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Frajil X Sendromu: Molekiiler ve Klinik Genetik Yonleri

Fragile X Syndrome: Molecular and Clinical Genetics Aspects

Elgin Latife KURTOGLU?, Emine DEMIRAL?, ibrahim TEKEDERELI®
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Frajil X Sendromu, kalitilabilir zeka geriliginin
en sik sebebidir. Tim =zihinsel gerilik nedenleri
arasinda da Down Sendromu’ndan sonra ikinci
sirada  yer  almaktadir.  Etyolojisinde, X
kromozomunun q27.3 bolgesinde bulunan frajil X
mental retardasyon 1 (FMR1) geninin 5’ ucunda
translasyon olmayan bolgesindeki CGG igli
niikleotid tekrar sayisinin artisi rol oynamaktadir. Bu
tekrar artig1 ayni zamanda, sitogenetik c¢aligmalarla
gosterilebilen, Xq27.3 bolgesinde kirilganliga yol
acmaktadir. Hastalik fenotipi, kusaklar arasinda ve
cinsiyete  gore farklilikk  gdsterebilmektedir.
Tanisinda farkli sitogenetik ve molekiiler yontemler
kullanilmaktadir.  Bu  c¢alismada  Frajil X
sendromunun epidemiyolojisi, klinik &zellikleri, tani
yontemleri ele alinmustir.

Anahtar Kelimeler: Frajil X Sendromu, Martin
Bell Sendromu, Uclii Niikleotid Tekrar Artist

ABSTRACT

Frajil X Syndrome is the most common cause of
inherited mental retardation and the second among
all intellectual disability causes after Down
Syndrome. The increase in the repeat number of
CGG triplet nucleotides in the untranslated region at
the 5' end of the fragile X mental retardation 1
(FMR1) gene located in the g27.3 region of the X
chromosome plays role in the etiology. This repeat
increase also leads to fragility in the Xg27.3 region,
which can be demonstrated by cytogenetic studies.
The disease phenotype may vary between
generations and genders. Different cytogenetic and
molecular methods are used in the diagnosis. In this
study, epidemiology, clinical features, diagnostic
methods of Frajil X Syndrome is reviewed.
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Frajil X Sendromu (FXS) ailesel zeka
geriliginin en sik sebebidir. Tim zihinsel
gerilik nedenleri ele alindiginda Down
Sendromu’ndan sonra ikinci sirada yer
almaktadir?. Down sendromu siklikla de
novo meydana gelirken Frajil X sendromu
her zaman tasiyict ya da etkilenmis
bireylerden sonraki kusaga gecmektedir. Bu
nedenle FXS, ailevi zihinsel geriligin
oldugu olgularda 6nemli yer tutmaktadir.
Etiyolojide, X kromozomunda yer alan
FMR1 geninin 5’ bolgesinde translasyona
ugramayan bolgesindeki CGG tekrar sayisi
artist yer almaktadir. Sendromun neden
oldugu baz1 fenotipik 6zellikler molekiiler
temele bagh olarak farklilik
gosterebilmektedir?. FXS ilk kez 1943
yilinda Martin ve Bell tarafindan 11 zihinsel
geriligi olan erkek ve 2 hafif zihinsel
geriligi olan disi olgunun yer aldig1 genis bir
ailede tanimlanmistir®®. Yaklasik 40 yil
sonra gelisen sitogenetik tekniklerle, bu aile
dyelerinin analiz edilmesi sonucu X
kromozomundaki kirilgan bolgenin
gosterilmesi ile tan1 konmustur®.

Epidemiyoloji

FXS’nun diinya iizerinde ortalama
goriilme siklig1, erkeklerde yaklasik 1/3600,
kadinlarda ise 1/4000-6000°dir.
Premutasyon tastyici sikligr ise kadinlarda
1:130-200 iken erkeklerde 1:250-450 olarak
bildirilmistir?®. Ancak FXS siklig1, cografi
bolgelere ve irklara gore degisim
gostermektedir. Ozel egitim ihtiyact olan
cocuklar arasinda yapilan bir caligmada
Avrupa kokenli erkeklerde FXS’nin
1/3717, Afrika kokenli Amerikali erkekler
arasinda  1/2545  siklikla  goriildigi
bildirilmistir®.  Farkli iilkelerde zihinsel
yetersizlik nedeni ile tetkik edilen ve FXS
saptandig1 bildirilen olgularin sonuglar1 su
sekilde Ozetlenebilir: Avustralya ve Biiyiik
Britanya (%4,3), Brezilya (%2), Sili (%5),
Cin (%2,8), Kibris ve Yunanistan (%0,9),
Finlandiya (%5,4), Hollanda (%4,2),
Endonezya (%2,4), Japonya (%2,1),
Meksika (%4,1), Porto Riko (%3) ve
Birlesik Devletler (%1,1- %6)*. Ulkemizde

premutasyon tasiyicist  ve  etkilenmis
olgularin, genel populasyondaki oranlari
tam olarak bilinmemektedir. Ancak bu
konuda yapilan ¢alismalardan Tungbilek ve
arkadaglarinin zihinsel gerilik nedeni ile
degerlendirdikleri 179  kisilik  olgu
grubunda (13 disi ve 166 erkek olgu) 5
erkek olguda tam mutasyon saptandigi
bildirilmistir®. Demirhan ve arkadaslarmin
yaptig1 diger bir ¢alismada, zihinsel gerilik,
konusma  geriligi, dikkat  eksikligi
hiperaktivite bozuklugu ve gelisim geriligi
tanis1 alan 120 olguda yaptiklar1 kromozom
analizi ile olgularin 14’iiniin (%11,7) FXS
oldugu  belirlenmistir’. Bilgen  ve
arkadaglarmin yaptigi bir ¢alismada ise
klinik olarak FXS tanis1 ile uyumlu olan 95
erkek ve 2 disi olgu, molekiiler yontemlerle
(uzun PCR ve southern blot) analiz
edilmistir.  Calismaya olgularin  risk
altindaki akrabalar1 da dahil edilmis ve
sonu¢ olarak 10 olguda FXS tanisi
kesinlestirilmistir®.

FMR1 (Eragile X Associated Mental
Retardation 1) Geni

FMR1 geni, Xq27.3 bdlgesinde
yerlesmis olup, etkilenmis olgularda
sitogenetik olarak gozlenen, folata duyarl
kirllgan bolge olan FRAXA frajil alanina
karsilik gelmektedir®. FMR1 geni, insan,
fare, Caenorhabditis elegans, Xenopus
laevis, Drosophila melanogaster ve
tavuktaki varlig ile kanitlandig iizere dizi
ve amino asit seviyesinde oldukca
korunmustur®. FMR1 geni 17 ekzon
icermekte ve yaklasik olarak 38 kb
biiyiikliigiindedir (Sekil 1)>®L. Alternatif
ayiklanma (splicing) ile farkli transkriptler
uretilmekle birlikte, 80 kDa molekiiler
biiylikliigiinde ve maksimum 632 amino
asit uzunlugunda bir proteini sifreleyen 4,4
kb biiyiikliigiinde bir mRNA
kodlamaktadir'®!!. Translasyon baslama
yeri, genin 1. ekzonu ig¢inde 5’ ucunda
translasyona ugramayan bolge
(untranslated region, UTR) i¢indeki CGG
tekrar bolgesinin 69 bg (baz ¢ifti) agagisinda
yer almaktadir®?,
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Transkripsiyon
Baslama Yer
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Premutasyon: 53-200
Tam mutasyon: =200

Sekil 1. FMR1 Geninin Sematik Goriiniimii*?,

FMR1 promotor bolgesi, CGG tekrar
bolgesinin 250 b¢ yukarisinda zengin bir
CpG adasi igerir ancak dogal bir TATA
kutusuna  sahip  degildirt2.  CGG
tekrarlarinin 134 bg¢ yukarisinda tek nokta
olmasa bile agirlikli olarak kabul edilen bir
transkripsiyon baslama alani
tanmimlanmistir'?, FMR1 geninin
transkripsiyonel olarak inaktif oldugu
durumda promotor bolgede bir palindrom,
iki GC-box benzeri diziler ve bir iist lste
binen E-box-cAMP response element
(CRE) alanim igeren dort transkripsiyon
faktorii ~ baglama  bolgesi oldugu
gosterilmistir'!, FMR1 ifadesinin pozitif
regiilasyonunda, FMR1 promotoru i¢indeki
USFI/USF2  ve  o-Pal/Nrf-1  gibi
transkripsiyon faktorlerinin bu bolgelere
baglandig1 gosterilmistirt!2,

FMR1 Geni CGG Triniikleotid Artislar:

CGG tekrar dizileri FMR1 geninin 1.
ekzonunda, 5’ translasyona ugramayan
bolgesinde yer almaktadir ve triniikleotid
tekrar genisleme mutasyonlarmin ilk
ornegini teskil etmektedir’®. FMR1
polimorfik CGG tekrari, tekrarin boyutuna
gore en az dort bigimde kategorize
edilebilir®. Genel populasyonda 6-44 CGG
tekrar ve bir promotor gibi rol oynayan
metillenmemis komsu CpG adalar1 iceren
alleller normal kabul edilir ve sonraki
kusaga aktarimda kararli kalirlar. Normal
araliktaki allellerin ikinci tist siifi 45-54
CGG tekrar igermektedir. Gri bolge ya da
‘intermediate’ allel olarak bilinen bu aralik
kararl1 ya da hafif kararsiz olabilmekte ve
eger AGG kesintileri yoksa sonraki
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nesillere genisleyerek aktarilma olasiligini
tasimaktadirlar. Bir diger simif 55 ila 200
arasindaki uzunlukta CGG tekrart igeren
premutasyon tasiyicihigidir. Bu durumda
FMR1 geni transkribe olmakta ve
translasyona ugramaktadir ve CpG adalari
metillenmemistir.  Ancak  premutasyon
tastyicilart normal ya da azalmis frajil X
mental retardasyon proteinine (FMRP)
sahiptirler ve  mRNA seviyeleri normal
allellere gore 2-8 kat artmis durumdadir. Bu
bireyler FXS acisindan siklikla
asemptomatiktirler. Premutasyon
tastyicilari, CGG tekrar sayilarinin stabil
olmamasi ve her hiicre boliinmesiyle artma
egiliminde olmasi nedeniyle etkilenmis
cocuk sahibi olma riski tasimaktadirlar®®.
Ayrica premutasyon allel tastyicilart frajil
X iligkili prematir ovaryan yetmezlik
(Fragile X-associated premature ovarian
insufficiency, FXPOI), frajil X-iliskili
tremor/ataksi  sendromu  (Fragile X-
associated  tremor/ataxia  syndrome,
FXTAS) ve duygusal bozukluklar gibi bazi
hastaliklarin gelisme riskine sahiptirler 1>
16, Bunun nedeni ise FMR1 mRNA
seviyelerinde artma ve CGG tekrar aracili
RNA toksisitesi  ile baglantili oldugu
diisiiniilmektedir’®>. CGG sayis1 200’den
fazla oldugunda bu tam mutasyon
araligindadir. CpG adast ve tekrarlar
metillenir ve bu metilasyon geni kapatir,
transkripsiyonu bloke eder ve FMRP
(Fragile X Mental Retardation Protein)
proteini iiretilmez®. Tam mutasyona sahip
erkek bireyler her zaman FXS’den
etkilenirken, X inaktivasyonu (Lyonizasyon
veya Lyon hipotezi) nedeniyle tam
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mutasyon tastyicisi disilerin yalnizca %30-
50’si  FXS klinigi gosterir™’. Baz
durumlarda, erkek olgular FMRP ifadesi
bakimindan mozaik olabilirler.
Erkeklerdeki mozaisizm ise CGG tekrar
sayis1 ve/veya FMRP ifadesiyle negatif
olarak iliskili olan, FMR1 promotorunun
metilasyon  derecesi  sonucu  ortaya
ctkmaktadir'’. Sonuc olarak, FXS'nin klinik
bulgulari, bir mozaikligin varlifina, tam
mutasyona ugramis allelin farkli metilasyon
seviyelerine veya dokularda farkli FMRP
ekspresyonuna yol acan X inaktivasyonuna
gore degisebilmektedir®®,

FMR1 Genindeki Diger Mutasyonlar

Trintikleotid tekrart genislemesi
FXS’nin en yaygin nedeni olmasina karsin,
FMR1 gen ifadesini ya da protein
fonksiyonunu bozan diger mutasyonlar da
sendromun  ortaya  ¢ikmasina  yol
acabilmektedir'®’. Genin bir boliimiinii
veya tamamini etkileyen ve 1,6 kb'dan 13
Mb'a kadar degisen 15'ten fazla delesyon
belirlenmistir. Delesyonlarin  yan1  sira
fonksiyonel olmayan protein iriinii
nedeniyle FXS fenotipine yol agan nokta
mutasyonlari da tammlanmistir’!,  De
Boulle ve arkadaslar1 bir hastanin FMR1
geninde  yanlis  anlamli  (missense)
mutasyon (1304N) oldugunu saptamislardir.
Bu hasta CGG tekrar uzunlugu ve
metilasyon bakimindan normaldir fakat
FXS fenotipinin birincil nedeni olan
fonksiyonel FMRP’nin kayb1 nedeniyle
FXS fenotipine sahiptir 8. Bu mutasyon
FMRP’nin mRNA baglama domainine
lokalize  olmustur ve  translasyonu
diizenleme  yetenegini  bozmaktadir!’.
Collins ve arkadaslar1 ise yaptiklar1 bir
calismada, FMR1 geninde CGG tekrarmin
220 baz yukarisinda FMRP ifadesinin
yokluguna neden olan bir delesyon
saptamislardir'®.

FMR1 Geninde Epigenetik Degisiklikler

FMR1 geninin sessizlestirilmesinde,
DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlar1 gibi c¢esitli epigenetik
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mekanizmalarin rol aldigr bilinmektedir.
Sessiz tam mutasyon allellerti,
transkipsiyonel olarak aktif ve agik bir
okromatik konfigiirasyona gore karakterize
edilen normal allelerle karsilastirildiginda,
transkripsiyona  izin  vermeyen  bir
heterokromatik  yapiya sahip oldugu

goriilmektedir. Genellikle aktif
transkripsiyondan transkripsiyonel
sessizlesmeye  gecis, CGG  tekrar

genislemesinin 200’ln iizerinde olmasi ve
bunun  sonucunda  meydana  gelen
epigenetik degisikliklerle ortaya
cikmaktadir’®. CGG tekrar genislemesinin
200’lin lizerinde oldugu tam mutasyon
allelleri metillenmedigi siirece FMRI1
transkripsiyonu  devam  etmektedir®®.
Transkripsiyonel olarak aktif olan normal
alleller  histon  asetilasyonu, H3K4
metilasyonu ve H3K9 demetilasyonu ile
karakterize  edilirken, transkripsiyonel
olarak inaktif bir heterokromatin yapisina
sahip FXS allellerinin epigenetik kodu,
histon H3 ve H4 histon deasetilasyonu, lizin
4 (H3K4) metilasyonunun diisiik seviyesi
ve lizin 9 (H3K9) metilasyonunun yiiksek
seviyesi gibi histon modifikasyonlarimni
icermektedirt®?0, FXS allellerinin
epigenetik modifikasyonlari, a-PAL gibi
transkripsiyonel faktérlerin baglanmasini
onleyerek FMR1 geninin sessizlesmesine
neden olmaktadir. FMR1 genindeki
epigenetik degisimler geri cevrilebilir
oldugundan, FXS  hiicre hatlarinin
demetilasyon ajani 5-aza-deoksisitidin (5-
AzadC) ile muamele edilmesi
transkripsiyonun ve translasyonun yeniden
kurulmasiyla sonuglanir. Histon deasetilaz
inhibitorleri (TSA, biitirat ve 4-fenilbiitirat)
ile  tedavinin  5-azadC’nin  etkisini
giiclendirdigi belirlenmistir (Sekil 2)%.

Frajil X Mental Retardasyon Proteini
(FMRP)

Frajil X Mental Retardasyon Proteini
(FMR  proteini, FMRP), FMR1 geni
tarafindan kodlanan ve spesifik hedef
MRNA’ya  baglanarak  translasyonunu
engelleyen bir proteindir>*"?, FMRP,
omurgalilar arasinda yaygin olarak bulunur
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ve evrimsel olarak  korunmustur®l.
Gelisimin erken donemlerinde gerekli
olmakla birlikte postnatal yasam boyunca
beyinde noéronlarin sitoplazmasinda ve
spermatogoniumda oldukca yiiksek
seviyede ifade edilmektedir®™’. Ayrica,
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yumurtaliklarda,  6zefagus  epitelinde,
timusta, gozde ve dalaktaki ifadesiyle hem
insan hem de fare embriyolarinda genis

olgiide ifade edildigi belirlenmistir®?L,
FMRP  biiyilk 0l¢ide  sitoplazmada
bulunmaktadir?®.

Metillenmis Tam Mutasyon (FXS)
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Sekil 2. Normal, Metillenmis ve Metillenmemis Tam Mutasyon Allellerindeki Epigenetik Degisikliklerin
Sematik Gosterimi. MBD: Metil Baglayan Domain, HD: Histon Deasetilazlar?,

FMRP, RNA interferans1 da (RNAi)
iceren mRNA metabolizmasinda yer alan
cesitli sitoplazmik ve niikleer proteinlerle
etkilesime girebilir ve homodimerler
olusturabilir’®. In vitro deneylerde fetal
insan  beynindeki FMRP’nin, tim
mRNA’nin  yaklagitk olarak  %4’iine
baglandigi ve bu hedeflerin protein
sentezini baskiladigi gosterilmistirtt>7,
Dendritlerin  normal  gelisiminde ve
sinapslarda temel bir rol oynamaktadir.
Sagliklt noronlarda FMRP sayisiz sinaptik
proteinin lokal translasyonunu
diizenlemektedir'®>. Noronlarda FMRP’nin
kaybi, asir1 bazal protein translasyonuna ve
sonu¢ olarak zihinsel fonksiyonlarda
bozulmaya yol acar’®!.  Alternatif
ayiklanma 6zellikle genin 3 ucunda 12, 14,
15 ve 17. ekzonda ortaya cikar ve bu da
potansiyel olarak 67-80 kDa arasinda 12

farkl1 protein izoformunun {iretilmesine
neden olurt®?, Farkli dokularda ayni ifade
kalib1 gézlenmektedirﬂ. FMRP, RNA-
baglanma  proteinlerinin  karakteristik
motifleri olan iki riboniikleoprotein K
protein homoloji domaini (KH domainleri)
(ekzon 8 ve 10°da) ve bir arjinin ve glisin
rezidiilerinin (RGG kutular1) kiimesini
(ekzon 15°de) icerir*?'. Ek olarak, FMRP,
niikleus ve sitoplazma arasinda gidip
geldigini gosteren, protein-protein
etkilesiminde yer alan, 1-5. ekzonda bir
niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) ve bir
niikleer eksport sinyali (NES)
icermektedirt' 2.

Klinik Bulgular

FXS klinigi cinsiyete (X kromozom
sayisina), CGG tekrar sayismma Ve
metilasyon derecesine bagli olarak {iiretilen
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FMRP  miktarina  gére  degisiklik Norolojik ve Psikiyatrik Bulgular

gosterebilir. FXS'nun uzun yliz, belirgin
kulaklar ve belirgin-gikik ¢ene ile
karakterize yiiz goriiniimiine eslik eden
makroorsidizm gibi  bulgular1 puberte
doneminde ortaya ¢ikar ve zamanla
belirginlesmektedir. Ancak yenidogan
doneminden itibaren spesifik olmayan
klinik bulgular saptanabilecegi gbz Oniine
alinmalidir.

Tam Mutasyona Sahip Erkek Olgular

Fenotipik bulgular ve bulgularin siddeti
puberte dénemine gore farklilik
gostermektedir. Bu nedenle olgularin
degerlendirilmesinde yas ve pubertal
evrenin goz Oniine alinmasi gerekmektedir.

Fizik Muayene Bulgular:

Olgularm biiyiime (boy ve kilo) egrileri
siklikla normaldir. Ancak asir1 biiylime
(overgrowth) sendromlarina benzer sekilde
asir1 biiyiime ile de karsilasilabilmektedir 22,
Genellikle bas c¢evresi Olgiimleri  50.
persentil lizerinde seyretmeye egilimlidir ve
goreli makrosefaliye neden olmaktadir.
Tam mutasyona sahip eriskin erkeklerde
uzun yliz gOriinimi, belirgin alin,
strabismus (sasilik), nadiren yarik dudagin
eslik ettigi yiiksek damak, uzun cene
(prognatizm), bliyilk ve/veya  kepge
kulaklar  gibi  dismorfik  6zellikler
karakteristiktir. Tipik FXS fenotipine neden
olan biyiikk kulaklar ile belirgin ¢ene
ozellikleri ve makroorsidizm puberte
sonrast belirginlesmektedir. Ayrica fizik
muayene ile saptanabilecek artmis eklem
laksitesi ve diiz tabanlik yaninda
goriintiilleme yontemleri ile saptanabilecek
mitral kapak prolapsusu (MVP), aort koki
dilatasyonu gibi bag doku anormallikleri
eslik edebilmektedir®®. FXS’lu olgularda
hipertansiyon riski artmistir ve olgularin
muayenesinde mutlaka fizik muayeneye
dahil edilmelidir. Bag doku
anormalliklerine  bagli olarak eklem
dislokasyonlar1  veya  skolyoz  eslik
edebilmektedir?.

Daha once tartisildigr iizere FMR
proteini noronal gelisimde, sinaptik iletim
ve elastisitede onemli gorevler
ustlenmektedir.  Bu  nedenle FMR
proteininin  hi¢ iretilemedigi ya da
miktarinin ~ 6nemli  derecede azaldigi
durumlarda noronal etkilenme
kaginilmazdir?2. Tam mutasyonlu olgularda
yenidogan doneminde hipotoni, motor
beceri kazaniminda gecikme (oturma ve
yiirimede gecikme) ve dil gelisiminde
gerilik saptanabilmektedir. FXS’li
erkeklerde ortalama desteksiz oturma yasi
10 ay (normali=5-9 ay), yiirime 20,6 ay
(normali=9-17 ay) ve ilk anlamli-anlagsilir
kelime sOyleme yas1 20 ay (normali=12-18
ay) olarak bildirilmistir®®?*. Okul ¢aginda
ogrenme gii¢liigii ve ifade edici dil alaninda
gerilik, oOfke nobetleri, hiperaktivite,
yineleyici viicut hareketleri (el c¢irpma,
parmak 1sirma gibi), tekrarlayict konusma
(ekolali) ve uygunsuz konusma (kaprolali)
gibi noropsikiyatrik bulgular
goriilebilmekte ve ilerleyen yaslarda
siddetlenebilmektedir. Azalmig g0z
kontagi,  utangachk,  diirti  kontrol
bozuklugu, dikkat siiresinde azalma gibi
bulgular ise ozellikle puberte sonrasinda
ortaya c¢ikmakta ve diger bulgular gibi
zamanla ilerlemektedir. Saplant1 bozuklugu
(obsesif-kompulsif bozukluk), ve anksiyete
bozuklugu sik goriilen bulgulardandir®?,
FXS’li erkeklerde otizm siklig1 genel
popiilasyondan oldukca yiiksektir ve
olgularin yaklasik %25’ini etkilemektedir.
FXS’da insidansi artan bir diger norolojik
bozuklukta epilepsidir ve FXS’li erkeklerin
yaklastk  %10-20’sini  etkilemektedir?®,
Unutulmamas1 gereken onemli bir nokta,
FXS’lu olgularin bir kisminda zeka testi
puaninin (IQ) normal sinirlarda
olabilecegidir?.

Ek Bulgular

Tam mutasyonlu erkek olgularda
karakteristik dismorfik ve zihinsel fenotipik

bulgular yaninda ek anomaliler
gorilebilmektedir. Kirma kusurlari,
astigmatizm, yenidogan  doneminde
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gastrodzefagial reflii hastaligi sik kusmalara
ve beslenme problemine neden olmakla
birlikte siklikla ilerleyen yaslarda diizelme

egilimi gostermektedir. Bebeklik
déneminde, sik tekrarlayan otitler ve buna
bagh kalici isitme kaybi

goriilebilmektedir?®. Nadiren yarik damak
ve bag doku anormallikleri
saptanabilmektedir. Bag doku bozuklugu
oldugunda, kalca  velveya  patella
dislokasyonu (diz kapagi kemigi ¢ikigi) ve
skolyoz (omurga egriligi)
goriilebilmektedir. Inguinal herni (kasik
fiig1) gelisimi siktir’?. Olgularda tuvalet
aliskanligt kazanma yasi genel
poptilasyondan daha gegtir ve iligkili olarak
gece  uykuda altimt  1slatma  sik
goriilmektedir??.

Frajilt X sendromlu bazi olgularda
hiperfaji, obezite, hipogonadizm, gecikmis
puberte goriilebilir ve Oncelikle Prader-
Willi sendromunu disiindiirebilir. Tim
olgularin yaklasik %5’ini olusturan bu
olgular ~ Prader-Willi ~ fenotipi  olarak
isimlendirilmektedir?.

Heterozigot Tam Mutasyonlu Disi
Olgular

Bu olgularda Lyon hipotezi olarak
bilinen  fenomen ile dokularda X
kromozomlarindan sadece birinin aktif
olmasi, diger X  kromozomunun
(kromozomlarinin) ise inaktive edilmesi
nedeni ile tam mutasyona sahip erkek
olgulardan daha hafif fenotip
izlenmektedir?2s,

Fizik Muayene Bulgular

Uzun yliz, belirgin kulaklar ve belirgin
cene ile karakterize yiiz bulgular1 tam
mutasyona sahip disi olgularin yaklagik
%50’sinde gozlenir ancak olgularin yarisi
fenotipik olarak normaldir.

Norolojik ve Psikiyatrik Bulgular

Tam mutasyonlu disi cinsiyetli
bireylerde, zihinsel etkilenme olgular
arasinda farklilk gostermekle birlikte
hemen her zaman etkilenmis erkeklerden
daha hafif zihinsel gerilik
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gostermektedirler. Etkilenmis disilerin bir
kisminda Ogrenme giicliigii, hafif-orta
zihinsel  gerilik  saptanirken olgularin
%350’sinde normal zeka islevi
saptanmaktadir®®>,  Tam  mutasyonlu
disilerde, erkeklere benzer sekilde sosyal
kayg1, secici mutizm, utangaclik, azalmis
g0z temasi, hiperaktivite ve diirtii kontrol
bozuklugu gibi psikiyatrik problemler
izlenebilmektedir®. Tam mutasyon tasiyan
disi olgularda da epileptik nébet insidansi
artmistir ve yaklasik oran %5 civarindadir
(tam mutant erkeklerde %10-20)%.

Ek Bulgular

Tam mutasyonlu disi olgularda puberte
prekoks (erken ergenlik) goriilebilmekte
ayrica erkek olgularda oldugu gibi bag doku
anormallikleri ve gérme problemleri eslik
edebilmektedir.

Premutasyon Tasiyicis1 Erkek ve Disiler

Cogunlukla normal zekdya sahiptir ve
dis  gorlinlisleri  normaldir.  Ancak
premutasyon tasiyicisi oldugu halde klasik
FXS bulgularindan bazilarmi gosteren
erkek ve disi olgular da -—nadiren-
bildirilmistir Premutasyon tastyicilarinin
bir kismimin hafif zihinsel gerilik ve
davranis problemleri gosterdigi
bilinmektedir. Bu bulgular premutasyon
tasiyicilarinda  siklikla normal yasami
etkilemez, kisilerin normal sosyal yasam
sirmelerine ve aile hayati yasamalarina
engel olmaz?®. Ancak premutasyon
tasiyicist bireylerde FMR1 iligkili diger
klinik durumlar goézlenebilir. FMR1 iligkili
diger hastaliklar FXPOI (Frajil X ile iligkili
primer ovaryan yetmezlik, Fragile X-
associated Primary Ovarian Insufficiency)
ve FXTAS (Frajil X iliskili tremor/ataksi
sendromu, Fragile X—associated
tremor/ataxia syndrome)’dur.

FXPOI (Frajil X ile iligkili Primer Over
Yetmezlik)

Tek allelde 55-200 CGG tekrar sayisi
tasiyan (premutasyon) disilerde
menstriiasyonun 40  yasindan  Once
kesilmesi olarak tamimlanmaktadir?. FXPOI

bulgusunun 11 yasinda bile gdézlenebildigi
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bildirilmistir’®.  Premutasyon tasiyicisi
kadinlarin yaklasik %21'i (%15-27) FXPOI
gelistirmektedir. CGG tekrar sayisi ile POI
gelisme riski arasinda kesin korelasyon
kurulamamistir (Tablo 1).

Tablo 1. Premutasyon Biiyiikligiine Gére FXPOI
I¢in Olasilik Oranlar1

CGG Tekrar Sayis1 ~ POI i¢in Oransal Risk

59-79 6,9

80-99 25,1

>100 16,4
Sherman’in derlemesinde; 1980

sonlarinda ve 1990 baslarinda yapilan
calismalarda CGG  tekrarinin  normal
degerlerin {iistiine ¢ikmasiyla POI riskinin
arttig1 ancak bu tarihlerden sonra yapilan
calismalarin bunu desteklemedigi
belirtilmistir’’. Hatta bazi calismalarda
CGGQG tekrar sayisinin 80’in tizerinde oldugu
olgularda, POI riskinin daha diisiikk oldugu
saptanmustir’>. Hunter ve arkadaslarinin
360 kadin tlizerinde yaptiklar bir caligmada
intermediate allel ile yiiksek-normal CGG
tekrarina sahip kisiler arasinda anlaml fark
bulunamamaigtir. Bu nedenle yazarlar CGG
tekrar sayisi yaninda ek nedenlerin POI
yasin1  etkilemis olabilecegi yorumunu
yapmislardir®,  Tam mutasyona sahip
disilerin  FXPOI i¢in  artmis risk
tasimadiklar1 da bilinmektedir?’. Ozellikle,
premutasyon tasiyicist disilerin  FXPOI
tanis1 alsa bile gebelik sanslarinin devam
ettiginin bilinmesi gerekmektedir. FXPOI
tanis1 alan olgularda gebelik orani %5-10
olarak tahmin edilmektedir. Bu olgularda
diizensiz menstrual sikluslar, premenapozal
sendromlar ve azalmis fertilite s0z
konusudur?#,

FXTAS (Frajil X Iligkili Tremor/Ataksi
Sendromu)

FMR1 geni premutasyon tasiyicisi
erkek ve disilerde gozlenen ge¢ baslangicli,
ilerleyici, serebellar ataksi ve intansiyonel
tremor 1ile karakterize ndrodejeneratif
tablodur. Ayrica zihinsel ve yiritiicii
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islevlerde gerilik, yakin bellekte kayip,
demans eslik edebilir. Periferik noropati,
otonomik  disfonksiyon, parkinsonizm
bulgular1 saptanabilmektedir. ilk bulgu,
ortalama 60 yas civarinda ortaya ¢ikan
tremordur. Yaklagik 2 yil sonra sik diisme
ile kendini gosteren ve yliriimeye yardimci
alet gereksinimi doguran ataksi
baglamaktadir. Ortalama yasam siiresi ilk
bulgunun ortaya ¢ikmasindan sonra 5-25
yildir?. Erkek premutasyon tasiyicilarinda
yas arttikca FXTAS riski belirgin olarak
artar ancak ortalama olarak tiim erkek
premutasyon  tastyicilarinin - %40’1inda
FXTAS gelismektedir. FXPOI aksine
FXTAS’da CGG tekrar sayist klinik
durumun ortaya ¢ikis1 {lizerinde etkilidir.
Artan tekrar sayillari FXTAS riskini
artirmaktadir®. Serebellar voliimde azalma,
beyaz madde yogunlugunda artig gibi
goriintilleme bulgularimin da CGG tekrar
sayist ile dogru  orantili  oldugu
bildirilmistir®. Premutasyon tastyicilarina
FXTAS ortaya ¢ikma riski cinsiyete bagl
olarak  degismektedir. FXTAS icin
penetrans, 50 yas alt1 disilerde, erkeklere
oranla belirgin olarak distiktiir (disi
premutasyon tastyicilarda %16,5 ve erkek
premutasyon tastyictlarda %45,5)%,

Tam Yontemleri
Klinik Tam

FXS, X’e baghh zihinsel gerilik
olgularinin en sik nedenidir ve olgularin
%30’ undan sorumludur?®>. FXPOI, FXTAS
gibi olas1 sonuglara yol acabileceginden ve
genetik  damigmanligm  tam  olarak
verilebilmesi i¢in tasiyicilarin saptanmasi
biiylik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle hangi
olgularda o6n tamida FMR1 iligkili
hastaliklarin diistintilecegi ve molekiiler
testlerin kimlere uygulanacagi, olgularin-
ailelerin  yonetimi  klinik  yaklagimda
onemlidir (Tablo 2). Frajil X sendromu,
zihinsel gerilik nedeni ile degerlendirilen,
eslik eden konjenital malformasyonu
olmayan olgularda mutlaka 6n tanilar
arasinda diisiiniilmelidir. Klinik bulgularin
(6rnegin tipik yuz gorunumdu,
makroorsidizm, davramig kalib1) yas ve
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cinsiyete gore degisebilecegi de géz dniinde
bulundurulmalidir.

Tablo 2. Molekiiler ve Klinik Korelasyon??
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. CGG Tekrar FMR1 Geni Klinik Durum
Varyant Tipi Sayisi Metilasyon
Durumu Erkek Disi
Premutasyon ~55-200 Metillenmemis FXTAS i¢in artmus risk FXTAS ve POI i¢in
artmus risk
Tam >200 Tamamen % 100 zihinsel gerilik Olgularin % 50’sinde
Mutasyon metillenmis zihinsel  gerilik, %
50’sinde normal zeka
diizeyi saptanir
Tekrar Sayis1 ~ Premutasyon  Premutasyon
Mozaisizm ve tam hiicre  hattinda
mutasyona metillenmenmis, . 0
sahip farkli tam  mutasyon Olgularfn.hemen he.p.smde (~%
N . 100) zihinsel gerilik vardir.
hiicre hatlar1  hiicre ~ hattinda
metillenmis Ancak tam mutasyon tasiyan
erkeklere gore yiiksek Genis  bir  klinik
Metilasyon >200 Metillenmis  ve fonksiyonlu olabilirler yelpaze goriilebilirdir.
A . . Olgular tamamen
Mozaisizmi metillenmemis .
. normal zeka ile tam
hiicre karisimi .
etkilenme arasinda yer
. . . . . alabilir
Metillenmemis >200 Metillenmemis Olgularin  hemen hepsinde
Tam (~%100)  zihinsel  gerilik
Mutasyon vardir. Ancak siklikla diistik-

normal zekd ile yiksek
fonksiyonlu zihinsel gerilik
arasindadir

Ayrica FXS karmagik genetik etyolojisi
(tekrar sayisi, hipermetilasyon) nedeni ile
tam mutasyona sahip olgularda klasik
zihinsel gerilik smiflamasina uymayan
(IQ>70) tabloyla karsilasilabilecegi
bilinmelidir. Daha once tartisildig1 {izere
FXS’lu  olgularda  otizm  spektrum
bozuklugu riskinin belirgin yliksek olmasi
nedeni ile otizmli her olgunun kromozom
analizi ve FMR1 gen analizi ile
degerlendirilmesi dnerilmektedir®®, FXTAS
kesin tanis1 ise ge¢ baslangiclh intansiyonel
tremor ve/veya ataksi varliginda kraniyal
gorlintiilemede (MR) orta serebellar
pedinkiillerde ve/veya beyin sapinda beyaz
madde lezyonlarinin goriilmesi ve FMR1
geninde premutasyon saptanmasi ile
konmaktadir. Belirlenen major ve mindr
bulgularin varligina goére olast FXTAS

olgular da saptanabilmektedir (Tablo 3).
Tam mutasyona sahip olgular saptandiginda
ailedeki erkek ve disi  bireylerin
premutasyon tastyiciligi acisindan
arastirtlmasi1 ve olast FXTAS agisindan
risklerinin  belirlenmesi gerekmektedir3*.
POI’'li olgularda FMR1 premutasyon
tastyiciligmin - %3-15 oraninda oldugu
saptanmistir®®, Bu nedenle 40 yasinda 6nce
menapoz bulgular1 gosteren her diside
FXPOI ayirict  tamida  distiniilmelidir.
POT’li her olgunun kromozom analizi ve
CGG tekrar sayis1 ile degerlendirilmesi
onerilmektedir®*. Ayrica FXS ya da FXS
iliskili hastalik tanis1 konulan her olgunun
disi akrabalarinin (anne, kiz kardes, teyze,)
FXPOI agisindan risk tasidiklar1 anlatilmali
ve genetik danismanlik verilmelidir?,
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Tablo 3. FXTAS'da Major ve Minér Kriterler?
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Kriterler Laboratuvar Bulgusu

Klinik Bulgu

Major FMR1geninde premutasyon saptanmasi

Intansiyonel tremor

MR ile orta serebellar pedinkiillerde ve/veya beyin ~ Yiiriiyiis ataksisi

sapinda beyaz madde lezyonlar1 saptanmasi

Minér MR ile serebral beyaz maddede lezyon saptanmast  Parkinsonizm

Orta- jeneralize atrofi

Orta-agir siddette hafiza problemleri,
yuriitiicti zihinsel fonksiyonlarda kayip

Sitogenetik, Molekiiler ve
Immunsitokimyasal Tam

Sitogenetik Yontemler

Sitogenetik calismalar klinik olarak
nedenin belli olmadig1 dismorfik goriiniise
sahip veya sahip olmayan tiimmental
retardasyon ve gelisim geriligi
durumlarinda &nerilmektedir®. Sitogenetik
degerlendirme metodu, FXS tanisi igin,
FMR1 geninin klonlanmasindan 6nce sik¢a
kullanilan bir genetik tam yontemidir**>37,
Bu yontemle, fosfat eksikligi bulunan bir
ortamda hiicreler kiiltiire edilmekte® ve
GTG boyama ardindan 151k mikroskopu

kullanilarak, = Xq27.3  bandindaki X
kromozomunun uzun kolunun uca yakin
kismindaki  daralma  olan FRAXA
gézlemlenebilmektedirz. Ancak, bu

yontem, tasiyici tespiti bakimindan ve
FRAXA yakimlarinda lokalize olmus
FRAXE (FRAXA'dan 0,6 Mb uzakta) ve
FRAXF (FRAXA'dan uzak 1-2Mb) gibi
diger frajil bolgelerin tan1 karisikligina
neden olmasi bakimindan  yetersiz
kalmistir'®, Ayrica, frajil bolgeler genellikle
hiicrelerin %10 kadarinda
gorlilebilmektedir. Bu durum erkeklerde
cok fazla sorun olmazken, kadinlarda
mutasyonlar  siklikla tespit edileme-
mektedir¥’. Sonu¢ olarak, bu prosediir,
zaman alict olmasi, yorumlamada giicliik
yaganmas1t ve spesifik teknik beceriler
gerektirmesi bakimindan zamanla yerini
daha ileri metotlara birakmustir®. Kimya ve
mikroskopi alanindaki gelismelerle birlikte
kullanilmaya baslayan subtelomerik FISH
(Fluorescent In  Situ  Hybridization)

sitogenetik incelemelerin ¢oziintirliigiinii
arttirmigtir.  Subtelomerik FISH yontemi
floresan isaretli DNA problarinin denatiire
metafaz kromozomlar1 ya da interfaz
niikleusundaki DNA ile hibridizasyonu
esasimna dayanmaktadir. Bu yontemle 5
Mb’dan daha kiiciik submikroskobik
degisimler tespit edilebilmektedir®. Eger
karyotip ve FISH sonuglarina gore hasta
frajil X bakimindan negatifse diger
metodlara basvurulur. Bu metodlardan biri
de karsilastirmali genomik hibridizasyon
(CGH; Comparative Genomic
Hybridization)’dur. Bu teknik ile farkli
floresan boya ile etiketlenmis iki genomun
normal metafaz kromozomlarina
hibridizasyonu ve bunun karsilastirilmasi
gerceklestirilmektedir®®, Ancak son yapilan
arastirmalar, sitogenetik testlerden daha
duyarli ve daha spesifik, ¢ogunlukla FMR1
genindeki CpG adalarinin  metilasyon
durumunun degerlendirilmesi ve CGG
tekrar boyutunun Ol¢lilmesini hedefleyen
PCR  tabanli molekiiler tekniklerin
gelistirilmesine yogunlasmistir®>37,

Molekiiler Yontemler

FMR1 geninin ve FXS’a neden olan
sorumlu ~ mutasyonel mekanizmanin
tanimlanmasi ile birlikte, CGG tekrar
biiyiikligii ve FMR1 geninin metilasyon
durumunun  belirlenmesine  odaklanan,
giivenilir DNA-temelli tani testlerinin
uygulanmasina baslanmistir®®.  Southern
blot hibridizasyon, polimeraz  zincir
reaksiyonu (PCR; Polymerase chain
reaction), array temelli karsilastirmali
genomik hibridizasyon (aCGH; array-
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Comparative Genomic Hybridization), FXS
tanisinda kullanilan molekiiler
metodlardir®#%4142 Son yillarda ise yeni
nesil dizileme (NGS; Next Generation
Sequencing) teknolojisi ile tiim genom
(WGS; Whole Genome Sequencing), ve
tim ekzom dizilenmesinin (whole exome
sequencing;WES) yani sira hedefe yonelik
olarak olusturulan yeni nesil dizileme
panelleri kullanilmaktadir %,

Southern Blot Analizi

FXS’nin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilan tan1 yontemidir*®*4. Southern
blot analizi ile tek bir testte, biiylik
premutasyonlar ve tam mutasyonlar agik bir
sekilde  belirlenerek ve  metilasyon
durumlari tanimlanabilmektedir®®4°,
Trintlikleotid tekrar sayist ve metilasyon
durumunu belirlemek i¢in, EcoRI ya da
HindIII ile kombine edilmis bir metilasyona
duyarli enzim (BstZl, Eagl, Nrul veya
BssHII) ile FMR1 (CGG)n bolgesinde ¢ift
enzim kesimi  gerceklestirilmekte**4,
ardindan bunu, StB12.3, 0x0.55, Ox1.9
veya Pfxla probu ile hibridizasyon takip
etmektedir*!.  Premutasyon ve tam
mutasyonun bir arada oldugu mozaikler ve
metilasyon mozaikliklerinin belirlenmesi
acisindan da yararli bir metoddur®*#. Cift
enzim kesimi metillenmemis  biiyiik
premutasyonlar ve kiiciik metillenmis tam
mutasyonlari ayirmakta da
kullanilmaktadir’*, ~ Tam  mutasyonlu
erkeklerde CGG genislemesi 230 tekrarin
tizerinde oldugunda FMR1 hemen hemen
her zaman metillendiginden, FMR1 genine
karsilik gelen bant boyutunda bir artis
vardir. Lyonizasyon siirecinin bir sonucu
olarak  normal  disilerdeki iki X
kromozomundan biri inaktive olur ve
FMR1 geni metillenir. Disilerde ve
erkeklerde  normal FMR1  geninin
bulundugu aktif bir X kromozomu 2,8 kb
band gosterirken, normal FMR1 genine
sahip inaktif bir X kromozomu 5,2 kb bant
sergilemektedir. Tam mutasyon tasiyicisi
bir disi, normal metillenmemis disi kalibi
(aktif durum-2,8 Kb), metillenmis (inaktif
durum-5,2 kb) ve hipermetilasyon ve FMR1
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mutasyonunun genislemesini yansitan 5,2
kb’dan daha biiyiik anormal bir bant olmak
iizere ii¢ bant sergilemektedir*. Southern
blot analizi, biiyiik genisleme
mutasyonlarini giivenilir sekilde
saptarken®!, kiiciik premutasyon ve 45-55
arasinda tekrar iceren gri bolge allellerini
normal allellerden ayirt
edemeyebilmekte*'#4, yiiksek arka plan ve
zay1f sinyaller yanlis yorumlamalara neden
olabilmektedir®., Bununla  hbirlikte,
kemiluminesans  belirlemeyi  takiben
radyoaktif olmayan (digoksigenin-etiketli)
problarin kullanimi iyi bir alternatiftir®.
Southern blot analizi zaman alici, olduk¢a
pahali ve yogun emek gerektiren bir
tekniktir®44,

PCR

PCR analizi ile normal, gri bolge ve
kiigiik premutasyon allelleri dogru olarak
saptanabilmektedir’®*.  Bu  yontemde,
FMR1 geni igin spesifik primerler
kullanilarak CGG tekrarini iceren bolgenin
amplifikasyonu gerceklestirilmektedir?.
Ancak konvansiyonel PCR metodolojileri
ile yiksek CG igerigi ve denatiire
edilemeyen sekonder yapilarin olusma
egiliminden  dolayr  100-200 CGG
tekrarindan fazlasinin amplifiye edilmesi ve
tam mutasyonlarin cogaltilmasi gilivenilir
bir sekilde yapilamamak-tadir®’#%44, Daha
uzun allellerin amplifikasyon olasiligin
artirmak icin cok sayida degisik PCR
protokolii  tanimlanmistir®*.  Ornegin,
Niikleotid analogu 7-deaza guanozin
trifosfat (Deaza-dGTP), amplifikasyonu
engelleyecek  ilmeklerin  olusumunu
onlemeye yardimci olarak*!, GC agisindan
zengin uzun tekrarlarin amplifikasyonunu
miimkiin kilmaktadir**. Denatiire edici
dimetil stilfoksit ise, ikincil yapilarin
stabilizasyonunu bozmakta yiiksek erime
sicakliklarimi  diisiirmektedir.  Bununla
birlikte, amplikonlar, etidyum bromiir-
agaroz jellerinde goriilmez ve radyoaktif ya
da floresan etiketleme gerektirirken, biiyiik
alleller ¢oklu bantlar olarak gézlemlenir ve
dogru boyutlandirma  zorlasir. DNA
izostabilizatorii olan ozmolyt betainin,
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amplifikasyon verimini ve Ozglnligini
gelistirdigi bildirilmistir. Ek olarak, kapiller
elektroforezin dahil edilmesi, yaklasik 300
CGG tekrarl biiyiik allellerin
karakterizasyonunu miimkiin kilmaktadir®!.
Floresan etiketli prekiir-sorler, PCR
amplifikasyonu sirasinda kullanildiginda ve
PCR drinliniin  boyutu, dizi analizi
cihazinda belirlenebilmektedir’®. PCR'in
avantajlari, kiiciik bir DNA miktart (<100
ng) gerektirmesi ve FMR1 genindeki
triniikleotid tekrarlarin dogru
boyutlandirilmast ve hizli tam1 imkan
saglamasidir**.  Ancak, amplifikasyon
farkliliklar1 nedeniyle premutasyon ve
normal alleller igin mozaik olan hastalari

PCR ile tespit etmek giictiir**4,

Triplet Tekrarh Primer PCR (TP-PCR)

TP-PCR, aymi PCR reaksiyonunda,
CGG primeri ve CGG tekrar bolgesi
disindaki dizileri hedefleyen iki primer
daha kullanir®” ve triniikleotid tekrar
geniglemelerini  saptamada en ideal
aractir*®, PCR dongiilerinden sonra, kapiller
elektroforez kullanilarak heterojen TP-PCR
amplikonlar1  belirlenebilmektedir.  Bu
yontemle, AGG kesintileri de
saptanabilmektedir®#,  TR-PCR, tam
mutasyon  aralift  boyunca  normal
allellerden, genislemis allellere kadar tiim
allelleri belirleyebilmekte, normal ve tam
mutasyon allellerine sahip disileri ayirt
edilebilmekte ve CGG biiyiikligii hakkinda
bilgi verebilmektedir®’.

Metilasyon Spesifik PCR (MS-PCR)

Bu alternatif PCR yaklagimi, FMR1 geninin
metilasyon durumunun ve/veya tekrar
uzunlugunun eszamanli olarak saptamak
amaciyla  gelistirilmisti. PCR  esash
prosediirlerle  metilasyon  durumunun
analizi, DNA kaliplarinin sodyum bisiilfitle
muamelesini  gerektirmektedir. Boylece
metile olmayan sitozinleri (CG
diniikleotidleri) urasil haline doniistiirerek
metile ve metile olmayan bdlgeler
arasindaki ayrimi miimkiin kilmaktadir.
Kapiller elektroforez ve GeneScan® analizi
ile kombine edildiginde, floresan PCR
tiriinleri, pik biiyiikliikleri ve elektroforetik
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kaliplarin  bir kombinasyonuna gore
belirlenmektedir. Uretilen
elektroforeogramlar, hem  metilasyon
durumu hem de CGG tekrar say1s1 hakkinda
bilgi vermektedir. Kadmlarda X
inaktivasyonu ve mozaik paternlerin varlig
sonuglarin yorumlanmasini
zorlagtirabilmekte ayrica sitozinin urasile
eksik doniistiiriilmesi yanlis-pozitif
sonuclara neden olabilmektedir. Cok
basamakl prosediirlerden dolay1
kontaminasyon riski oldukca yiiksektir.
Sodyum bistilfat uygulamasi ve DNA'nin
deaminasyonunu kapsayan Kitlerin
kullanimi, bu dezavantajlarin iistesinden
gelmeye yardime1 olmaktadir®. Bu yontem
Southern blot analizinden daha hassas
olarak metilasyon durumunu
belirleyebilmektedir. TP-PCR ve TP-MS-
PCR kombinasyonu prenatal ve postnatal
tanida rutin olarak halen kullanilan en iyi
metoddur. Bu iki PCR kombinasyonunun
duyarliigt  ve  oOzgilligi  %99’dan
fazladir®®,

Array Temelli Karsilastirmalh Genomik
Hibridizasyon (aCGH)

Farkli platformlar kullanilarak 1
Mb'den daha kiiciik submikroskopik DNA
kopya sayis1 degisikliklerin saptanmasi
miimkiindiir. aCGH uygulamasi ile mental
retardasyon olgularinda normal karyotip ve
subtelomer taramasi yapilmis hastalarin
yaklasik %20’sinin etiyolojisini belirlemek
mimkiindiir. aCGH'nin dezavantaji ise
sonradan ortaya ¢ikan, tanimlanmamis
kopya sayist varyasyonlarinin
yorumlanmasindaki zorluktur®.

Yeni Nesil Dizileme (NGS)

Yeni nesil dizileme (NGS), bir genetik
testteki tiim genleri siralayan DNA dizileme
teknolojisidir. NGS ile hastaliga neden
oldugu bilinen, genomdaki  protein
kodlayan genler (WES; whole exome
sequencing) ya da genomdaki genlerin
timii (WGS; whole genome sequencing)
analiz edilebilmektedir. NGS, genotip-
fenotip degiskenligini incelemek agisindan
biitiinlestirici  bir yaklasim  olmasinin

yanisira yiiksek tanisal verime sahiptir.
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Klinik olarak tanimlanmamis mental
retardasyon olgularimi ve aCGH ile
tanimlanmis olan de novo kopya sayisi
varyasyonlarint tanimlamada Onemli bir
arac;t1r39.

Immiinsitokimyasal Yontem

Antikor temelli olan bu yontemde, bir
monoklonal antikor ile FMRP'in dogrudan
saptanmasina ve antikor-antijen
komplekslerinin alkalin fosfataz enzim
aktivitesi ile dolayl olarak
goriintiilenmesine ~ dayanan  alternatif
immiinositokimyasal testtir. Bu yontemde,
normal FMR2’li ya da premutasyon tasiyict
etkilenmemis bireylerin lenfosit hiicre
sitoplazmalarinda FMRP  bulunurken,
metile olmus tam mutasyona sahip
erkeklerin lenfosit sitoplazmasinda FMRP
iretimi olmamaktadir®®#*, Test, etkilenen
erkekleri teshis etmek i¢in kullanilabilir,

ancak FMRP, normal X kromozomu
tarafindan hala retildigi icin, tam
mutasyonlu disileri tanimlamak i¢in

kullanilamaz®. Buna ek olarak, antikor
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FXS aile &ykiisiine sahip
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testi, islevsiz proteinleri belirleyemezken,
normal ve premutasyon allelleri arasinda
ayrim yapamaz 44, Bu immiinsitokimyasal
test, tek bir giinde yapilabilir, radyoaktivite
gerektirmez ve yaygin CGG tekrar
amplifikasyonu ve diger mutasyonlar
(delesyonlar ve nokta mutasyonlar) dahil
tiim fonksiyon kaybi mutasyonlarini tespit
eder.  Prenatal ve dogum sonrasi
uygulamalar, koryonik villus Ornekleri
(CVS), amniyotik sivi hiicreleri, kan
yaymalart ve sa¢ kokleri iizerinden
gergeklestirilebilmektedir. Normal ve FXS
olan bir hasta her zaman kontrol olarak
kullanilir. Her kan yaymasi i¢in toplam
100-200  hiicre  sayiir ve FMRP
ekspresyonu, FMRP-pozitif hiicrelerin
yiizdesine dayanarak degerlendirilir. Disi
bireyler i¢in her zaman tam dogrulukta
olmasa da, idiyopatik zeka geriligi olan
erkeklerde FXS'nin taranmasi igin hizli,
kolay ve diisiik maliyetli bir yontemdir*’.

Geligimsel gecikme. zeka

ilerleyici intensiyvon
tremorlu 50 yas lizeri
erkekler ve kadinlar

FMR1 icin molekiiler
genetik testler

geriligi., bilinmeyen
etyoloji ya da otizm

N

Primer over yetmezligine
sahip kadinlar

l

F MR triniikleotit
tekrarlary/ metilasyon
durumunun belirlenmesi

l

l

Tam mutasyon
allel biryiikligi
(=200 tekrar)

Premutasyon
allel birytikligii
(55-200 aras: tekrar)

FXS oldugn
diigliniilen hasta

Tekrar genislemesi ve
metilasyon sonucu
FMRIin kismen veya
tamamen
sessizlesmesi

Hastalar daima normal
zekaya sahiptir. Baz1
hastalar FXS ile ilgili
davramislardan hafif

etkilenmis olabilir.

FAMRIT genellikle
bozulmamastir ancak
daha diisiik gen
ifadesine sahiptir.

Premutasyon tasiyicilar:
FXTAS yva da FXPOI
igin artmasg riske sahiptir.

Normal allel
biiyiikhigii
(5-44 arasi tekrar)

Ara allel biryiikliigii
(45-54 arasi tekrar)

Hastalar FXS na

FMRI*de kismi bir
sahip degildir. 1smi bir

delesyon olmadiga
stirece hastalar
FXS na sahip
degildir.

Sekil 3. FXS ve FMR1 {liskili Hastaliklar I¢in Test Algoritmasi*®.
SONUC VE ONERILER

FXS, kalitilabilir zihinsel geriligin en
onde gelen sebebidir. Cesitli sistem
bulgular1 ve dismorfik bulgular ile birlikte
zihinsel gerilik Klinik tabloyu

olusturmaktadir. Klinik bulgular, genis bir
yelpaze igerisinde  bulunabilmektedir.
FMR1 geni ile iligkili olarak FXS ile birlikte
FXPOI ve FXTAS hastaliklar1 da
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tanimlanmustir. Gelisen teknoloji ile birlikte

yiiksek

dogrulukta  tan1  koymanin

kolaylastig1 bu hastalik grubu tanisi ig¢in

[N

N

[o2]

~
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saglik profesyonellerine yonelik hazirlanan
test algoritmasi Sekil 3’te sunulmustur.

KAYNAKLAR

. Verkerk, A.J., Pieretti, M., Sutcliffe, J.S., Fu, Y.H., Kuhl, D.P.,

Pizzuti, A., et al. (1991). ““Identification of a gene (FMR-1)
containing a CGG repeat coincident with a breakpoint cluster
region exhibiting length variation in fragile X syndrome’’.
Cell, 65, 905-914.

. Saldarriaga, W., Tassone, F., Gonzalez-Teshima, L.Y., Forero-

Forero, J.V., Avyala-Zapata, S., Hagerman, R. (2014).
““Fragile X syndrome’’. Colombia medica, 45, 190-198.

. Crawford, D.C., Acuna, J.M., Sherman, S.L. (2001). ‘* FMR1

and the fragile X syndrome, human genome epidemiology
review”’. Genetics in medicine, 3, 359-371.

. Mazzocco, M.M. (2000). ‘‘Advances in research on the fragile

X syndrome”. Mental retardation and developmental
disabilities research reviews, 6, 96-106.

. Coffee, B., Keith, K., Albizua, 1., Malone, T., Mowrey, J.,

Sherman, S.L., et al. (2009). ‘‘Incidence of fragile X
syndrome by newborn screening for methylated FMR1
DNA”’. American journal of human genetics, 85, 503-514.

. Tuncbilek, E., Alikasifoglu, M., Boduroglu, K., Aktas, D.,

Anar, B. (1999). ‘‘Frequency of fragile X syndrome among
Turkish patients with mental retardation of unknown
etiology’’. American journal of medical genetics, 84, 202-
203.

. Demirhan, O., Tastemir, D., Diler, R.S., Firat, S., Avci, A.

(2003). <A cytogenetic study in 120 Turkish children with
intellectual disability and characteristics of fragile X
syndrome’. Yonsei medical journal, 44, 583-592.

. Bilgen, T., Keser, 1., Mihci, E., Haspolat, S., Tacoy, S., Luleci,

G. (2005). ““Molecular analysis of fragile X syndrome in
Antalya Province”’. Indian journal of medical sciences, 59,
150-155.

. Tabolacci, E., Chiurazzi, P. (2013). ‘“Epigenetics, fragile X

syndrome and transcriptional therapy’’. American journal of
medical genetics Part A, 161A, 2797-2808.

10. Kim, M., Ceman, S. (2012). ‘‘Fragile X mental retardation

protein, past, present and future’’. Current protein & peptide
science, 13, 358-371.

11. Penagarikano, O., Mulle, J.G., Warren, S.T. (2007). ““The

pathophysiology of fragile x syndrome”’. Annual review of
genomics and human genetics, 8, 109-129.

12. Beilina, A., Tassone, F., Schwartz, P.H., Sahota, P.,

Hagerman, P.J. (2004). ‘‘Redistribution of transcription start
sites within the FMR1 promoter region with expansion of the
downstream CGG-repeat element””. Human molecular
genetics, 13, 543-549.

13. Bagni, C., Oostra, B.A. (2013). “‘Fragile X syndrome, From

protein function to therapy’’. American journal of medical
genetics Part A, 161A, 2809-2821.

14. de Vries, B.B., Halley, D.J., Oostra, B.A., Niermeijer, M.F.

15. Mila, M., Alvarez-Mora, M.l., Madrigal, 1.,

(1998). ““The fragile X syndrome’’. Journal of medical
genetics, 35, 579-589.

Rodriguez-
Revenga, L. (2017). “‘Fragile X syndrome, An overview and
update of the FMR1 gene”’. Clinical genetics, 93(2), 197-205.

16. Gross, C., Hoffmann, A., Bassell, G.J., Berry-Kravis, E.M.

(2015). ““Therapeutic Strategies in Fragile X Syndrome:
From Bench to Bedside and Back’’. Neurotherapeutics, 12,
584-608.

17. Wijetunge, L.S., Chattarji, S., Wyllie, D.J., Kind, P.C. (2013).

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

“Fragile X syndrome: from targets to treatments’.
Neuropharmacology, 68, 83-96.

De Boulle, K., Verkerk, A.J., Reyniers, E., Vits, L.,
Hendrickx, J., Van Roy, B., et al. (1993). ‘A point mutation
in the FMR-1 gene associated with fragile X mental
retardation”’. Nature genetics, 3, 31-35.

Tabolacci, E., Palumbo, F., Nobile, V., Neri, G. (2016).
““Transcriptional Reactivation of the FMR1 Gene. A Possible
Approach to the Treatment of the Fragile X Syndrome”’.
Genes (Basel), 7, E49.

Tabolacci, E., Neri, G. (2013). ‘‘Epigenetic modifications of
the FMR1 gene’’. Methods in molecular biology, 1010, 141-
153.

D'Hulst, C., Kooy, R.F. (2009). ‘‘Fragile X syndrome: from
molecular genetics to therapy’’. Journal of medical genetics,
46, 577-584.

Cassidy, SB., McCandless, SE. (2005). ‘‘Management of
Genetic Syndromes”’. Management of Genetic Syndromes,
C. SB and M. SE, eds. (Hoboken), pp 397-412.

Saul, R.A., Tarleton, J.C. (1993). ‘‘FMR1-Related Disorders.
In GeneReviews((R)),”” M.P. Adam, H.H. Ardinger, R.A.
Pagon, S.E. Wallace, L.J.H. Bean, K. Stephens, et al., eds.
(Seattle (WA).

Carman, K.B. (2016). ‘“Normal neuromotor development of
children’> Osmangazi Journal of Medicine, 38, 17-19.

McConkie-Rosell, A., Finucane, B., Cronister, A., Abrams,
L., Bennett, R.L., Pettersen, B.J. (2005). Genetic
counseling for fragile x syndrome: updated recommendations
of the national society of genetic counselors”. Journal of
genetic counseling, 14, 249-270.

Berry-Kravis, E. (2002). “‘Epilepsy in fragile X syndrome’’.
Developmental medicine and child neurology, 44, 724-728.

Sherman, S.L. (2000). ‘‘Premature ovarian failure in the
fragile X syndrome’’. American journal of medical genetics,
97, 189-194.

Hunter, J.E., Epstein, M.P., Tinker, S.W., Charen, K.H.,
Sherman, S.L. (2008). <‘Fragile X-associated primary ovarian
insufficiency: evidence for additional genetic contributions to
severity”’. Genetic epidemiology, 32, 553-559.

Nelson, L.M., Covington, S.N., Rebar, R.W. (2005). ““An
update: spontaneous premature ovarian failure is not an early
menopause”’. Fertility and sterility, 83, 1327-1332.

Tassone, F., Adams, J., Berry-Kravis, E.M., Cohen, S.S,,
Brusco, A., Leehey, M.A,, et al. (2007). ‘‘CGG repeat length
correlates with age of onset of motor signs of the fragile X-
associated tremor/ataxia syndrome (FXTAS)’’. American
journal of medical genetics Part B, 144B, 566-569.

Cohen, S., Masyn, K., Adams, J., Hessl, D., Rivera, S.,
Tassone, F., et al. (2006). <“Molecular and imaging correlates
of the fragile X-associated tremor/ataxia syndrome”’.
Neurology, 67, 1426-1431.

Rodriguez-Revenga, L., Madrigal, I., Pagonabarraga, J.,
Xuncla, M., Badenas, C., Kulisevsky, J., et al. (2009).
““Penetrance of FMR1 premutation associated pathologies in
fragile X syndrome families’’. European journal of human
genetics, 17, 1359-1362.

~ 87 ~



GUSBD 2018; 7(4): 74 - 88
GUSBD 2018; 7(4): 74 - 88

33. Johnson, C.P., Myers, S.M., American Academy of Pediatrics

34.

35.

36.Shaffer

Council on Children With, D. (2007). ‘‘Identification and
evaluation of children with autism spectrum disorders™’.
Pediatrics, 120,1183-1215.

Biancalana, V., Glaeser, D., McQuaid, S., Steinbach, P.
(2015). ““EMON best practice guidelines for the molecular
genetic testing and reporting of fragile X syndrome and other
fragile X-associated disorders’’. European journal of human
genetics, 23,417-425.

Pastore, L.M., Johnson, J. (2014). ‘“The FMR1 gene,
infertility, and reproductive decision-making: a review’’.
Frontiers in genetics, 5,195.

LG; American Collage of Medical Genetics
Professional Practice and Guidelines Committee (2005).
American College of Medical Genetics guideline on
the cytogenetic evaluation ofthe individualwith development
al delay or mental retardation. Genetics in Medicine, 7(9),
650-654.

37.Tassone, F. (2015). <<Advanced technologies for the molecular

diagnosis of fragile X syndrome > Expert review of
molecular diagnostics, 15,1465-1473.

38. Ciaccio, C., Fontana, L., Milani, D., Tabano, S., Miozzo, M.,

Esposito, S. (2017). “‘Fragile X syndrome: a review of
clinical and molecular diagnoses”. Italian journal of
pediatrics, 43(1),39.

Giimiishane Universitesi Saghk Bilimleri Dergisi
Giimiishane University Journal Of Health Sciences

39.

40.

Derleme
Rewiev

Tomac V, Puselji¢ S, Skrlec I, Andeli¢ M, Kos M, Wagner J.
(2017). Etiology and the Genetic Basis of Intellectual
Disability in the Pediatric Population. SEEMEDJ, 1 (1), 144-
53.

Oostra, B.A., Willemsen, R. (2001). “‘Diagnostic tests for
fragile X syndrome’. Expert review of molecular
diagnostics, 1, 226-232.

41. Sofocleous, C., Kolialexi, A., Mavrou, A. (2009). ‘‘Molecular

42.

43.

44,

45.

46.

diagnosis of Fragile X syndrome’’. Expert review of
molecular diagnostics, 9, 23-30.

ChiurazziP, Pirozzi F. (2016). Advances in understanding —
genetic basis of intellectual disability. F100 Faculty rev- 599.

Dogan M, Erdz R, Yiice H, Ozmerdivenli R. (2017). Yeni
Nesil Dizileme (YND) Hakkinda Bilinenler. Duzce Tip Fak
Dergisi, 19 (1), 27-30.

Pandey, U.B., Phadke, S.R., Mittal, B. (2004). ‘‘Molecular
diagnosis and genetic counseling for fragile X mental
retardation”’. Neurology India, 52, 36-42.

Rajan-Babu, I.S., Chong, S.S. (2016). ‘“Molecular Correlates
and Recent Advancements in the Diagnosis and Screening of
FMR1-Related Disorders’’. Genes, 7, E87.

Hersh, J.H., Saul, R.A., Committee on, G. (2011). ‘‘Health
supervision for children with fragile X syndrome’’.
Pediatrics, 127, 994-1006.

~ 88 ~



