
DNase/RNase free water 1.4

Total 17.0

2) Reaksiyon miksini hazirladiktan sonra 0.2'lik PCR tiiplerine 17 pl

miksler dagitilir.
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3) Miks dagitilan PCR tuplerinin iizerine 3 pl genomik DNA ( 10-25
ng/pl) eklenir. Toplam 20 pl olan karigim kisa bir vorteks ve santrifiij

yapilir.

4) Tablo 3.2 deki termal cycler profili uygulanir.

Tablo 3.2. FX PCR termal cycler profili

M) Zaman (dk:sn) = Cycles/Dongii H(aucll)m
98.5 0:10
58.0 1:0 15
75.0 6:0
98.5 )
(+0.1°C/cycle) 0:10 s 20
56.0 1:0
75.0 6:0
4.0 ) -
3.24.1.2. Agaroz Jel Elektroforez Asamasi

1) Stok solusyonu olarak 500 ml'lik 0.5 M EDTA hazirlanir;
a. 93,05 gr EDTA tartilir
b. 200 ml distile su igerisinde eritilir (magnetik karistirict ile )

Cozelti netlesene kadar NaOH eklenir

o

A

Son volim 500 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanir.

2) Stok solusyonu olarak 10X TBE (Tris-Borate elektroforezis buffer)
hazirlanir;
a. 108 gr Tris baz + 55 gr Borik Asit 800 ml distile su igerisinde
¢cozunur (magnetik karistiric ile karigtirilir)
b. 40 ml 0.5 M Na,EDTA (pH 8.0) (alternatif olarak 9.3 gr
Na,EDTA) eklenir.
c. Son volim 1 litre olacak sekilde distile su ile tamamlanir.

d. Oda sicakliginda saklanir.

3) 6X DNA Loading Dye Hazirlanir;
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60 ml %100 gliserol

6 ml 1M Tris HCI pH:8.0

1.2 ml 0.5 M EDTA pH: 8.0

60 mg brom fenol mavisi eklenip son volim 100 ml olacak

sekilde tamamlanir.

4) Etidyum bromiir (EtBr) stok solusyonu olarak 10 mg/ml distile su ile

¢Ozunr.

S) Stok ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra %2'lik agaroz jel hazirlanir;

a.

o

]

= 0

2 gr agaroz tartilir ve son volim 100 ml olacak sekilde 1X
TBE buffer ile tamamlanir.

Agaroz ¢ozeltisi mikrodalga firinda eriyene kadar kaynatilir.
Elle dokunulabilir sicakliga gelinceye kadar sogutulur ve
igerisine son konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde EtBr
eklenir.

Kabarciklarin olusmamasina dikkat ederek karistirilir.

Jel dokme standi hazirlanir sonra jel standin igine dokulur.
Sonra taraklar yerlestirilir.

Jel tamamen donduktan sonra taraklar yavasca ¢ikarilir.

Jel 1X TBE bulunan jel elektroforez tankina yerlestirilir.

6) Hazirlanan agaroz jelin ilk kuyucuguna 100 bp'lik DNA ladder (2 pl)

7

8)

yiklenir ve olugan PCR uriinlerimizin 5 pl'sini alarak 1 pl loading

dye ile kangtirtlip son volum 6 pl olacak sekilde kuyucuklara

yiiklenir.

Yukleme iglemi bittikten sonra tankin kapag: kapatilip 110 volt akim

ile 20 dakika yiiriitiiliir.

Yuritme bittikten sonra jel gorintileme cihazin UV 1gsi8inda

yiiriitiilen PCR {irlinleri goriintiilenerek kaydedilir.
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3.2.4.1.3. PCR Uriinlerini Saflastirma/Temizlenme Asamasi

1) 0.2'lik PCR tiipiin igerisine 3 pl Cleanup Enzyme Mix'ten konur.
2) Uzerine 2 ul PCR iiriinii eklenir, kisa bir vorteks ve satrifiijden sonra

tablo 3.3'deki thermal cycler profili uygulanir.

Tablo 3.3. FX PCR trint Saflastirma/Temizleme thermal cycler profili

75°C 10 dk.

4°C 0

3.2.4.14. Ornekleri ABI 3130 Serisi Genetik Analizér icin Hazirlama Asamasi

3.2.4.1.4.1. Orneklerin Denatiirasyon Basamag

1) Tablo 3.4'deki reaktifleri kullanilarak reaksiyon miksi hazirland1.

Tablo 3.4. PCR fiiriinlerin denatiirasyon reaksiyon kompozisyonu

_ | reaksiyonu 1g:1n

Hi-Di'™ Formamide 7.0
ROX™ 1000 Size Standard 3.0
Total 10.0

2) Reaksiyon miksi hazirlandiktan sonra kisa bir vorteks ve satriftijiin
ardindan MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate
kuyucuklarina her bir 6rnek igin 10 pul dagitilir.

3) Dagitilan miksler tizerine saflagtirmig/temizlemis oldugumuz 5 pl
irtinlerimizi ekleyip pipet ile pipetaj yapilir.

4) Sonra plate lizerine Plate Septa 96-Well septayr kapatip plate
santrifiiju ile kisa stireli spin yapilir.

5) Satrifiyj yapilan plate tablo 3.5'deki termal cycler profili uygulanir.
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Tablo 3.5. FX Denatiirasyon termal cycler profili

93°C

30 sn.

25°C

15 pl

3.2.4.1.4.2. Orneklerin ABI 3130 Serisi Genetik Analizér Cihazina Yiikleme

Basamag

6) ABI 3130 cihazin Data Collection agilir.

7) Plate Manager den yeni bir plate olusturuyoruz.

8) Plate olusturduktan sonra orneklermizin ismini ve c¢aligmanin

nereye kaydedilecegi yeri ve uygun instrument protokolunu

secgeriz.

9) Sectikten sonra cihazin tray diigmesine basariz tray geldikten sonra

cithazin kapagini agip orneklerin oldugu plate tray'e yerlestirip

kapag kapatiriz.

10) Plate view'de olusturdugumuz plate secerek ¢aligmay1 basglatiriz.

11) 36 cm'lik 4 kapiller, F matrix'te POP-7 polimerinde tablo 3.6'daki

sartlarda Grintimuz yaratalir.

Parametreler

Oven_Temperature

Tablo 3.6. ABI3130/3130xI'de FMR1 Sizing PCR (Abbott) yiiriitme modiilt ve sartlar
POP-7 Polimer

Data Collection
3.0

60°C

Poly_Fill_Vol

6500 Steps

Current_Stability

5.0 A

Pre_Run_Voltage

15.0 kV

Pre_Run_Time

180 sec

Injection Voltage

15.0 kV

Injevtion Time

22 sec.

Voltage_ Number_Of_Steps

30 nK

Voltage_Step_Interval

15 sec.

Data_Delay_Time

120 sec.

Run_Voltage

15.0 kV

Run_Time

5600 sec.
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3.2.4.1.5. GeneMapper™ Programinda Orneklerin Analizi

GeneMapper programi analiz edilirken fragment analiz yontemi kullanarak analiz eder.

FMRI1 sizing PCR kitinde CGG tekrarlarina , X ve Y kromozomlarina 6zgi ug farkli

primer kullanilmistir. Bu primerler sayesinde cogalan bolgeler genetik analizor

cihazinda pik olarak yansir ve bu pikler GeneMapper programinda bize ka¢ bp

boyutunda oldugunu gosterir. Analiz su sekildedir;

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

GeneMapper programi agilir
Agcilan programda Fragil X analizi i¢in bir proje olusturulur;

a. GeneMapper Manager agilir

b. Agilan pencerede Analysis Methods segilir ve Fragil X
icin kugik ve buyuk tekrar analiz metodlar1 olan .xml
dosyalart import edilir.

c. Acilan pencerede Size Standards secilir ve Fragil X i¢in
kiguk ve buyik fragmeny size standatlari olan .xml
dosyalart import edilir.

d. GeneMapper Manager kapatilir.

File'dan Add Samples to Project segilerek analiz edecegimiz
ornekleri ekleriz.

Sonra 6rneklerin analizini yapmak i¢in analiz metodunu ve size
standardini segerek analiz butonuna basariz.

Karsimiza kugiik bir pencere ¢ikar ve bu pencereye projemizin
ismini yazip ok. tiklariz.

Her ornek i¢in Size Match Editor den Size Standardimiz dogru
adlandirilmig m1 diye kontrol ederiz. Dogru degilse manuel olarak
adlandirma yapariz.

Kontrol ettikten sonra Display Plots dan orneklerimizin analiz
ederiz

a. Sample Plots penceresi agilir.

b. Acilan pencerde X eksenindeki scale bize piklerin ka¢ bp
olduklarini gosterir.

c. Y kromozomuna ait olan pik 170 bp (+/- 3bp)
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d. X kromozomuna ait olan pik 203 bp (+/- 3bp)
e. CGGs) - CGGasy) ait olan pikler 208-950 bp arasindadir.
8) Ornegimiz erkek birey ise 170 bp /203 bp da olan iki pik goriiriiz.
9) Ornegimiz bayan birey ise 203 bp de tek pik goriiriiz.
10) Ornegin CGG tekrarin1 hesaplamak igin  asagidaki formiil
uygulanir

CGG tekrari= (tekrar bp-193)/3

11) Son analiz yapilirken 6rnegin jel elektroforez goruntiisine, Raw

Data sina ve Sample Plots analizlerine bakilir.

3.2.5. SNP Detective Fragile X Kiti Uygulamasi

SNP Detective Fragile X (GML) kiti sodyum bisiilfit modifikasyonu ile DNA'daki
metilasyon ve non-metilasyon farkliligi algilayan FXS siniflandirmasinda kullanilmak
iizere alternatif PCR-tabanli bir yontem gelistirmistir. Floresan ms-PCR (metil spesifik
PCR) ile kadin ve erkeklere 6zgii electropherogram deseni ile normal, premutasyon ve

full mutasyon etkilerine gore FXS siniflandirilir.

FXS kisilerde genellikle 200'den fazla CGG tekrar sayist oldugunda full mutasyona
sahip kisiler olarak tanimlanir. 200'den fazla CGG tekrar sayisi oldugunda tekrar
bolgesinde genellikle metilasyon olusur. Metilasyon olustugunda FMR1 genini
susturarak protein olugsmasini engeller. Fragile X mutasyona sahip erkeklerde farkli
hiicrelerde farkli tekrarlara sahip olma durumlarn vardir béyle durumlarda mozaiklik
kavrami1 ortaya ¢ikar. Diger bir deyisle, mozaik erkeklerde bazi hiicrelerinde
premutasyon olup bazi hiicrelerinde ise 200 tekrardan fazla tekrar tagir. Boyle kisilere

Size Mozaisizim olarak adlandirilir ve mozaik erkeklerde sik gortilen formu temsil eder.

Cogu durumda full mutasyonlu hiicrelerin metilasyon durumu test edilmis ve tiim
hiicrelerde metile olmustur. Ancak nadir durumlarda full mutasyonlu olsa bile hiicreler
metillenmemis olabilir boylece metilasyon kismi yada eksik kabul edilir. Bu durum

metilasyon mozaisizim ortaya c¢ikarir. Metilasyon mozaisizmde metillenmemis ve



metillenmis durumda full mutasyon tasirlar. Metil

etkileyebilir.
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asyon derecesi FXS giddetini

3.2.5.1. Genomik DNA'ya Sodyum Bisiilfit Uygulamasi

Bisulfit Dontisim kiti 6 saat iginde saflastirma yaparak, metillenmemis sitozinlerin

tamamini urasil'e doniisimuini saglar.

1) 800 ul RNase free water ile Bisiilfit Mix 5 dk vortekslenerek

¢Oziliir.

2) Tablo 3.7 deki reaktifleri kullanarak reaksiyon miksi hazirlanir

Tablo 3.7. Bistilfit reaksiyon kompozisyonu

Reak t

-
hacim (ul)

Bisiilfit Mix (¢oziinmiis) 85
DNA Protect Buffer 35
Total 120

3) 0.21ik PCR tiiplerine reaksiyon
DNA (1ng-2ng) eklenir.

miksleri dagitilir Gizerine 20 pl

4) PCR tuplerinin kapagini kapatip kisa bir vorteks yapilir. Oda

sicakliginda (15-25°C) saklanir.

5) Tablo 3.8'deki termal cycler profili uygulanir.

Tablo 3.8. Bisiilfit doniigim termal

cycler profili

| Zaman [ Ke)
Denatiirasyon | 5 dk. 95 °C
Inkiibasyon | 25 dk. 60 °C
Denatiirasyon | 5 dk. 95 °C
Inkiibasyon | 85dk. (1sa.25dk.) | 60°C
Denatiirasyon | 5 dk. 95 °C
Inkiibasyon | 175 dk. (2sa. 55dk.) [ 60 °C
Hold 00 20 °C
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3.2.5.2. Bisiilfitlenmis DNA'nin Temizlenmesi

6) Bistlfitleme islemi tamamlandiktan sonra PCR tipleri kisa bir
santrifiij edilir ve 1.5 ml'lik mikrosantrifij tiplere alinir.

7) 10 pg/ml tastyict RNA igeren 560 pl yeni hazirlanmig Buffer BL,
ornege eklenir ve vortekslenir. Maksimum hizda ¢ok kisa santrifiij
edilir. Not: >100 ng DNA kullanildiginda tasiyict RNA'ya gerek
yoktur.

8) EpiTect kolonlara alinan 6rneklerde ayni iglemler 2 kez yapilir ve
1 dk daha maximum hizda santrifiij edilir.

9) 500 ul Buffer BW her kolona ilave edilir ve maximum hizda 1 dk
santrifj edilip toplama tiipti degistirilir.

10) 500 ul Buffer BD eklenip 15 dk oda sicakliginda inkibasyona
birakilir (15°-25° C).

11) 1 dk boyunca maximum hizda yeniden santrifiij edilen 6rneklere,
2 kez daha Buffer BW eklenir ve toplama tipu degistirilir.

12) Kolonlardan 2 ml’lik toplama tipine alinan ornekler 1 dk
boyunca kalint1 sividan arindirilmak i¢in maximum hizda santrifiij
edilir.

13) Kolonlar kapaklart agik olacak sekilde 1,5 ml’lik mikrosantrifiij
tiiptine alinir ve 1sitici blokta 56° C’de 5 dk inkiibasyona birakilir.

14)Kolonlar 1,5 ml’lik yeni mikrosantrifiij taplerine alinir. 30 ul
Buffer EB kolon membraninin merkezine birakilir. Kolonlar oda
1s1sinda 1dk santrifiyj edilir.

15) 15,000 x g'de (12,000 rpm) 1 dk santrifiij sonucu purifiye DNA
elde edilir.

16) Clean up sonrast DNA’lar tekrar olgulur. Piklerin temizligi ve

DNA konsantrasyonu takip edilir.
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3.2.5.3. SNP Detective Fragile X Kit Prosediirii

3.2.5.3.1. PCR Asamasi

1) Her numune igin 3 farkli PCR tiipti hazirlanir.
2) Reaktifleri kisa bir vorteks ve ardindan kisa santriflyj yapin.
3) Tablo 3.9, 3.10 ve 3.11'deki reaktifleri kullanarak reaksiyon

miksi hazirlanir.

Tablo 3.9. Floresan Met-PCR reaksiyon kompozisyonu

T 1 PCR reaksiyonu icin
GML 10X PCR Buffer 2.5
GML G/C Solution 7.5
GML dNTPs Mix 2.0
MetPCR Primer Mix 04
GML FRAX Tagq. Pol. 0.5
Distilled Water 5.1
Total 18

Tablo 3.10. Floresan NonMet-PCR reaksiyon kompozisyonu

T 1 PCR reaksiyonu i¢in
GML 10X PCR Buffer 2.5
GML G/C Solution 2.5
GML dNTPs Mix 2.0
NonMetPCR Primer Mix 0.4
GML FRAX Tagq. Pol. 0.5
Distilled Water 10.1
Total 18

Tablo 3.11. Floresan mTP-PCR reaksiyon kompozisyonu

T 1 PCR reaksiyonu i¢in
GML 10X PCR Buffer 2.5
GML G/C Solution 7.5
GML dNTPs Mix 2.0
Primer MTPF + Tail 1.0
Primer MTPR 1.0
GML FRAX Tagq. Pol. 0.5
Distilled Water 3.5
Total 18
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4) Hazirlanan PCR tuplerin igerisine 18 pl reaksiyon miksleri
dagitilir ve tizerine 7 pl bisilfitlenmis DNA eklenir ve son volim
25 ul olur. Kisa vorteks ve santrifiyj yapilir.

5) Tablo 3.12'deki termal cycler profili uygulanir.

Tablo 3.12. SNP Detective Fragile X PCR termal cycler profili

B NN B C°C Zaman

1 Aktivasyon 95 °C 15 dk.
. 98 °C 1 dk.
2 ?g’ggfaéyo“ 61 °C 1 dk.
& 72 °C 2 dk.
3 Ekstansiyon 60 °C 10 dk.
4 Hold 15 °C 0

3.2.5.3.2. Ornekleri ABI 3130 Serisi Genetik Analizér icin Hazirlama Asamasi

3.2.5.3.2.1. Orneklerin ABI 3130 Serisi Genetik Analizér Cihazina Yiikleme
Basamag

6) Tablo 3.13'deki reaktifleri kullanarak miks hazirlanir.

Tablo 3.13. PCR urinlerini ABI 3130 Genetik Analizor Cihazina yiiklemede kullanilan
reaksiyon kompozisyonu

e ]
hacim (ul)
Hi-Di'™™ Formamide 20.0
ROX™ 1000 Size Standard 0.5
Total 20.5

7) Reaksiyon miksi hazirlandiktan sonra kisa bir vorteks ve
satrifiijin ardindan MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction
Plate kuyucuklarina her bir 6rnek i¢in 20.5 pl dagitilir.

8) Dagitilan miksler tzerine her bir 6rnek i¢in olusmus PCR

iiriinlerinden (Met-PCR, nonMet-PCR, and mTP-PCR) 1'er pl
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olacak sekilde toplam 3ul PCR triinii eklenip pipet ile pipetaj
yapilir.

9) Sonra plate iizerine Plate Septa 96-Well septay1 kapatip plate
santrifiiju ile kisa stireli spin yapilir.

10) ABI 3130 cihazin Data Collection agilir.

11) Plate Manager den yeni bir plate olusturulur.

12) Plate olusturduktan sonra ¢rneklermizin ismini ve ¢aligmanin
nereye kaydedilecegi yeri ve uygun instrument protokolunu
secilir.

13) Segtikten sonra cihazin tray diigmesine basariz tray geldikten
sonra cihazin kapagini agip orneklerin oldugu plate tray'e
yerlestirip kapagi kapatilir.

14) Plate view'de olusturdugumuz plate secerek ¢aligmay1 baglatilir.

15)36 cm'lik 4 kapiller, G matrix'te POP-7 polimerinde tablo

3.14'daki sartlarda Grtinimiiz yuratilir.

Tablo 3.14. 3130/3130x1'de SNP Detective Fragile X Kiti (GML) PCR fiiriinlerin
yuritme moduli ve sartlar

POP-7 Polimer

Parametreler Data Collection
3.0
Oven_Temperature 60°C
Poly_Fill_Vol 4840 Steps
Current_Stability 5.0 uA
Pre_Run_Voltage 15.0kV
Pre_Run_Time 180 sec
Injection Voltage 20kV
Injevtion Time 20 sec.
Voltage_ Number_Of_Steps 20 nK
Voltage_Step_Interval 15 sec.
Data_Delay_Time 60 sec.
Run_Voltage 15.0kV
Run_Time 2500 sec.
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3.2.5.3.3. GeneMapper™ Programinda Orneklerin Analizi

3.2.5.3.3.1.  SNP Detective Fragile X Analiz Panelini Olusturma

1)
2)
3)
4)

5)
6)
7

8)
9)

GeneMapper programi agilir.

Tools > Panel Manager segcilir

File > Import Panels segilir.

Import olarak SNP Detective Fragile X kiti icerisindeki CD'de
kayitli olan GML_FRAXA Panels segilir.

Binsetleri yiiklemek i¢in FRAXA segilip.

Import Binsets segilir.

Import olarak SNP Detective Fragile X kiti icerisindeki CD'de
kayitli olan GML_FRAXA bins segilir.

Sonra Apply ve OK tiklanir.

Diger parametreleri import i¢in Tools > GeneMapper Manager

secilir.

10) Analysis Methods penceresi secilir ve SNP Detective Fragile X

kiti igerisindeki CD'de kayith olan GML FRAXA anlys

import edilir.

11) Ayni sekilde diger parametreler ytklenir

a. Table Settings tab: GML_FRAXA _tbl
b. Plot Settings tab: GML_FRAXA _plt

c. Report Settings tab: GML_FRAXA _rep
d. Size Standard tab: GML_FRAXA_size

12) Parametreler yiiklendikten sonra Done tiklanir.

3.2.5.3.3.2. SNP Detective Fragile X Analiz Projesi Olusturma ve Analizi

1)

2)

File > New Project secilir ve ekrana gelen pencereden
Microstellite isaretlenip OK tiklanir.
File > Add Samples to Project'ten analiz edecegimiz ornekleri

ekleriz.
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3) Sonra Orneklerin analizini yapmak ic¢in table settingsten
GML FRAXA tbl seceriz.

4) GML_FRAXA'nin analiz metodunu, panelini ve size stansartini
segeriz.

5) Segtikten sonra Analiz ikonuna tiklariz.

6) Olusan projeye ismini yazariz.

7) Analizden 6nce Her ornek i¢in Size Match Editor den Size
Standardimiz dogru adlandirilmis m1 diye kontrol ederiz. Dogru
degilse manuel olarak adlandirma yapariz.

8) Kontrol ettikten sonra Display Plots dan 6rneklerimizin analiz
ederiz.

9) Analiz sonrasinda Sekil 3.1'deki gibi desenler elde ederiz.

10) CCG tekrarimi hesaplamak i¢in agagidaki formiiller uygulanr;

a. Met-PCR sonucundaki CCG tekrari
= (Size-110)/3

b. NonMet-PCR sonucundaki CGG tekrari
= (Size-166)/3
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Normal allele
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Premutation allele

Pre/Full mutation pattern
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1 i 1 1

Normal pattern Lorma[ allele(s)l | Normal allele |
i i I i

i i i i

: i I : | i

- I = I

i I | i

| | | [ | [ |

i i | i

Pre/Full mutation pattern Normal allele | Premutation allele | Normal allele | Premutationallele ||
i i | i

i I | i
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1 1 i 1
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Pre/Full mutation pattern Normal allele | ] Normal allele | ]
| i | |

i I i i
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I I i i
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A
75 bp

rF s
200bp

273 bp

708 bp

333 bp

768 bp

Sekil 3.1. Normal, Premutasyon ve Full mutasyonlu Erkek ve Kadinlarda beklenen desenler.



4. BULGULAR

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali'na Frajil X sendromu
(FXS) suphesi ile gelen 3-15 yas arast 9 kiz ve 41 erkek olmak tizere toplam 50
cocuk'tan 2 cc EDTA'1 kan alinip genomik DNA izolasyonu yapilarak FMR1 Sizing
PCR (ABBOTT) ve SNP DETECTIVE FRAGILE X (GML) kitleri kullanilarak FXS'na

neden olan FMR1 genindeki CGG triniikleotit sayist ve metilasyon durumu incelendi.

Yas ortalamasi 7.33 olan kiz ¢ocuklarin 8'inde CGG tekrar sayilarinin ortalamast 29.66
bulunurken 1'nde yaklasik 300 tekrarli ayn1 zamanda metillenmis ve 30 tekrarli CGG

trintikleotitler bulunmustur.

Yas ortalamast 7.7 olan erkek ¢ocuklarin 33'inde CGG tekrar sayilarinin ortalamast
28.81 bulunurken 6'sinda CGG tekrar sayilarinin ortalamast 292.16 olup ayn1 zamanda
metillenmis full mutasyonlar bulunmustur. 1 erkek c¢ocukta 90 CGG tekrarli
premutasyon bulunurken, diger 1 g¢ocukta ise size mozaisizim olarak bilenen 91 CGG
tekrarli premutasyon ve 297 CGG tekrarli ayn1 zamanda metillenmig full mutasyonlu
mozaik CGG trintikleotitler bulunmustur. Size Mozisizim mozaik erkeklerde sik

goriilen formu temsil eder.

Yapilan ¢aligmada toplam 40 erkek c¢ocugun %15'1nde full mutasyon, %2.5'inde
premutasyon, ve 1 erkek cocukta ise size mozaisizmi bulunmustur. Toplam 9 kiz

cocugunun %11.11'inde full mutasyon gorilmustir (Tablo 4.1).

Alel bazli tekrar sayilarini inceledigimizde en kugiik tekrar uzunluguna sahip alel 18
CGG tekrarli, en buytik tekrar uzunluguna sahip alel yaklagik 300 CGG tekrarli ve
normal aralikta en sik gorilen tekrar uzunlugu 28 (%20.4) - 29 (%40.8) - 30 (%10.2) -
31 (%10.2) CGG tekrarli olarak bulunmustur (Tablo 4.2, Grafik 4.1).
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Tablo 4.1. Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalina FXS
stiphesiyle bagvuran 3-15 yag arast 50 ¢ocukta FMR1 genindeki CGG
trinikleotit mutasyon araliklarina gore ylizdeleri.

E | : I

Full mutasyon, >200 tekrar | 6+1* (%15)/ (%17.07)* 1(%11.11)
Premutasyon, 55-200 tekrar | 1+1* (%2.5)/ (%4.87)* 0 (%0)
Gray zone, 45-55 tekrar 0 (%0) 0 (%0)
Normal <45 tekrar 33 8
Toplam 40+1°%* 9

* Size Mozaisizm'li Kkisiyi ekledigimizdeki durum

Tablo 4.2. Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalina FXS
stphesiyle bagvuran 3-15 yas aras1 50 ¢ocukta alel bazli FMR1 genindeki
CGG trintikleotit mutasyon araliklarina gore tekrar ortalamasi ve

yiizdeleri.

Full mutasyon, >200 tekrar

7/292.85 (%16.6)

1/300 (%35.8)

Premutasyon, 55-200 tekrar

2/90.5 (%4.7)

0

Gray zone, 45-55 tekrar

0

0

Normal <45 tekrar

33/28.81 (%78.5)

16/29.68 (%94.1)

Toplam

42

17
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13 +
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Grafik 4.1. Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalina FXS
stphesiyle bagvuran 3-15 yas arast 50 ¢ocukta CGG tekrar sayilarina gore
alel sayilarinin dagilimi
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4.1. FMRI SiZING PCR KITi (ABBOTT) CALISMA BULGULARI

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali'na Frajil X sendromu
(FXS) suphesi ile gelen 3-15 yas arast 9 kiz ve 41 erkek olmak iizere toplam 50
cocuk'tan FMR1 Sizing PCR kiti ile FMRI1 genindeki CGG triniikleotit tekrar

sayilarinin sonuglar tablo 4.3'de 6zetlenmistir.

Tablo 4.3. FMR1 Sizing PCR kiti ile yapilan ¢alismanin bulgulari

. CGG

Protokol No — Cinsiyet C6G Tekrar Size Tekrar
(bp) P

107 D. A A. XY 10 281.68 bp 29
129 E.C.Y. XY 8 278.81 bp 28
215 E. D. XX 7 278.87 - 281.75 bp 28-29
257 M. E. S. XY 5 281.67 bp 29
268** A. O. XY 12 1085.09 bp 297
346 K. S. XY 6 278.84 bp 28
366 Y. Y. XY 6 290.49 bp 32
593 Y.S. XY 10 1070.63 bp 292
599 F. K. XY 3 279.09 bp 28
728 S.Y. XY 12 282.36 bp 29
972%% E. B. XY 14 1053.91 bp 286
999 H. D. XY 11 288.83 bp 31
1005 ILL T XY 4 318.35 bp 41
1316 A.Y.D. XY 11 286.03 bp 31
1627 I E K. XY 15 282.56 bp 29
1668 D.D. XY 7 283.19 bp 30
1741 M. B. XY 11 282.76 bp 29
1812 F. A. XY 9 278.97 bp 28
2127 H. A. XY 9 290.37 bp 32
2223 A. K. XX 15 282.51- 287.90 bp 29-31
2478 M. A. XY 6 249.94 bp 18
2485 A.N.D. XY 4 279.55 bp 28
2562 A. A.B. XY 5 288.26 bp 31
2886 M. A. XY 4 261.10 bp 22
2903 M. C. XX 6 282.53-285.07 bp 29-30
2965 M. O. XY 13 279.20 bp 28
3008 U. D. XY 3 262.35 bp 23
3010 Z. K. XX 9 278.78-281.71 bp 28-29
3070 M. T. XX 8 278.45-281.39 bp 28-29




Protokol No

Cinsiyet

CGG Tekrar Size
(bp)
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3173 U. C. XY 13 281.52 bp 29
3316** K. K. XY 5 1082.74 bp 296
3347%* B. K. XY 3 1050.57 bp 285
3479 S.D. XX 8 287.43 bp 31
3514 B.B. G. XY 13 281.89 bp 29
3554 A.D. A. XY 6 284 bp 30
3555 . K. XY 9 257.11 bp 21
3898+ Z.N.B XX 5 283.14-1095 bp 30-300
4021 E. K. XX 3 283.31-306.16 bp 30-37
4173 H.Y. XY 3 282.59 bp 29
4460 E. E. XY 4 282.30 bp 29
4223 E. B. XY 4 282.14 bp 29
4554 F. K. XX 5 278.86-281.70 bp 28-29
4851 +** S. 0. XY 12 464.76 bp 90
4889 B. T. A. XY 6 299.53 bp 35
5083 E. K. XY 12 282.82 bp 29
5134 A.A.S. XY 10 282.67 bp 29
5294+ M.T.S. XY 2 1085.76 bp 297
5355 B.T.O. XY 3 282.33 bp 29
5489 IL.H O XY 8 282.84 bp 29
5532% M. S. XY 8 466.76-1086.99 bp 91-297

* Size Mozaisizm, ** Full Mutasyon, *** Premutasyon goérilmiistir.

Normal erkek (Sekil 4.1, 4.2), normal kiz (Sekil 4.2, 4.3), premutasyonlu erkek (Sekil
4.4, 4.5), size mosaisizimli erkek (Sekil 4.6, 4.7), full mutasyonlu erkek (Sekil 4.8, 4.9)
cocuklarin  GeneMapper Analiz ve PCR sonrasi g¢ogaltilmig bolgelerin agaroz jel

elektroforez gorintileri yer almaktadir.
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4.2. SNPDETECTIVE FRAGILE X KiTi (GML®) CALISMA BULGULARI

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali'na Frajil X sendromu

(FXS) stphesi ile gelen 3-15 yag aras1 9 kiz ve 41 erkek olmak tzere toplam 50
cocuk'tan SNP Detective Fragile X kiti ile FMR1 genindeki CGG triniikleotit tekrar

sayilarinin sonuglar1 ve metilasyon durumlari tablo 4.4'de 6zetlenmistir.

Tablo 4.4. SNP Detective Fragile X kiti ile yapilan ¢alismanin bulgular

Protokol N Cinsiyet CGG Tekrar Size (bp) / Metilasyon
No ] PCR Tipi Durumu
107 D. A. A. XY 10 252.69 bp/nonmet-PCR 28 Normal
129 E.C.Y. XY 8 249.20 bp/nonmet-PCR 27 Normal
191.62-194.46 bp/met-PCR 27-28
s E.D. XX | 7 | 249,09-252.03 bp/nonmet-PCR | 27-28 | Normal
257 M. E. S. XY 5 251.96 bp/nonmet-PCR 28 Normal
268** A. O. XY 12 >200 | Metillenmis
346 K.S. XY 6 249.13 bp/nonmet-PCR 27 Normal
366 Y.Y. XY 6 260.68 bp/ nonmet-PCR 31 Normal
593** Y. S. XY 10 >200 | Metillenmis
599 F. K. XY 3 249.15 bp/nonmet-PCR 27 Normal
728 S.Y. XY 12 252.17 bp/nonmet-PCR 28 Normal
972%* E. B. XY 14 >200 | Metillenmis
999 H.D. XY 11 257.98 bp/nonmet-PCR 30 Normal
1005 ILL T XY 4 286.81 bp/nonmet-PCR 40 Normal
1316 A.Y.D. XY 11 254.83 bp/nonmet-PCR 29 Normal
1627 I.E K. XY 15 251.96 bp/nonmet-PCR 28 Normal
1668 D. D. XY 7 251.98 bp/nonmet-PCR 28 Normal
1741 M. B. XY 11 251.94 bp/nonmet-PCR 28 Normal
1812 F. A. XY 9 248.98 bp/nonmet-PCR 27 Normal
2127 H. A. XY 9 257.86 bp/nonmet-PCR 30 Normal
194.33-200.22 bp/met-PCR 28-30
2223 A K. XX | 15 | 955 02-057.84 bp/nonmet-PCR | 2830 | Normal
2478 M. A. XY 6 220.00 bp/nonmet-PCR 18 Normal
2485 A.N.D. XY 4 249.22 bp/nonmet-PCR 27 Normal
2562 A. A.B. XY 5 257.91 bp/nonmet-PCR 30 Normal
2886 M. A. XY 4 232.03 bp/nonmet-PCR 22 Normal
194.30-197.20 bp/met-PCR 28-29
PR WL XX |6 | 557 04-254.94 bp/nonmet-PCR | 2829 | Normal
2965 M. O. XY 13 249.12 bp/nonmet-PCR 27 Normal
3008 U.D. XY 3 231.96 bp/nonmet-PCR 21 Normal
191.59-194.44 bp/met-PCR 27-28
3010 Z.K. XX ? | 249.08-252.04 bp/nonmet-PCR | 27-28 Normal
194.30 bp/met-PCR 28
sl M.T. XX 8 249.05 bp/nonmet-PCR 27 Normal
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Protokol . CGG Tekrar Size (bp) / CGG Metilasyon
No Cinsiyet | IS PCR Tipi Tekrar Durumu
[ ]
3173 U.C XY 13 252.00 bp/nonmet-PCR 28 Normal
3316** K. K XY 5 >200 Metillenmisg
3347** B.K XY 3 >200 Metillenmisg
197.37 bp/met-PCR 29
3479 5. D. XX 8 252.00 bp/nonmet-PCR 28 Normal
3514 B.B. G. XY 13 249.04 bp/nonmet-PCR 27 Normal
3554 A.D. A XY 6 252.20 bp/nonmet-PCR 28 Normal
3555 K. K XY 9 226.26 bp/nonmet-PCR 20 Normal
28
194.29 bp/met-PCR o . .
3898** Z.N.B. XX 5 252.13 bp/nonmet-PCR >3g0 Metillenmisg
194.13-217.44 bp/met-PCR 28-35
. E. K. XX 3 | 252.03-275.31 bp/nonmet-PCR | 28-36 o
4173 H. Y. XY 3 251.91 bp/nonmet-PCR 28 Normal
4460 E. E. XY 4 251.99 bp/nonmet-PCR 28 Normal
4223 E. B. XY 4 252.07 bp/nonmet-PCR 28 Normal
191.47-194.26 bp/met-PCR 27-28
N F. K. XX > | 24931-252.21 bp/nonmet-PCR | 2728 o
4851%%* | S.O. XY 12 433.94 bp/nonmet-PCR 89 Normal
4889 B.T. A. XY 6 269.38 bp/nonmet-PCR 34 Normal
5083 E. K. XY 12 251.98 bp/nonmet-PCR 28 Normal
5134 A.A.S XY 10 252.09 bp/nonmet-PCR 28 Normal
5294+ M. T.S. XY 2 >200 Metillenmis
5355 B.T.O. XY 3 251.99 bp/nonmet-PCR 28 Normal
5489 I.LHO XY 8 252.33 bp/nonmet-PCR 28 Normal
5532% M. S. XY 8 431.10 bp/nonmet-PCR >§§)O Metillenmisg

* Size Mozaisizm, ** Metillenmis Full Mutasyon, *** Premutasyon goriilmiistiir.

Normal erkek (Sekil 4.11), normal kiz (Sekil 4.12), premutasyonlu erkek (Sekil 4.13),
size mosaisizimli erkek (Sekil 4.14), full mutasyonlu kiz (Sekil 4.15), full mutasyonlu
erkek (Sekil 4.16) ¢ocuklarda gozlenen desenler, GeneMapper Analiz goriintiileri ve

metilasyon durumlar yer almaktadir.
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4.3. FMRI1 SiZING PCR KIiTi (ABBOTT) ILE SNP DETECTIVE FRAGILE
X KiTi (GML®) CALISMA BULGULARININ KARSILASTIRILMASI

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali'na Frajil X sendromu
(FXS) suphesi ile gelen 3-15 yas arast 9 kiz ve 41 erkek olmak iizere toplam 50
cocuk'tan FMR1 Sizing PCR kiti ve SNP Detective Fragile X kiti ile FMR1 genindeki
CGG trintkleotit tekrar sayilarinin sonuglari ve metilasyon durumlar tablo 4.5'de

Ozetlenmigtir.

Diagnostik amagli olan FMR1 Sizing PCR kiti FMR1 genindeki CGG triniikleotit
normal (< 45), gri zon (45-54), premutasyon (55-200) tekrar uzunluklarinda verimli
netice alindi. Full mutasyon (>200) tekrar sayilarini gbzden kagirma riskimiz olusabilir.
269 tekrara kadar kesin sonug verilebilir ve 269 tekrardan daha yiiksek tekrarda ise
tekrar sayisi tahmini deger verilebilir. Bu kit ile sadece ve sadece tekrar sayilarini
gorebiliriz kitin isminden de anlasildigi gibi ve mozaik vakalardan ise size mozaisizmi

tespit edebiliriz.

Aragtirmaya amagli olan SNP Detective Fragile X kiti FMRI1 genindeki CGG
triniikleotit normal (< 45), gri zon (45-54), premutasyon (55-200) tekrar uzunluklarinda
verimli netice alindi fakat FMR1 Sizing PCR kiti ile karsilagtirdigimizda yaklagik bir
CGQG tekrar yani 3 bg uzunlugu kadar eksik veriler elde edildi bunun sebepleri arasinda;
tekrar sayist baglama uzunlugu yanlis hesaplanmisg olabilir, cihazin run yaptigi ortamdan
(polimerden, bufferdan...) kaynakli olabilir. Sonug olarak hem tekrar uzunlugunu hemde
metilasyon durumunu vermesi nedeniyle arastirma amagli olan kit ileri ki zamanlarda
optimizasyon yapilarak diagnostik agidan kullanilabilir durum da kargimiza ¢ikabilir.
Ancak nadir durumlarda full mutasyonlu olsa bile hiicreler metillenmemis olabilir
boylece metilasyon kismi yada eksik kabul edilir. Bu durum metilasyon mozaisizim
ortaya ¢ikarir. Metilasyon mozaisizmde metillenmemis ve metillenmis durumda full

mutasyon tagirlar. Metilasyon derecesi FXS siddetini etkileyebilir.
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5. TARTISMA ve SONUC

FXS mental retardasyonlarin etmenleri arasinda Down sendromundan sonra ikinci
sirada, ailesel mental retardasyonlar i¢inde ise birinci sirada yer almaktadir (3). 1943
yilinda Londra'daki Queen Square Hastanesinde J. Purdon Martin and Julia Bell XLMR
gosteren mental retardasyon bozuklugunu (FXS) rapor etmisler ve bu bozukluga Martin
ve Bell sendromu olarak tanimlamiglardir. Rapor edilen hastanin birinde makroorsitizm
ve hepsinde biyiik yiiz ve ¢ene vardir. Rapor edilen ailede bulunan erkeklerden en az
9'u etkilenmig ve anne tarafindaki dedeler (2 erkek kardes) etkilenmemisler. Martin ve
Bell etkilenmis erkek ¢ocuklarin dedelerinin etkilenmemis olmasinda bazi baskilayici
faktorlerin olabilecegi hipotezini 6ne stirmustirler (31, 32). Lubs (1969), bir ailede ii¢
jenerasyonda da etkilenmis olan erkeklerde bir markir kromozom (X kromozomunun
uzun kolu, distal bolgesinde bir daralmig-kirilabilir bolge) oldugunu belirlemistir. Daha
sonra, makroorsitizmin sitogenetik markir ile karakterize edilen XLMR'li baz1 aileler ile
iliskili oldugu gosterilmistir (36, 37). Biitiin bunlarin 1s1g1nda, Martin ve Bell tarafindan
orijinal olarak yayinlanan pedigri yeniden degerlendirilerek, makroorsitizm ve X
kromozomu tzerindeki sitogenetik markirin her ikisinin de birlikte bulundugu
gozlenmistir (38). Ik yayinlanan bu pedigrinin tanmimlanmasinda, X kromozomu
sitogenetik markir ile iligkilendirilen XLMR, Martin-Beli sendromu olarak
adlandirilmistir. Bu sendrom simdi genellikle FXS olarak tanimlanmakta ve tek
sitogenetik markir iligkisine uygun olan, frajil bolge olarak acgiklanmaktadir. Rutinde
FXS ile birlestirilen klasik karakteristik yiz gorinimi ile tanimlanan Martin-Bell

fenotipi adlandirmast kullanilmaktadir (30).

Verkerk ve arkadaglari, 1991 yilinda ilk kez FMRI genin cDNA'sint pozisyonal
klonlama ile izole ettiler ve Frajil Bolge Mental Retardasyon (FMRI) terimini

kullandilar. Eichler ve arkadaglar1 1993 yilinda yaptiklan ¢alismada, ekzon-ekzon PCR
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restriksiyon analizi ile FMRI geninin toplam 38 kb'lik 17 ekzon'dan olustugunu

gosterdiler (53).

Mental retardasyon, belirgin kulaklar, uzun ince bir yliz, davranig bozukluklari, pubertal
donemden itibaren makroorsitizm ile karakterize bu sendromun 6zelligi, olgularin disi
veya erkek olusu, erkeklerin premutasyon veya full mutasyon tagimalari ile yeni dogan,
prepubertal ya da post pubertal donemde bulunmalarina gore klinik bulgular degiskenlik

gosterir (40, 41, 42) (Tablo 2.2, 2.3).

FXS'u i¢in sitogenetik ve molekiiler genetik ¢alisma yapilmadan énce klinik muayenede
fiziki kriterlerin degerlendirildigi skorlama sistemi gelistirilmistir. FXS'lu hastalarin
tanisinda skorlama sistemi ilk olarak SanDiego'da Rimiand (1984) tarafindan
kullanilmistir. Yillar i¢inde modifiye edilip Hagerman (1987) skorlama sistemi 13
kriteri kapsamaktadir (Tablo 2. 4) (52). 2000 yilinda Maes ve arkadaglar tarafindan
skorlama sisteminde bazi modifikasyonlar yaparak FXS i¢in fenotipik tarama listesi

olusturdular (Tablo 2.5)(81).

FMRI geni (OMIM 309550) 17 ekzonlu 38 kb buyukliginde Xq27.3 bolgesine
yerlesmig bir gendir (53, 54, 55) (Sekil 2.1) (56). CGG tekrar bolgesi, genin 1. ekzonu
icinde ve CpG adasinin 250 bp asagisindadir. Bu bolge FXS'lularda anormal olarak
metillenmis olup FMRI geninin promotori olarak gorev yapmaktadir (1, 53). FMRI
geni metilasyonu, dogrudan ya da dolayl1 olarak gen aktivasyonunu baskilar. Dogrudan
yolda, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini Onler, dolayli yolda ise kromatin
kondensasyonunun uyarilmasint saglayarak transkripsiyon diizeneginin baglanmasini
onler. FXS'nun patogenezinde, FMRI promoterinin hipermetilasyonunun kritik roliinii
belirlemek amaciyla, erkek frajil X hastalari, lenfoblastoid hiicre dizilerinde in vitro bir
calisgma yapilmistir. Bu ¢alismada 5-azadeoksisitidin  (5-azadC) kullanilarak
hipermetillenmis FMRI gen bdlgesi demetile edilerek yeniden aktive edilmis ve
spesifik mRNA ve protein {irlinii gosterilmistir. Ayrica promotoriin demetile olup
olmadigi metilasyona duyarlt enzimler ile yapilan restriksiyon analizi ile de
belirlenmistir. Elde edilen bu bulgular, full mutasyonlu fakat metillenmemis FMRI
genine sahip 1Q diizeyleri normal olan erkekler i¢in de 6nemli bir agiklama getirmistir

(74).
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FXS'unu ortaya ¢ikaran 3 temel mekanizma vardir. Bunlardan birincisi; FMRI
genindeki CGG triniikleotid mutasyonlart (full mutasyon), ikincisi bu FMRI genin
promotdriiniin metilasyonu, t¢linciisii ise FMR1 genindeki delesyonlar veya nokta
mutasyonlari. FMR1 genindeki metilasyon ve CGG triniikleotid artis mutasyonlart
FXS'lu vakalarin %98-99'nu olustururken FMR1 genindeki delesyonlar veya nokta
mutasyonlar %?2-1'ni olusturur (8,9,10,75).

Frajil X triniikleotid tekrarlart ile olusan bozukluklarin i¢inde bilinen ilk 6rnegidir,
digerleri Tablo 2.7'de listelenmistir. FMRI geninin 5' UTR (transle olmayan bolgesi)'
deki CGG dizi tekrarlarinin ve ACMG (Amerikan Koleji Tibbi Genetik ve Genomik
Birimi) standart yonergelerine gore dort alelik formu vardir. Bunlar normal alel (yaygin
alel) ~5 - ~44 tekrardan, intermedit (intermediate-ara alel-grey zone) ~45 - ~54
tekrardan , premutayon ~55 - ~200 tekrardan ve full mutasyon 200-230'dan fazla
tekrarlardan olusur. (Sekil 2. 4) (76, 77).

Normal alellerde en sik goriilen tekrar uzunlugu 29 ve 30 CGG tekrarlaridir (77). Bizim
caligmamizda da en sik goriilen tekrar uzunlugu 28 (%20.4) -29 (%40.8) -30 (%10.2) -
31 (%10.2) CGG tekrarli olarak bulunmustur (Tablo 4.2, Grafik 4.1).

Ara alellerin bir sonraki nesile aktarilirken tekrar sayisinda kiigiik artis ve azalmalar
olusabilir ancak FXS'lu bir ¢ocuk olma riski yoktur. Ama bu boyuttaki alellere sahip
bireyin uzak akrabalarin ve ya gelecek nesillerin FXS ile iligkisi olabilir. Bu araliktaki
alellerin mutasyon olabilmesi i¢in aile galigmasi ile teyt edilerek premutasyon olarak
ifade edilebilir (77). 52 tekrarli grey zone alelline sahip ve 56 tekrarli premutasyon
alellerine sahip bir jenerasyonun gelecek nesillere tekrarlarinin genislemesiyle full
mutasyonlu alellere dontstigi  bildirilmistir (80). Risk altinda olan ara alelli
(intermediate-sinir-grey zone) olan kisilerin akrabalari test yaptirarak ailedeki alel

stabiletesini belirleyebilir (77).

Bir premutasyon tespit edildiginde somatik mozaizim olma ihtimali nedeniyle full
mutasyon araligina dikkat edilmesi gerekiyor. FMRI alelleri premutasyon boyut
araliginda ise FXS ile iligkisi yoktur ve hipermetile degildir (77). Ancak, boyle
bireylerin ti¢ farkli (veya daha fazla) klinik yansimasi oldugu belirgin bir sekilde ortaya
konulabilir (Sekil 2.12)(137); FXS spekturumun tzerinde hafif biligsel ve/veya davranig
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problemleri, Prematiir Over Yetmezligi 1 / Frajil X'e bagli Primer Over Yetmezligi
(POF1/FXPOI) ve yeni tanimlanan, buyuk yetiskin tasiyicilarin noérodejeneratif
bozuklugu olan Frajil X'e bagli tremor/ataxia sendromu (FXTAS) (137,138). Bir ¢ok
genetik danigmanlar FXS agina olmasina ragmen, FXTAS ve FXPOI ile ilgili
deneyimleri pek yoktur. Bu sebeple FMR1 mutasyonlu ailelerde risk degerlendirmesi
icin gerekli klinik arastirma kapsami hafife alinmaktadir. Bu gibi ailelerde bir pedigri
alarak bircok jenerasyon boyunca gelisimsel, norodejeneratif ve ireme ile ilgili
semptomlarin baglangi¢ yasini ve siddetine gore c¢esitli konstelasyonlara danigmanin
dikkat etmesi gerekir. FXTAS tam kriterleri ve klinik bulgular tablo 2.8-2.10
belirtilmigtir. Tek bir jenerasyonda full mutasyona genislemis en kiigik FMRI
premutasyon aleli 56 tekrardan olustugu rapor edilmistir (86). FMRI premutasyon
tagtyan kadin tim gebeliklerinde prenatal tani yapilmasi Onerilmelidir. Bilinen
tagtyrcilarin butiin aile tyeleri risk altinda olabilir bu yizden risk tasiyan kisilerin

durumlarini belirlemek i¢in test énerilmelidir (77).

Full mutasyon olusan bolgeler genomik instabilite bolgeleridir ve anormal olarak
yiksek dizeyde metillenmistir bu da FMRI genini inaktive edebilir (90).
Transkripsiyonu inaktive ettigi i¢in mRNA ve proteinin azalmasina hatta
iretilmemesine buda mental retardasyona neden olur (91). De novo somatik
mutasyonlar nedeniyle mozaisizm FMRI CGG tekrar bolgesinde olugsmaz ancak
boyut/size mozaikleri ve metilasyon mozaikleri gdzlenmistir (92, 93). Mozaiklik oldugu
zaman dokuya 6zgi farklilik gortlebilir. Boyut/size veya metilasyon mozaisizm olan
bireyler full mutasyonlu tam metile olan bireylerden daha yiiksek fonksiyonel olabilir

(77).

Size/Boyut mozaisizm; bazi hiicreler full mutasyonlu olup metillenmis, bazi hiicreler ise
premutasyonlu olup metillenmemis alt populasyonlu bireyler i¢in kullanilir. Mozaik
erkeklerde sik gorilen formu temsil eder. Bazen normale yakin ya da normal
uzunluktaki kiiciik subpopulasyonda olabilir (77). Bizim ¢aligmamizda da 8 yagindaki
M.S. isimli erkek ¢ocugumuzda 91 tekrar uzunlukta metillenmemis premutasyonlu
hiicreler ve yaklagik 297 tekrar uzunlukta full mutasyonlu ve metillenmis CGG tekrarlt

hiicreler yani size mozaisizm tespit edildi.
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Metilasyon Mozaisizm ise full mutasyon boyut aralifindaki bir FMRI alel ile
metillenmemis full mutasyon ve metillenmis full mutasyon ig¢eren hiicreleri ihtiva eden

subpopulasyonlu bireyler i¢in kullanilir (77). Bu mutasyon tipi olduk¢a nadirdir.

FMRI geninde delesyon sonucu ortaya ¢ikan birkag¢ vaka belirlenmistir (95, 96, 97, 98,
99, 100). Genin fonksiyonel domaininde olusan nokta mutasyonlar FMRI genin

fonksiyon kaybina neden olmakta buda FXS fenotipi olusumu i¢in yeterlidir (9).

2010 yilina kadar rapor edilmis FMRI geninde sadece 4 nokta mutasyonu
bildirilmigtir; bunlar p.Ile304Asn olan missens mutasyon, 5. ekzon tizerinde 1 bp (baz
ciftlik) ¢.373del A delesyon olmasiyla ¢erceve kayma muatsyonuna neden olup proteinin
erken sonlanmasina sebep olmustur, 2. ekzonun ekzon/intron sinirlarinda 2 bp'lik
degisim g.23714GG>TA olmustur ve p.Argl38Gln olan missens mutasyondur (9, 102,
104).

2011 yilinda ki bir ¢aligmada klasik FXS semptomlari gosteren 35 yasinda ki bir erkek
bireyde CGG tekrar sayisina bakilmig, 29 tekrar ¢ikmig bunun tizerine annenin de CGG
tekrar sayisina bakilmis 29 ve 33 tekrar ¢ikmig. Erkek bireyde FMRP antibadi
caligilarak FMRP proteinin eksprese olmadigini gérmiigler. FMRI genini sekanslayarak
genin 2. ekzonunda ¢.80C>A bir degisim oldugunu buda stop kodunu olusturdugundan
p.Ser27X istenilen protein olusmadiginit bununda bir nonses mutasyon oldugunu rapor

etmiglerdir (105).

FXS'unun toplumda ki sikligr erkeklerde yaklagik 4000'de 1 ve kadinlarda yaklagik
8000'de 1 oldugu bilinmektedir (3, 4, 5, 6, 7).

Sitogenetik testlere dayanarak yapilan FXS'lu bireylerin ilk tahmini siklig1, erkeklerde
1000'de 1 - 2600'de 1 ve kadinlarda 2000'de 1 - 4000'de 1 idi (209, 210).

FXS erkeklerin tahmini yayginligt 1991 yilindan yani FMRI geninin izolasyonundan bu
yana kadar agsagiya yonli revize edilmistir. Mental retardasyonlu erkeklerde FXS tanisi
teyidi icin FRAXA sitogenetik tespitine dayanarak yapilan ve sendromdan etkilenen
erkeklerin 6zgtn/orjinal tahmin sayist 100,000'de 80 olarak (Frajil X literatiirlerinde
hala sik sik kullanilmaktadir) bildirilmistir. Buytik olasilikla mental retardasyonlu

bireylerde tesadufu bir sekilde FRAXA vyakinlarindaki diger kromozomal frajil
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bolgelere (FRAXD, FRAXE, FRAXF gibi) sahip olan bireylerinde ilk tahminlere dahil
edilmistir (Xq27-q28 bolgesinde yakin bulunmast nedeniyle bu frajil bdlgelerin
sitogenetik ayirimi zordur). Daha yakin donemdeki FMRI molekiiler genetik test
caligmalart ile FXS'dan etkilenen erkek bireyler i¢in tahmini sikligi 100,000'de 16-25
olarak bildirilmistir (Klinik bulguda mental retardasyon 6zelligi olan bireylerde) (211).

FXS tanisinda kullanilan yontemlere baktigimizda 1991 wyilindan FMR1 genin
tanimlanmadan once Lubs (1969), bir ailede ii¢ jenerasyonda da etkilenmis olan
erkeklerde bir markir kromozom (X kromozomunun uzun kolu, distal bolgesinde bir
daralmig-kirlabilir bolge) oldugunu belirlemis. Sutherland ve arkadagslari, folat
yoklugunda eksprese olan frajil bolgeyi Xq27.3-q28 bolgesinde oldugunu tespit ederek
X kromozom tizerindeki kirikligi yani markirt agiklamiglar. Ve 1991 yilina kadar FXS
tanist i¢in sitogenetik yontemler kullanilmigtir. Genin tanimlanmasiyla molekiler tan
yontemler dogmaya bagladi. Molekiler tani testi olarak altin standart dedigimiz

Southern Blot metodu ve PCR metotlan kullanilmaya baglanmistir.

Southern blot, spesifik restriksiyon enzimlerle genomik DNA'y1 pargalayarak ve gene
spesifik problarla hibridizasyon temelli bir tekniktir, tek deneyde FMRI mutasyonlarin
size/boyutlarint ve metilasyon durumlarim belirleme avantajimt saglar. Ancak yogun
emek isteyen ve sonug verilmesi bir kag giin siiren ve diger yontemlere gore maliyetli

bir yontemdir.

PCR teknigi basitlik ve seri sekilde hizli olmasi nedeniyle genel olarak molekiler tant
icin tercih edilen bir yontemdir. Bununla birlikte FMRI mutasyonlart GC agisindan ¢ok
zengin (¢ogu zaman hemen hemen saf >200 CGG tekrarlar1 ¢ok uzun uzandig gosterir)
olduklar i¢in PCR ile amplifiye edilmesi ¢ok zordur. Southern blot'n duyarlilik ve
ozgulligu ile rekabet edebilmek ve hatta FMRI mutasyonlarin metilasyon durumunu
belirlemek i¢in kayda deger caba ile PCR yontemlerinin gelistirilmesinde yatirim
yaptlmistir. Bu yontemler PCR deneylerinde 6nemli ¢abalara neden olmustur ve tani
kitleri olusmustur (136). FXMR icin gegerli molekiiler tani yontemlerin yarattig
kisitlamalar ve zorluklar basitlestirilmesi veya FXMR durumlarda (inaktive edilmis
FMRI geni eksikligi FMRP) veya etkilenmemis tasiyict (premutasyon) ya
tanimlanmasint  otomatiklestirme  amaciyla, bir¢gok alternatif  yaklagimlarin

gelistirilmesine yol agmistir ve yeni tani testleri ortaya ¢ikmistir; Immiinohistokimya ile
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FMRP varligina yada yoklugu tayin edilebiliyor, PCR yontemleri optimize edilerek TR-
PCR ve MS-PCR yontemler gelistirilmistir, metilasyonlu alelli erkekleri tanimlamak
icin multileks ligasyon prob amplikasyon yontemi, real-time PCR yontemi gibi bir ¢ok
yontemler gelistirilmistir (77,136). Suan i¢in FXS tanisinda bizimde kullandigimiz PCR
metotlarindan TR-PCR ve MS-PCR yontemler bir ¢ok laboratuvarlar arasinda
kullanilan yontemlerdir. Bu yontemleri kullanirken mutlaka FXS siiphesi ile gelen her

hastadan kromozom analiz testide istenilmesi gerekir.

Full mutasyona sahip erkeklerin genel populasyonda goriilme sikligi ~ 4000'de 1 olarak
tahmin edilmektedir. Kadinlarda goriilme siklig: ise erkek bireylerde goriilme sikliginin

yarisi yada ~8000-5000'de 1 olarak tahmin edilmektedir (77, 212).

Turkiye'deki full mutasyon sikligi bilgileri 2000 yilinda Core ve arkadaglar tarafindan
yapilan caligmada o6grenme giicligi olan kadinlar da 25'de 1 erkeklerde ise 95'de 5
olarak (218), 1999 ve 2000 yilinda Tungbilek ve arkadaglari tarafindan yapilan
caligmada ise nedeni bilinmeyen 6grenme glcliigu olan kadinlarda 13'de O erkeklerde

ise 166'da 5 (219) ve 300'de 5 (220) olarak bulunmustur (217).

Bizim g¢alismamizda ise toplam 40 erkek ¢ocugun %15'inde full mutasyon, %2.5'inde
premutasyon, ve 1 erkek cocukta ise size mozaisizm bulunmustur. Toplam 9 kiz
cocugunun %11.11'inde full mutasyon gorulmiistir (Tablo 4.1). Alel bazli tekrar
sayilarini inceledigimizde en kugiik tekrar uzunluguna sahip alel 18 CGG tekrarli, en
buytk uzunluguna sahip alel yaklagitk 300 CGG tekrarlt ve normal aralikta en sik
gorilen tekrar uzunlugu 28 (%20.4) -29 (%40.8) -30 (%10.2) -31 (%10.2) CGG tekrarli
olarak bulunmustur (Tablo 4.2, Grafik 4.1).

2013 yilinda ACMG (Amerikan Koleji Tibbi Genetik ve Genomik Birimi) tarafindan
yayinlanan standart yonergelerinde Frajil X testleri i¢in mutasyon kategorilerinde, kisa
tekrar dizilerinin isimlendirmesi konusunda ve bir ¢ok konuda yeni diizenlemeler,

standartlar ve 6nerilen sunmustur (77).

FXS'dan sorumlu olan gen, X kromozomu {iizerinde yer aldigi halde bu sendromun
kalittm1 klasik X' e bagli kalitm modeline uymamakta ve ¢ok 0zgiin karakterler
gostermektedir (236). Sherman ve arkadaglari tarafindan (1985) frajil X ailelerinde
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yapilan pedigri incelemelerinde, hastaligin goriilme olasiliklari arasinda oOnemli
farkliliklar gozlenmigtir. Klinik olarak etkilenmis ve sitogenetik olarak gosterilmis
erkek olgularin annelerinin babalari fenotipi ve sitogenetik olarak normaldi. Normal
tastyict erkek (NTM) olarak isimlendirilen bu erkeklerin erkek ¢ocuklart normal iken,
kizlarin erkek ¢ocuklarinin %79'unda, erkek kardeslerinde ise %18 oraninda hastalik
riski oldugu bildirildi ve bu durum Opitz (1986) tarafindan "Sherman paradoksu" olarak
tanimlanmistir. Sherman ve arkadaglarinin (1988) vyaptiklari diger bir inceleme
sonu¢lanna gore, frajil X tasiyicist annelerin fenotipine bagli olarak da mental
retardasyon risklerinin degistigi, mental retardasyonlu bir tasiyicinin oglunun mental
retardasyonlu olma olasiliginin %50 buna karsin kiz ¢ocuklarinin hastalik riskinin %28
oldugu, normal tasiyict kadinlarin erkek c¢ocuklarinin hasta olma olasiliginin %38

oldugu, kiz ¢ocuklar i¢in riskin %16 oldugu bildirildi.

X kromozomunun biri ilizerinde FMRI premutasyonuna sahip bir kadinin gelecek
nesillere mutasyonu gegirme riski % 50 dir. Premutasyon stabil degildir ve anneden

cocuga gecerken, premutasyon olarak kalir veya full mutasyona genigleyebilir.

FXS aile tiyelerinin i¢inde premutasyon (PM) riski PM mekanizmasi ve nesilden nesile
full mutasyon (FM) gecislerine gore tahmin edilebilir. Pembry ve arkadaslari tarafindan
yapilan ¢aligmada Sekil 2.17 de FXS hastalarin kadin yakinlart arasinda tagiyict olma
tahminleri verilmistir (217). Nolin ve arkadaslart tarafindan iki farkli calismada
premutasyon alelli annelerin gebelikleri sonucunda olusan ¢ocuklarinda full mutasyona

genigleme risk analizleri yapmiglardir (Tablo 2.16, Tablo 2.17) (84).

Anneden gelen premutasyon full mutasyona genigleme riski CGG tekrar uzunluguna ve

bu CGG uglu tekrarlar arasindaki AGG dizisinin varligina yada yokluguna baglidir.

AGG triplet kaybinin replikasyon sirasindaki kayma sonucu olugan delesyondan dolay1
meydana geldigi ve bu kaybin DNA sentezi sirasinda geciken (lagging) zincirde
meydana geldigi o6ne siiriilmektedir (114). FMRI geni CGG tekrar bolgesi iginde
dagilmis olan AGG'ler diziyi saglamlastirarak replikasyon sirasinda kaymayi onler
(115). Geniglemelerin molekiiler mekanizmasi i¢in bir ¢ok model 6ne strtlmisgtir;

Genisleyebilir tekrarlayan bolgelerde olagandisi DNA yapisinin  olugsmasi, DNA
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replikasyon modelleri, DNA tamir modelleri, DNA rekombinasyon modelleri, DNA
zincir kayma modeli (Sekil 2.6-2.10) (117).

Murray ve arkadaglarnt taratindan HTA raporundaki verileri kullanarak, regresyon
analizi sonucu bir risk modeli yapmislardir (217). Olusturulan bu model yeniden revize
edilip FXS'li ailelerde ve genel popilasyondaki premutasyondan full mutasyona

genigleme riskleri i¢in modeller olugturulmusgtur (217).

Genetik danigmanlar FMR1 gen mutasyonlari i¢in énemli él¢ide riskli olan bireyler igin
test Oncesi bilgi saglamada onemli bir rol oynamaktadir. Premutasyonlu ¢ocuk sahibi
olmak isteyen anneler i¢in risk analizlerinin yapilmasinda gerekirse PGD yontemi

hakkinda bilgi vermeleri gibi bir ¢ok hususta danigmanlik vermelidir.

Simdilik tam tedavileri olmamasina ragmen FXS kisiler ne kadar erken tani alirlarsa o
kadar semptomatik olarak yardimci olan ilaglar ile tedavisi, konugsma tedavisi, 6zel
egitim, ugrasi tedavisi ve spor galigmalari gibi uygulamalardan yararlanma sansi artar ve
sendromun hafifletilmesi hizlanir. Bazi tlkelerde ozellikle Amerika'nin baz
eyaletlerinde FMR1 testi yenidogan tarama testi olarak c¢aligiimaktadir. Bizim

tilkemizde de yenidogan tarama testleri i¢inde dahil olmasi gerekir.

Genetik danigmanlar ve FXS'lu aileler i¢in FXS hakkinda gtincel bilgi ve yardim
saglayan uluslararast vakif ve ozel arastirma merkezleri vardir (140). Bunlar; Ulusal

Frajil X Vakfi, FRAXA Aragtirma Vakfi ve Frajil X Klintk ve Arastirma

Konsorsiyumu.

Sonu¢ olarak; FMRI gen mutasyonlari igin genetik danigmanlarin detayli sekilde
bilgilendirilmesi ve genetik danismanlarin bu bilgiler 1s181nda danigmanlik vermesi
gerekir. Genetik danigmanlarin laboratuar ¢alisanlan ile direk temasa gegip hastalar

hakkinda bilgi alig verisi yaparak hastalara daha i1yi danigmanlik yapabilirler.

Premutasyonlu ¢ocuk sahibi olmak isteyen anneler i¢in daha iyi genetik danigmanlik ve
risk analizi yapabilmek icin FMRI geni dizi analizi yaparak AGG tekrarlart ve CGG

tekrarlar 15181nda risk degerlendirilmesi gerekir.
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TR-PCR caligilan hastalarda;

Hasta erkek ise

premutasyon araliginda tekrar tespit edildiginde eger hastada otizim veya
mental retardasyon var ise,
full mutasyon yani >200 tekrar uzunlukta bir alele sahip ise metil

spesifik PCR caligilmasi gerekir.

Hasta kadin ise

iki alelden biri normal digeri biylik premutasyona sahip ise,
biri normal digeri >200 tekrar uzunlukta bir alele sahip ise,
tek normal alele sahip ve mental retardasyon yok erken ovaryum

yetmezligi var ise metil spesifik PCR c¢aligilmast gerekir.

FXS'lu hastalarin %100'nu tespit edebilmek i¢in FMR1 geninin CGG tekrarlarina,
metilasyonuna ve dizi analizlerine bakilmasi gerekir. Ayrica FXS siiphesiyle gelen

buitiin hastalara kromozom analizi yapilmast gerekir.
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EKLER
EK 1:

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU (BGOF)

I. BILGILENDIRME BOLUMU

Arastirmanin Adr: : Fragile X Sendromlu Hastalarda FMR1 Genindeki 3'lii Tekrar
Artig Say1 Mutasyonlarin Belirlenmesi

Arastirmamin Amaci: Frajil X sendromu genetik bir hastaliktir. Ogrenme giigliiklerinin
en yaygin kalitimsal nedenidir. Kizlara gore erkeklerde daha sik gorilir. Bu hastalik,
ogrenme ve davranigla ilgili birtakim sorunlara neden olur. Erkeklerin hastaliktan
etkilenme orani kizlara gore daha ciddidir. Frajil X sendromlu ¢ocuklarda gorillen diger
sorunlar arasinda ge¢ konugma, konugma ve dil gelisiminde bozukluk sayilabilir. Bazi
cocuklar ve yetigkinler, yineleyen davranig, zayif dikkat araligi ve asir1 hareketlilik gibi
sorunlar yasarlar. Hastaliktan etkilenen pek ¢ok g¢ocuk, zayif goz temasi, el ¢irpma,
sosyal kaygi, anormal utangaclik ve 1srarla rutini isteme gibi otizm 6zellikleri sergiler.
Bazi ¢ocuklar ve yetiskinler saraya yakalanabilirler. Frajil X sendromuyla iliskili
fiziksel o6zellikler arasinda oldukga biiyiik bir bag, uzun bir yiiz, goze ¢arpan kulaklar ve
buylik c¢ene sayilabilir. Bununla birlikte, bu o6zellikler nadiren belirgindir. Bu
ozelliklerin belirgin olmayist, eksik veya ge¢ tan1 konulmasina neden olabilir.

Frajil X Sendromuna nasil tami1 konulur: Bir kigide 6n mutasyon veya tam mutasyon
olup olmadigini belirlemek i¢in genetik test uygulanir. Bu test, kiigiik bir kan 6rnegiyle
yapilir.

Frajil X Sendromuna tami koymanmmn onemi; Cocukta frajil X sendromuna tani
koymak 6nemlidir, ¢linkii bu yolla ¢ocuk egitim, konusma ve dil gelisimi, davranig gibi
alanlarda uzman yardimi alabilir. Yetigkinlerde frajil X sendromuna tanit koymak, bu
kigilerin karsilagtiklart belirli sorunlarin anlagilmasina ve yonetilmesine yardimci
olabilir. Frajil X sendromuna tani koymak oOnemlidir, ¢iinkii boylece hastaliktan
etkilenen ¢ocuklarin risk altinda bulunan akrabalart genetik danigmanligr, tasiyict testi
ve dogum Oncesi tan1 hizmetlerinden yararlanabilir.



Arastirmanin Siiresi: 12 AY

Arastirmaya Katilan Goniilliiniin Sayisi: 50 kigi

Arastirmay1 kabul ettiginiz takdirde sizden dort mililitre kan alinacaktir. Isimleriniz
tamamen gizli tutulacaktirBu aragtirmada yer almak tamamen sizin isteginize
baglidir. Aragtirmada yer almayi reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada
aragtirmadan ayrilabilirsiniz; bu durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariniza
engel duruma yol a¢gmayacaktir. Bu aragtirmada yer almaniz nedeniyle size higbir
o0deme yapilmayacaktir; ayrica, bu arastirma kapsamindaki butin muayene, tetkik,
testler ve tibbi bakim hizmetleri i¢in sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik
kurulusundan higbir ticret istenmeyecektir. Yapmak istedigimiz ¢aligmanin size bir risk
getirmesi beklenmemektedir. Kan aldirmanin genelde higbir zarart olmamasina karsin,
kolunuzda nadiren ¢ok az kanama veya morarmaya yol agabilir. Arastirmanin
sonucunda aranan bilgi elde edildiginde size sonuglar verilecektirBu formu
imzalamadan 6nce veya imzaladiktan sonra ¢aligma ile ilgili 24 saat boyunca asagida
ad1 yazili kigiye sorularinizi sorabilirsiniz:

Arastirmacinin;
Adi ve Soyadi: Yasin ADA Cep Tel: 0539 434 56 56
Adres: Erciyes Uni. Tip Fakiiltesi Gevher Nesibe Hastanesi 2.Kat Tibbi Genetik AD.

II. GONULLU OLUR BOLUMU
Bilgilendirilmis Gonualli Olur Formundaki tim agiklamalari okudum. Bana,

konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozli agiklama, asagida
adi belirtilen kisi tarafindan yapildi. Arastirmaya gonulli olarak katildigimi,
istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi
ve kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma dist
birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu aragtirmaya, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla
katilmay1 kabul ediyorum.

Goniilliiniin:

Adi: Tarih:
Soyadt:

Imza:

Aciklamalar1 Yapan Kisinin:

Adi: Tarih:
Soyadt:

Imza:

Tanik Olan Kisinin:

Adi: Tarih:
Soyadt:

Imza:



0Z GECMIS

KiSISEL BILGILER

Ad1, Soyadi: YASIN ADA

Uyrugu: Turkiye (TC)

Dogum Tarihi ve Yeri: 17 Haziran 1987, Kayseri
Medeni Durumu: Bekar

Tel: +90 539 434 56 56

email: 4022931006 @erciyes.edu.tr ; yv_ada087 @hotmail.com/

Yazisma Adresi: Erciyes Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali 38039
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