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Frajil X sendromu kalitsal mental retardasyonun en yaygin formudur. Hastahk si-
togenetik olarak goriilebilen (FRAXA) Xq27.3'teki frajil bolge ile iligkili olup FMRI1 olarak
adlandirilan genin i¢inde (CGG)n tekrarmin artmasiyla olusmaktadir.
Bu calisma, toplam 154 birey tizerinde yapilmis olup bunlarnn 82'si frajil X stipheli grup
digerleri ise normal kontro! grubudur. Stpheli grup, Samsun'da Milli Egitim Bakanlig
Rehberlik Arastirma Merkezine bagh, {1k 6gretim okullarinin 8grenme gliclagti ceken ozel
alt st 6grencileri ve zihinsel éztrltlerin egitildigi merkezlerden secildi.
Calismada DNA ve sitogenelik analiz olmak tzere iki analiz uygulandi. DNA analizi i¢in
periferik kandan elde edilen DNA ile PCR yapilarak normal ve kiigitk premulasyonlu
(tasiyicl) bireyler belirlendi. Daha sonra, Southern blot ve nonradyoalktil hibridizasyon uy-
gulanarak, tasiyicr (premutasyon) ve hasta (full mutasyon) kisiler belirlendi.
PCR sonucunda, frajil X stipheli grupta CGG tekrar sayisinin 7 ile 60 arasinda degistigi,
alellerin %94'antin 40 tekrarm altinda oldugu ve en sik gozlenen alelin (%15) 31 tekrarl
oldugu belirlendi. Ayrica bu grupta bir erkek cocukta premutasyonlu (60 tekrar) bir alel
gozlendi. Kontrol grubunda ise CGG tekrar sayismin 9 ile 55 arasinda degistigi ve alel-
lerin %91'inde tekrar sayisimin 40'm altinda oldugu gézlendi. En sik goriilen alelin (%15)
30 CGG tekrarl oldugu belirlendi. Bu gruptan bir erkekte premutasyonlu (565 tekrarl) bir
alel gozlendi.
Southern blot ve non-radyoaktil hibridizasyon sonunda frajil X stipheli gruptan bir erkek
cocukta full mutasyon gézlendi. Bu ¢ocugun, iki erkek ve bir kiz kardesinin [ull mu-
tasyonlu (hasta) oldugu, diger kiz kardes ve annesinin ise premutasyonlu olduklar be-
lirlendi.
Sitogenetik analizde ise [ull mutasyonlu cocugun, frajil X pozitif (%12) oldugu belirléndi.
Frajil X stipheli gruptan diger bir erkek ¢ocuk ve annesinde, 9 nolu kromozomda pe-
risentrik inversiyon belirlendi. Bu ¢ocukta ve annesinde frajil X negatifdi.
Samsun'da yapilan bu ¢alisma ile halk saghg agisindan énemli bir sorun olan frajil X
sendromu sikligimin, stipheli populasyonda yaklasik%]1 oldugu bulundu.
Anahtar kelimeler: Frajil X sendromu, zihinsel gerililc, 6grenme gticliigii, DNA ve
sitogenetilc analiz

Screening of the Fragile X Syndromes with DNA and Cytogenetic Analysis in
Populations with Learning Difficulties and Mental Retardation

Fragile X syndrome is the most common inherited cause of mental retardation. The
disorder is associated with a cylogenetically visible fragile site (FRAXA) at Xq27.3, caused

* Bu cahsmamm bir balami 21-24 Eyltl 1998'de Izmir'de yapilan 5. Ulusal Tibbi Biyoloji Kongresi'nde poster olarak

sunulmustur.
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by amplification of a (CGGIn repeat sequence within the gene at locus designated FMR1.
This study was conducted on a total of 154 subjects, 82 of them are from fragile X
suspected group. others from normal control group. The suspected group was selected
from the special "subclasses” for students with learning difficulties, of primary schools
under the auspice of the National Ministry of Education (of the Republic of Tiirkiye) in
Samsun, and [rom the centers for special training, education and rehabilitation of
mentally retarded individuals.

In this study, DNA and cytogenetics analyses were used to screen individuals for CGG
amplifications.

For DNA analysis, DNAs were extracted from peripheral blood samples; normal and small
premutation (carrier) individuals were identified by PCR amplification. The carriers
[premutation) and alfected (full mutation) were identified by Southern blot and
non-radioactive hybridization.

According to the PCR results, CGG repeat numbers of the fragile X suspected population
ranged between 7 to 60; 94%alleles having fewer than 40 repeats. The most [requent
allele (15%) had 31 repeats. Also, there was a male child with a premulation allele (60
repeats). In control group, the CGG alleles ranged from 9 (o 55 repeats. The mast
frequent allele (15%) had 30 repeats. Also, in this group included was a male with a
premutation allele (55 repeats).

A male child with a full mutation was identified in the {ragile X suspected group by
Southern blot and non-radic.active hybridization. Both of the proband's two brothers and
one of his two sisters had full mutations; his mother and his other sister had
premutations.

In cytogenetic analysis, the male child with full mutation was found fragile X positive

(12%). In the [ragile X suspected group. another male child and his mother were found to

carry pericentric inversions on one of their chromosomes 9s.

The incidence of the fragile X syndrome, which is an important public health concern. in

our suspected study group was lound to be approximately 1%, as determined by Lhis

study carried out in Samsun.

Key words: Fragile X syndrome, mental retardation, learning difficulties, DNA and
cytogenetic analyses

GIRIS

X kromozomu ile baglantili bir mental re-
tardasyon sendromu olan frajil X, kalitsal
mental retardasyonunun en vyaygin for-
mudur. Sendrom yaklasik olarak erkeklerde
1/4000, kadinlarda ise 1/8000
goralur®?), Taswyicr sikligi 1/866'dir®),

Frajil X sendromlularda bir cok fenotipik
ozellik gortlebilir. Cok "yvaygin gézlenen baz
fiziksel ve davrams dzellikleri sunlardir: ciddi
veya ihmh mental retardasyon, buyiik bas,
uzun yuz, buytuk disa ¢ikik kulaklar, yiiksek
kavisli damak, hiperekstensibil parmak ek-
lemleri, diiz taban, buyuk testis. Yaygin
goriilen davranis problemleri, hiperaktivite ve
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sikhkta -

otistik (el cirpma, zayif goz kontagi, kelimeleri
tekrarlama) gorantumdar+5),

Sendrom X kromozomunun uzun Kkolu
distalinde Xq27.3'deki frajil bélge ile iliskili-
dir. Rutin metafaz kromozomu c¢alisma-
larinda frajil boélge géralmez. Fakat kaltiir
sartlan degistirildiginde (inditikleyici ajanlar
kullamldiginda ve primidin niikleotid énciil-
lerinin yoklugunda) frajil bélge gortilebilir.
Buna ragmen calisilan metafaz kromozomla-
rinda [rajil bélgenin goriilme sikligi %50'den
daha azdir6.7),

Frajil X sendromlu vakalarin en az
%98'de hastalik, FMR1 geninin 5' ucunda yer
alan CGG tekrarlarimin ekspansiyonundan
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kaynaklanir®. FMR1 geni, i¢inde 17 ekzonu
olan yaklasik 38 kb'lik bir bolgeyi kapsar®-10),

Normal FMR1 geni genel populasyonda
polimorfiktir®11  ve yaklasik 6-54 CGG
trintikleotid kopyasi igerir. Normal tekrar

dizilimi arahginda gésterilen ve gri zon olarak
kabul edilen 35-54 CGG tekrarh allelerin pre-
mutasyona meyilli oldugu o6ne striilmek-
tedir’?, Frajil X sendromunda CGG tek-
rariyla meydana gelen, "premutasyon” ve "full
mutasyon” olmak ftizere iki tip mutasyon
kadin ve erkekde
55-200 CGG tekran vardir. Bunlar tasiyici

vardir. Premutasyonlu

olup Fenotip ve si-
togenetik olarak normaldirler. Premutasyon

etkilenmemislerdir.

anneden cocuguna gecerken stabil degildir,

genisleyerek [ull mutlasyona déntsebil-
mektedir. Full mutasyonlu etkilenmis bi-
reylerde CGG tekrar sayist  200-2000

arasinda olup zeka geriligi, belirgin fenotipik
dzellikler ve davrams bozuklugu gozlenir.
Ayrica, sitogenetik olarak X kromozomun-
da [rajilite gozlenir(1>-19), Tekrar sayis1 200
FMR1
ekspresyonu

kopyvanin  tzerinde oldugu
mRNA dlzeyleri
azalir veya hic olmaz. FMRI1 ifadesindeki
FMR1  geninin
bolgesindeki "CpG adacifi"ndaki sitozinlerin
metilasyonu ile iliskilidir®). FMR1 gen
arina, FMRP' (Frajil X mental retardasyon

zaman
ve protein

bu  degisim promoter

proteini) bir RNA baglanma proteinidir(!”.
FMRP sitoplazmada lokalize olan bir pro-
teindir!®, Northern analiziyle genin, insan
dokularmmn ¢ogunda (beyin, testis, plasenta,
akciger, bobrek ve kalpte) eksprese oldugu
gosterilmistir!?,

Frajil X sendromunun prenatal tani,
tasiyic1 tayini ve klinik tanisinda uygulanan
DNA testi kisa stirede yapilabilmesi ve eko-
nomik olusu nedeniyle sitogenetik testten
daha kullamighidir. DNA testinin gtivenirligi
daha yuksektir. Ctnku, tasiwyicilarda ve na-

diren, CGG sayisinin artmasma ragmen,

Zihinsel Oziir ve Ogrenme Giicligiinin Oldugu
Populasyonlarda DNA ve Sitogenetik Analizler
ile Frajil X Sendromjularnn Taranmas:

metilasyonun  olmadig:
sitogenetik

etkilenmis  bi-
(frajil  X)
goriilmez. Boyle kisiler ancak DNA testi ile
belirlenebilirt20-21),

Frajil X'in molekiler tanisi PCR ve So-
uthern blot ile yapilmaktadir. PCR ile normal
ve premutasyonlu bireyler, Southern blot ile

reylerde anomali

premutasyoniu ve full mutasyonlu bireyler
belirlenmektedir. Southern blot dzellikle full
mutasyonlularnn tayini i¢in zorunlu bir me-
toddur. FMRI1 geninin 5 wucunda CpG
adasimin DNA metilasyon analizi postnatal
teshiste ilave bir teshis olup FMRI geninin

“inaktivasyonunu belirlemeye yardimec: olur®.

Frajil X sendromu igin 6zgil bir tedavi
yoktur. Ancak semptomatik tedavi, konusma
tedavisi, 6zel egilim, ve spor galismalarn gibi
uygulamalar hastalifin semptomlarimi ha-
fifletmede yararhidir??). Bu hastahifin siklig-
mn azaltilmasi icin yaygm tarama testleri ve
genelik danismanhk énerilmektedir®.

Bu calismanin amaci, Samsun Ve ¢ev-
resinde, Ilkégretim okullarindaki 6grenme
guclugtl olan, o6zel alt siruf 6g8rencileri ile
oztirlalerin  egitildigi kurumlarda bulunan,
frajil X stpheli ¢ocuklar ve ailelerine yonelik
olarak hastalar ve tasiyicilart DNA testi ile
belirlemek ve sitogenetik test ile de hasta
Kisilerde frajil bolgeyi gozlemektir. Calisma-
mn diger bir amact da yorede ilk kez yapilan
bu arastirma ile halkin frajil X sendromu
konusunda  bilinglendirilmesi ve daha
saghikli nesillerin olusumuna katkida bu-
lunmaktir.

GEREC VE YONTEM

Calisilan Populasyon:

Samsun'da Milli Egitim Bakanlig:, Reh-
berlik Arastirma Merkezine bagh olan 14

ilk6gretim okulunun &zel alt smflarida ve
zihinsel oztrltlerin bulundugu merkezlerde,
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¢ogunlugu cocuk toplam 700 kisi frajil X
sendromu ig¢in incelemeye alindi. Sendromun
belirgin fenotipik 6zelliklerinden en az ikisine
sahip, yaslart 7-20 arasinda degisen ve Stan-
ford-Binet testiyle [Q diizeyleri 25-75
arasmda oldugu tesbit edilen,%95'1 cocuk
olan 75 kisi ve ¢ocuklardan ikisinin aile tiyeleri
de dahil olmak tizere, toplam 82 kisi DNA
testi (PCR ve Southern blot) ve sitogenetik

analize tabi tutuldu. Frajil X stiphesiyle in-

celen bireylerin 24t kiz, 58'i erkekti. Ayrica
kontlrol grubu olarak, yaslan 20'nin tizerinde
olan saghkh ve cogunlugu Universitemiz per-
soneli, 39 kadin ve 33 erkekien olusan top-
lam 72 kisiye polimeraz zincir reaksiyonu uy-
gulanarak CGG allel sikligina bakild.

DNA ve Sitogenetik Analizleri:

DNA, periferik kandan standart "Salting
oul" yéntemiyle izole edildi®324. Frajil X'in
tamst icin PCR®25268) ye Southern blot olmak
tzere iki tip analiz uygulandi®?. PCR ile
gogaltilamayan DNA ornekleri Southern blot
ve chemiliminescent teknik ile test edildi.
Aynica [rajil X fenotipik o6zelliklerine sahip
olan ve PCR amplifikasyonu yapildiginda
ariin gézlenmeyen bireylere periferik kandan
mikrokultiir teknigi®® ile sitogenetik analiz
yapildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR): Po-
limeraz zincir reaksiyonu, 82 frajil X stipheli
ve 72 saghklh kontrol grubu bireyler olmak
tizere toplam 154 kisiye uygulandi. Kullanilan
primer ¢iftlerinden biri Cao ve arkadaslar
tarafindan kullamilan, pfx3 ve pfxa3 primer
¢iftidir®®. PIx3 ve pfxa3 primerleri Fu ve ar-
kadaslarinin tamimladigl, CGG tekran ve CpG
adasi iceren 1 kb'lik Pstl fragmenti icindedir
©) Tkinci primer cifti Brown'un 1 ve 3 nolu
primerlerinin olusturdugu cifttir28,
Kullanilan primer ciftleri:

P{x3: 5'-ACCTCTGCAGAAATGGGCCGTTCTG
GCCCTC-3'
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Plxa3: 5'- CGGAATTCGCTAGCGCCGGGAGCC
CGCCCCCGAGAGGT-3'

Yukarida verilen primerler ile 560 baz cifti
(bp) uzunlugunda ve 29 CGG tekran iceren
bir PCR tiranii olusur. Bu primer c¢ifti normal
ve kicik premutasyonlarn ¢ogaltilmas: icin
uygundur.

Primer 1: 5-GACGGAGGCGCCGCTGCCAG G-3'
Primer 3: 5-GTGGGCTGCGGGCGCTCGAGG-3'

Primer 1 ve 3, 152 bp uzunlugunda ve 30
triplet tekran igeren bir tirtin olusturur. Bu
primerler, premutasyon ve kiuctk Mll mu-
tasyonlularin c¢ogaltilmas: icin kullamilmak-
tadir. Bu primer ¢ifti ilk iki PCR reaksiyo-
¢ogaltilamayan DNA
amplifikasyonunda kullanldi.

Frajil X stipheli bireylerin, DNA'larinda
yapilan ilk PCR c¢alismasmda, reaksiyon
kanguminda 50 mM Tris pH:8.3, 2 mM MgClL,
deoksiribontikleotid trifosfatlarin her birin-
den 200 pM, %12.5 DMSO, 200 ng kalip DNA,
0.4 puM her primerden (pfx3 ve pxa3) ve
enzim olarak Taq polimerazdan (Fermantas)
daha termostabil olan 1.25 U Pfu polimeraz
(Stratagene). kullanilcdhi. Reaksiyon karisimlar
0.2 mllik PCR taplerine (Costar) aktarildik-
tan sonra ornekler termosaykila (Ericomb)

nunda orneklerinin

yerlestirildi. Amplifikasyon baslangic denatii-
rasyonundan (96 °C'de 5 dakika) sonra enzim
ilavesiyle ("hot start") ve 35 dongtide (96 °C'de
1 dakika denattirasyon, 60 °C'de 1 dakika an-
neling, 72 °C'de 2 dakika ektensiyon) ve 72
°C'de 10 dakika son ekstensiyon sartlarinda
yurutulda.

Birinci tip PCR sonucunda c¢ogalmayan
(Jel elektroforezinde bant gézlenmeyen) DNA
ornekleri Cao'nun®® ve Brown'un2® yon-
temleri modifiye edilerek yeniden calisiid.
Ikinci tip PCR karisimi, 50 mM Tris pH 8.3,
I veya 2 mM MgCl,, %5 DMSO, %5 Gliserol,
200 uM her deoksiriboniikleolid trifosfat
(dGTP harig), 120 uM 7-deaza-dGTP (%60),
80 pM dGTP (%40), her primerden (pfx3 ve
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pixa3) 0.4 pM ve enzim 1.25 U Tag po-
limeraz olacak sekilde hazirlandi.
"hot start" (95 °C'de 5 dakika) olarak kon-
duktan sonra 1 f{inite de reaksiyonun or-
talaninda ilave edildi. Amplifikasyon 40
déngu (85 °C'de 20 saniye, 60 °C'de 10 sa-
niye anneling, 72 °C'de 90 saniye eks-
lensiyon) ve 72 °C'de 5 dakika son eks-
tensiyon sartlarinda yapildi.

Uctincti tip bir PCR yaklasim ise ilk iki
cogaltilamayan DNA
orneklerine uygulandi. Bunun icin ikinci tip

Enzim

tip reaksiyonda

PCR'daki reaksiyon karnsmu iginde pfx3ve
plxa3 yerine primer 1 ve 3 kullamildi. Amp-
lifikasyon, 94 °C'de 2 dakikalk beklemeyi ta-
kiben "hot start" olarak ve 35 déngii (94 °C'de
30 saniye, 61 °C'de 1 dakika, 72 °C'de 2 da-
kika} ve 72 °C'de 2 dakikalik son ekstensiyon
sartlarinda yaratiildt. PCR drtnleri %1.5 -
2'lik resophore agaroz (Eurobio) icinde
elekiroforetik olarak ayristirildi.

Elekiroforez (Consort) 125 volt'da 2,5-3
saal sureyle yapildi. Eletroforez sonunda jel
UV transilliminatérde (Vilber Lourmart) in-
celenerek markir ve bantlarin kuyulardan
uzakhgr olctldti. Bantlarin  boylant  (bp),
markir DNA'larin gittikleri mesafelerden ya-
rarlanarak SPSS 6.0 altinda iki"parametreli
tistel model secilerek hesaplandi; y=oef; y =
baz cifti (bp), x= uzaklik (mm), e = f.x {dogal
logaritma), o ve B regresyon denkleminin
katsayilandir.

Southern Blot: PCR ile c¢ogaltilamayan
frajil X stphelilerin DNA 6rnekleri Southern
blot teknigi ile analiz edildi. Bunun icin, DNA
ornekleri 6nce Brown'un®9 kosullarinda iki
tip restriksiyon enzimi, EcoRI (5-G AATTC-3)
(Fermantas) ve metilasyona duyarlh Eco521
(5-C ' GGCCG-3Y) (Fermentas) ile kesildi. Kesi-
len DNA &6rnekleri %0,8'1ik agaroz jel'de 20
volt'da 20 saat stireyle TAE buffer icinde ayns-
tirildi. Bunu takiben DNA bantlan Sambrook,
Fritsch ve Maniatis®”'in yéntemi uygulana-

Zihinsel Oziir ve Ogrenme Guigliginin Oldugu
Populasyonlarda DNA ve Sitogenetik Analizler
ile Frajil X Sendromlularin Taranmas:

rak, nétral sartlar alinda pozitif ytkli naylon
membrana aktarildilar. Daha sonra membran
nonradyoaktil yéntem uygulanarak digoksi-
genin isaretli frajil X probu (pFxalNHE) ile
hibridize edildi. Arkasindan kemiliminesans
substrat (CSPD) ile muamele edildikten sonra
X ray film ile 24 saat oda 1sisinda tutuldu(29),
Belirli siireler sonunda film otomatik ban-
yoda yikandi. DNA bantlarinin boylan, markir
DNA' parcaciklarmin gidis hizlan géz éntine
ahnarak, PCR sonuclarninin degerlendiril-
mesinde uygulanan istatistik model ile be-
lirlendi. Kullanmilan markir (Oncor) karisimi
(Hind III ile kesilmis lambda A DNA's1) icinde
bulunan bantlarin uzunluklarn 23.1 9.4 6.6
4.42.32.01.00.560.125 kb'dir29),

Sitogenetik Calisma: Frajil X stupheli bi-
reylerden Moorhead'in®?® mikrokiltiir veya
tim kan yoéntemiyle, iki degisik ortamda
lenfosit kaltara yapilarak®®, Tripsin-Giemsa
G- bantlama metoduyla kromozomlar ince-
lendit30-31),

Frajil X stpheli her birey icin besi ortam
olarak dustk folath ve FUdR (0.1 pM) ile
indiiklenen ortamlar kullamldi®9, Erkeklerde
75 kizlarda ise 100'er metafaz incelendi ve
frajil X gozlenen hastalarin karyotipleri
goruntii analiz sistemiyle (PCI Image Analy-
zer) yapildi.

BULGULAR

Fiziksel Bulgular: Fenotip acisindan
yapilan degerlendirmede frajil X'in en az iki
karakteristik 6zelligi ve aile oykust dikkate
abndi. Aile 6yktistinde birden fazla mental
retardasyon hicbir hastalikla
iliskilendirilmeyen bireylere oncelik verildi.
Molekiler (PCR ve Southern blot) ve si-
togenetik analiz ile belirledigimiz, frajil X po-
zitif bireyler, mental retardasyon ve frajil
X'in belirgin fenotipik 6zelliklerine (uzun
ince yliz, disa ¢ikik bayuk kulak, disa cikik

olan ve
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gene ve buylk testis) sahipliler. Tasiyica
olanlar ise normal populasyonda goézlenen
fenotipik dzelliklere sahiptiler. Incelenen 700
kisinin iginde, [rajil X siiphelilerin disinda-
kiler Down sendromlu, serebral palsili ve
menenjit gibi atesli hastaliga bagh zihinsel
dzurlilerden olustiyordu.

Molekiiler Bulgular: Molekiller cahsma
PCR ve Southern blot
asamada yapildi. Frajil X stipheli 82 kiside
FMR1 geninde CGG trintikleotid tekrarina
dayalh mutasyon olup olmadigini belirlemek

olmak tlzere iki

amaciyla PCR ve agaroz jel elektroforezi ile
DNA testi yapildi. Aymi ¢ahsma 72 kontrol
grubu bireyde, CGG allel sikligin1 belirlemek
amaciyla yapildi. Kontrol grubu ve [rajil X
stipheliler tizerinde yapilan bu test ile normal
ve kiiclik premutasyonlu (tasiyici) bireyler be-
lirlendi. PCR ile cogaltilamayan, full mu-
tasyonlu (hasta) olabilecekleri diistuintilen bi-
DNA ornekleri Southern blot
yapilmak tlizere ayrildi.

reylerin

ki degisik reaksiyon karisimi ve iki pri-
mer ¢ifli ile yapilan PCR'lar sonucunda, nor-
mal ve kuictik premutasyonlu bireyler be-
lirlendi. Buna gére [rajil X stipheli grupta,
CGG tekrar sayisimin 7 ile 60 arasinda
degistigi, allellerin %94'inde tekrar sayisinin
40'tan az ve en sik (%15) goézlenen allelin 31
tekrarh oldugu belirlendi. Ayrica hasta gru-
bundan bir erkek cocukta premutasyonlu
(60 tekrar) bir allel gézlendi. Kontrol gru-
bunda ise CGG tekrar sayisimin 9 ile 55
arasinda degistigi ve allellerin %91'inde tek-
rar sayismun 40'1mn altinda oldugu goézlendi.
En sik (%15) gozlenen allelin 30 tekrarl
oldugu belirlendi. Kontrol grubunda bir er-
kekte premutasyonlu (55 tekrarl) bir allel
gozlendi (Tablo). Frajil X stpheli grup ve
kontrol grubunda CGG allel sikhgr ile bir-
likte gri zon ve premutasyon allelleri de Sekil
1'de gortlmektedir.
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Frajil X stipheli gruptan 14 bireyin PCR
sonuclan Sekil 2'de goriilmektedir. 1. kuyuda
ki bant 6rnegi gri zonda, 51 CGG tekrarhdir.
Digerleri de normal CGG tekrarli bantlardir.
PCR ile ¢ogalilamayan, (rajil X stipheli grup-
tan 12 ve kontrol grubundan 6 kisinin 6rnek-
lerine Southern blot uyguland.

Southern blot ve nonradyoaktif hib-
ridizasyon yapilan bireyler arasinda, frajil X
stipheli gruptan bir erkekte (H-22} [ull mu-
tasyon oldugu belirlendi. H-22nin pedigrisi
Sekil 3'de ve Southern blot sonucu ise Sekil
4'de gortlmektedir. Full mutasyonlu olan
H-22'nin iki erkek kardesi (A-1, A-3) ve bir
kiz kardesinin de (A-2) full mutasyonlu
oldugu. ancak bunlardan kiz kardesin zi-
hinsel olarak erkek kardeslerden cok daha
iyi oldugu gozlendi. Kiz kardeslerden (A-2)'de
6.6 kb
kardeslerden (A-3)'de ise 6.6 kb'da full mu-
tasyon bandi gozlendi. Frajil X
romunun kahtim goéz ontne alindiginda
tasiyict olmasi gereken annede (A-5) belirgin
bir bant gozlenemedi. Aym ailede diger kiz

lizerinde simir ve erkek

send-

kardesin de (A-4) premulasyonlu (tasiwyici)
oldugu belirlendi (Sekil b).

Frajil X stpheli grupta, elde edilen
sonuclara gére frajil X sendromunun siklii-
nin yaklasik %1 oldugu bulundu

Sitogenetik Bulgular: Yapilan inceleme
sonucunda sadece bir erkekte (H-22) incele-
nen 200 metalazda, %12 oraninda frajil X kro-

‘mozomu gézlendi {Sekil 6). Sitogenetik analiz

icin ikinci kez kan 6rnegi almamiza izin ver-
medikleri i¢in bu hastanin annesi ve kardes-
lerine sadece DNA testi yapabildik. DNA testi
ile bu ailenin hasta ve tasiyict olan bireylerini
belirledik. Kromozom analizlerinde goézlenen
ikinci bir abnormal kromozom yapisi, [rajil X
stipheli bir erkek cocuk (H-73) ve annesinde
gbzlenen 9 no.lu kromozomdaki perisentrik in-
versiyondur. Bu ¢ocukta frajil X negatifdi.
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Zihinsel Oziir ve Ogrenme Gicliguniin Oldugu
Populasyonlarda DNA ve Sitogenetik Analizler
ile Frajil X Sendromlularm Taranmasi

Tablo. Kontrol Grubu ve Frajil X Supheli Grupta CGG Tekrarlarinin Dagilim.

%
CGG tekear Kontrol grubu* | Frajil-X siipheli** Toplam*** Kontrol grubu Fraijil-X stipheli Toplam
sayis!
7 2 2 0.00 2.44 1.30
? 2 2 2.78 0.00 1.30
10 1 2 3 1.39 2.44 1.95
13 1 3 2.78 1.22 1.95
16 2 2 4 2.78 2.44 2.60
18 1 1 0.00 1.22 0.65
19 3 1 4 4.17 1.22 2.60
20 2 1 3 2.78 1.22 1.95
21 3 2 5 417 2.44 3.25
22 4 1 5 5.56 1.22 3.25
24 4 6 10 5.56 7.32 6.49
25 2 3 5 2.78 3.66 3.25
26 4 4 0.00 4.88 2.60
27 1 3 4 1.39 3.66 2.60
28 1 6 7 1.39 7.32 4.55
29 4 3 7 5.56 3.66 4.55
30 11 6 17 15.28 7.32 11.04
31 4 12 16 5.56 14.63 10.39
32 6 5 11 8.33 46.10 7.4
33 5 2 7 6.94 2.44 4.55
34 2 3 5 2.78 3.66 3.25
35 1 4 5 1.39 4.88 3.25
36 1 2 3 1.39 2.44 1.95
37 2 1 3 2.78 1.22 1.95
38 1 3 2.78 1.22 1.95
39 3 3 0.00 3.66 1.95
42 ] 3 4 1.39 3.66 2.60
45 1 1 1.39 0.00 0.65
46 1 1 1.39 0.00 0.65
51 1 1 0.00 1.22 0.65
52 3 3 417 0.00 1.95
55 1 1 1.39 0.00 0.65
60 1 1 0.00 1.22 0.65
Toplam 72 82 154 100.00 100.00 100.00

* Kontrol grubu birey sayisi
** Frajil X stipheli birey sayisi

*** Kontrol grubu ve frajil X siipheli birey sayisinin toplam
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CGG Tekrar Sayisi

B Kontrol [0 $-ipheli

Sekil 1. Kontrol grubu ve fraijil X sipheli gruplarda CGG allel sikhi; 35 tekrardan kiicik, 35-52 tekrarl

{gri zon) normal alleller ve 54 tekrardan buyik premutasyonlu alleller g&rilmekiedir.

1 2 3 456M8910111213141516

600 bg (M)—»

Sekil 2. Frajil X supheli grupta PCR sonuclar. Seklin sol bsliminde 1. kuyudaki
bant {51 bp) gri zondadir.
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Sekil 3. H-22'nin pedigrisi. |. kusakta 2: (A-5), ll. Kusakta 1: (A-1), 3:
(A-2), 4: (A-4), 5: (A-3), 6: {H-22)

OM12 13141516

23.1 kb (M)

9.4 kb (M

6.6 kb (M)
52kb —»
4.4 kb (M)

2.8 kb —»

2.3 kb (M]
2.0 kb (M)

o

Sekil 4. 4. kuyuda (H-6), 2.8 ve 5.2 kb'lik normal iki bant: 6. kuyuda er-
kek cocukta (H-22), 6.6 kb'lik full mutasyon bandi; 7, 8 ve 9.
kuyuda ¢ erkekte de 2.8'lik normal bantlar; 12. kuyuda kontrol
grubu bir kadinda 5,2'de ¢ift bant, 13 ve 14. kuyulardaki kon-
trol grubu erkek bireylerde ise 5.2'de normal bantlar
gbrilmektedir.

Zihinsel Oztr ve Ogrenme Gugliginin Oldugu
Populasyonlarda DNA ve Sitogenetik Analizler
ile Frajil X Sendromlularin Taranmasi

TARTISMA

Mental retardasyonlularin yakla-
stk %20'sini X baglantih kahtsal
mental retardasyonlular olustur-
maktadir®?. Frajil X sendromlular
ise X baglantih mental retardas-
yonlularn (XILMR) yaklasik %20'sini
olusturmaktadir32.33),

Bu calismada, PCR ile analiz edi-
len frajil X siipheli grupta CGG tek-
rar sayismm 7 ile 60 arasmda
degistigi, allellerin %94'intin 40 tek-
rarim altinda oldugu ve en sik
vozlenen allelin (%615) 31 tekrarh
oldugu belirlendi. Bu grupta PCR ile
premutasyona sahip 60 CGG tekrarh
bir erkek cocuk belirlendi. Bunlar
arasmda 12 kisinin DNA'lar1 PCR ile
cogaltilamad.

Kontrol grubunda ise CGG tek-
rar sayisinn 9-55 arasmda degistigi,
allellerin %92'sinde tekrar sayisimin
401n altinda oldugu ve en sik gozle-
nen allelin (%15) 30 tekrarh oldugu
belirlendi. Bu gruptla da premutas-
yonlu 55 tekrarh bir kisi belirlendi.
Kontrol grubundan 6 kisinin DNA's1
PCR ile ¢ogaltilamadi.

Bu cgalismmaya benzer bir popu-
lasyon calismasinda, 50 erkek ve
197 kadinda PCR yapilmis ve CGG
tekrarmmin 13-61 arasinda degistigi
ve en yaygn allelin (%35) 30 tek-
rarli  oldugu belirlenmistir. En
yiksek CGG tekrarn kadinlarda 61,
erkeklerde ise 52 olarak bu-
lunmustur®¥, CGG allel dagilim ile
ilgili diger bir populasyon calis-
masinda, CGG tekrarmmm 9-106
arasmnda degistigi, allellerin %97 'si-
nin 40 tekrarnn altinda oldugu
belirlenmistir. Tekrar sayist 40 ile
60 arasinda olan allellerin po-
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1 2 3 4 5 M8 9 10 11

6.6 kb (M)

3.0 kb —»
2.3 kb (M)

Sekil 5. 5. Kuyuda (A4}, 3 kb'lik premutasyon ve 5.2'de normal bant; 9

ve 10'cu kuyularda 5.2 kb'lik bantlar géritmektedir.

tansivel olarak stabil olmadigi kabul edil-
mistirt35),

Insanlarn %90'1indan lazlasinda CGG tek-
401
lirlenmistir. Ilk calismalarda en yaygin CGG

rar - sayisuun altinda oldugu Dbe-
tekrar sayist 29, daha sonraki calismalarda
ise 30 olarak bulunmustur®:34,

PCR i¢in iki ayr1 primer ve reaksiyon
karisim hazirladik. [k kullanilan primer cilti
Cao ve arkadaslan tarafindan dtizenlenen
plx3 ve pfxa3d primer ciftiydi®®. Bu primer
cifti.- AT'ce oldugu icin yuksek
denaliirasyon 1sis1 gerektirmiyordu. Bu pri-

merler ile ¢ogaltilan 560 bp'lik Grintn 286

zengin
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12 bplik &
olusu etidyum bromid ile gortinti

bolgesinin  AT'ce zengin
elde etmeyi kolaylastirmaktadir. Bu
primer ¢ifli ile birlikte normal ve pre-
mutasyonlu  aleller c¢ok  rahal
cogallilabildi. Normal aleller. Plu po-
%12.5 DMSO ve
PCR ile

Agaroz

limeraz enzimi,
7-deaza-dGTP'siz ortamda
basariyla amplifiye edildi.
jelde DNA bantlan da cok parlak ola-
rak goraldu.

Pfu polimeraz ile yapilan PCR,
mental retardasyonlu erkeklerde
hizh bir baslangic taramasr yapmak
icin kullanmilmistir®6-37) Diger (ermo-
stabil DNA polimeraz enzimleri ile

aym basan elde edilemedi. Taq po-

limeraz enzimi ile Dbirlikte, %60
7-deaza-dGTP: %40 dGTP ve Y%b
DMSO ve %5 Gliserol kullandigi-

mizda PCR tutint elde edildi. Bizim
sonuglanmza benzer sekilde gliserol
ve DMSO kombinasyonunun sadece
gliserol kullantmmdan daha etkili
oldugu rapor edilmistirt®®. Reaksi-
yon kansimi icinde %5-20 oramnda
gliserol bulunmasmimn "anneling”
1s1sint dustrdiiga belirlenmistir. Gli-
serolin primerlerin Tm'ini de et-
kileyebileceg@i o6ne suriilmiistart®?. 7-deaza-
dGTP'nin %60 oraninda kullanim amplifi-
kasyonun gerceklesmesini saglamakla birlikte
PCR trtnlerinin ELBr ile gdrtintidenmesini
zorlastirmakiacir. Bu nedenle PCR Urinle-
rinin  jelde gbdzlenmesi yasandi.
Gozlemlerimize benzer sekilde modifiye baz
(7-deaza-dGTP) iceren DNAnin elidiyum bro-

mid ile

zorlugu

soluk boyandigr  belirtilerek0.
7-deaza-dGTPnin elidiyum bromid ile {loresan
kaybina neden oldugu rapor edilmistir®!. 421,
Cao ve arkadaslan®®, reaksiyon karisi-
minda ayni primerler (pfx3 ve plxa3), 1 (g

kalip DNA, %10 DMSO ve %75 7-deaza-
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ile Frajil X Sendromlularin Taranmasi

Sekil 6. H-22'nin fraiil X kromozomunun gézlendigi metafaz kromozomlari ve parsiyel karyotipi

dGTP: %25 dGTP kullanmms ve normal bi-
reylerde PCR tirtinti bantlan olduke¢a yogun
olarak gorebilmislerdir. Ancak biz ayni
sartlarda hic bant gézleyemedik. Buna neden
olarak kalip olarak kullandifimz DNA'min ye-
terince sal olmayip, fazla miktarda ahnan
DNATIn {1 pg)

PCR'1 inhibe etligini disundik. DNA kon-

icindeki kontaminantlarin

santrasyonunu dustrdiugiimiizde PCR aran-
leri clde edilebildi. Ayrica biz 7-deaza-dGTP

oraninl  %60'a  indirdik. Bu sekilde PCR
aranleri daha iyi  goralda. Benzer sekil-
de vyapilan bir calismada 1:1 oranmndaki

7-deaza-dGTP:dGTP'nin PCR aranlerinin olu
sumunu zorlastirmadigi goralmistir®e).
Frajil X stipheli grup ile kontrol grubuncd.a
PCR DNA'lar
cogaltilamayan bireyler i¢in primer 1 ve 3'den

yvapilan ilk taramasinda
olusan ikinci bir primer c¢ifti kullamldi. Bu
primer c¢ilti 150 bp'lik bir boélgenin ¢ogalmasini
saghyor ve elde edilen tran 30 CGG tek-
rarina karsiik geliyordu. Cogallilan bolge
kiictik oldugu icin bu primer ¢ifti premutas-
yonlu alellerin c¢ogalulmasim  kolaylastiri-
yordu. Reaksiyon kansmmunda 1 mM MgCl,,
%10 DMSO, 0.2 pg kalip DNA, %60 7-deaza-
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dGTP: %40 dGTP ve Taq polimeraz kullanildi.
PCR trinleri elde edildi. Ancak bantlar zayif
gortiintyordu. Bu ytizden fotograflarm elde
edemedik. Cogaltilabilen 6rneklerin normal
CGG tekrarlanna sahip olduklan belirlendi.

PCR ile ¢ogaltilamayan DNA'larla yapilan
Southern blot sonucunda bir erkek ¢ocugun
frajil X full mutasyonlu oldugu belirlendi.
Dustik folik asit iceren TC Medium 199 ve
FUdR (0.1 mM final konsantrasyon)'li or-
tamlar kullamilarak yuaritiilen sitogenetik
analizde, frajil X kromozom oram %12 idi.
Dustk [folath ortamda frajil X sikhiginm
FUdRTi ortama goére daha duastik oldugu
gorildi. Benzer sonuclar Jenkins ve ar-
kadaslannca da rapor edilmistir?.

Frajil X pozitif olan hastanmn ailesine
vapilan DNA testi sonucunda, ailede ilk be-
lirlenen kardes de dahil olmak tizere iic erkek
ve bir kiz kardesin de hasta oldugu, diger
kizkardesin ve annelerinin ise tasiyicr ol-
duklart belirlendi. Bu ailenin diger bi-
reylerine, DNA testinden sonra ikinci kez kan
ornedi vermek istemedikleri i¢in sitogenetik
Cabstigmiz  frajil X
supheli populasyonda frajil X sikligimin
yaklasik %1 oldugu belirlendi.

Frajil X testi i¢in secilen, 6zel egitim alan,
O0grenme gucligh gozlenen 254 ¢ocuk tizerin-
de yapilan direkt DNA testi (Southern blot)
sonucunda 4 kisinin full mutasyonlu oldugu
belirlenmistir. Buna karsiik premutasyonlu
hi¢ kimsenin olmadigi gozlenmistir®4. Yine
periferik kandan Southern blot analiziyle
Ogrenme glcliigli gozlenen 154 cocuktan
frajil X oldugu be-
lirlenmistir!45).

analiz  yapilamad.

4'Gnin sendromlu

Japonya'da mental retardasyonlulann bu-
lundugu enstitiilerde sitogenetik metod ile
yapilan FXS calismasinda sikbgin  %5.3
oldugu® ancak daha sonra mental re-
tardasyonlu ve 6grenme guicliigiine sahip po-
pulasyonlarda, PCR ve Southern blot ana-
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liziyle yapilan calismada frajil X sikliinin
%2-5 arasmda oldugu belirlenmistir(®47),

Frajil X stipheliler arasinda bir erkek
cocukia ve annesinde 9 nolu kromozomda
perisentrik inversiyon goézledik. Bu vaka frajil
X negatifdi. Bulgularimiza paralel olarak,
mental retardasyon ve psikiyalrik hastalik
olan gruplarda yapilan calismalarda, pe-
risentrik inversiyon sikhiginda artis oldugu
belirlenmistir48.49),

1992 yilina kadar FRAXA (Xq27.3) lo-
kusunda olusan frajil bélgenin tayini icin tek
kullanishi test sitogenetik analizdi. Simdi bu
testin yerini kisa stireli ve daha gtivenilir olan
DNA analizi almistir®59. Frajil X tarama
programlarinda premutasyonlu, tastyici olan
bireylerin sitogenetik analizle belirlenmesi
mumkiin degildir. Bu nedenle DNA testinin
yapilmasi zorunludur®-52), Frajil X DNA test-
lerinin sonuclarina bakilarak molekiiler di-
agnostik analizin duyarhligimin %99 oldugu
belirlenmistir®354. Son bulgularn 1siginda
frajil X'in sikligr yeniden degerlendirildiginde
erkek populasyonda sitogenetik ¢alismanin.
DNA analizinden daha ytiksek oranda frajil X
pozilif sonti¢ verdigi ve bu nedenle bir cok
yanlis pozitif sonuclarnn rapor edildigi éne
stirilmustar(1.51.525556)  Diger taraftan et-
kilenmis kadinlarda yapilan sitogenetik test-
de de ¢ok sik yanhis negatif sonuclar be-
lirlenmistir{®9),

Mutasyon taramasi (premutasyon ve [ull
mutasyon) genomik DNA, EcoRI veya Hind 111
enzimleri ile kesilerek ve CGG artisina
bakilarak da yapilmaktadir{25.36.57),

Sonug olarak frajil X stipheli grubumuzda
full mutasyon siklifimin yaklasik olarak 9%1
bulunmasi, bu mutasyonun normal po-
pulasyonlarda ¢ok daha diisiik olabilecegini
gostermektedir. Bu nedenle frajil X sendromu
tarama testlerinin olgu sa tanmas1 ve en-
dikasyon gésteren gruplar disinda yapilmasi
pratik ve ekonomik olmayabilir.
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FMRI geni CGG tekrarinin stabilitesini
saglayan AGG (rintikleotidlerinin, Tiurk po-

pulasyonunda sayisiun (DNA dizi analizi
yontemiyle)}  belirlenmesi gen  yapisin

anlasilmasinda ve gelecekte hastahgin in-
sidansinin ne olacagimin tahmin edilmesinde
yvaral olacaktir.
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