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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

B¢ Baz cifti

BrdU Bromodeoksiiiridin

FMRP Frajil X mental retardasyon proteini
FMR 1 Frajil X mental retardasyon geni
FUdR Fluorodeoksiiiridin

FXS Frajil X sendromu

GABA Gamaaminobutirik asit

Kb Kilo baz

kDa Kilo dalton

Mb Mega baz

MTX Metataraksat

NES Cekirdek eksport sinyali

NLS Cekirdek lokalizasyon sinyali
PCR Polimeraz zincir reaksiyonu
RFLP Restriksiyon uzunluk polimorfizmi
RNP Riboniikleoprotein

YAC Yapay maya kromozomu

G Zeka geriligi

5-azad C 5-azadeoksisitidin
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OZET

FRAJIL X SENDROMU ON TANISI ALAN COCUKLARDA
SITOGENETIK DEGISIKLIKLER ve FMR 1 GENI TRINUKLEOTID
TEKRAR SAYILARININ ARASTIRILMASI

Frajil X sendromu, Down sendromundan sonra ikinci sirada yer alan ve
toplumda kalitsal zeka gerilig¢ine neden olan bir hastahktir. Frajil X sendromunun
tanmisi, uzun yillardir sitogenetik analizlerle verilmektedir. Ancak, hastalarin
tanmimlanmasinda; etkilenmis bireyin biitiin hiicrelerinde frajil boélgenin ortaya
cikmamasi, tasiyici erkeklerin normal goziikmesi, tasiyic1 kadinlarin 6nemli bir oraninin
(%50) sitogenetik olarak normal ¢ikmasi ve X kromozomunun uzun kolunda folata
duyarh ii¢ frajil bolgenin bulunmasi gibi nedenlerden dolayr molekiiler genetik teknikler
tercih edilmektedir. Yine de tamimlanan bir indeks olguda, sitogenetik analiz klinik
taniy1 onaylamak ve diger kromozomal anomalileri gostermek icin gereklidir. Frajil X
sendromuna neden olan FMR-1 geni Xq27.3’te yerlesiktir. Bu sendromda, bu genin
promotor bolgesindeki CGG iiclii niikleotid tekrar sayisinin artisi s6z konusudur.
Toplumdan topluma bu gendeki iiclii niikleotid tekrar sayis1 degismekle birlikte, 50’nin
altindaki tekrar sayis1 normal, 50-200 arasindaki tekrar sayis1 premutasyon, 200 ve
iizeri tekrar sayis1 tam mutasyon olarak adlandirihir. Tam mutasyonlu bireylerde, FMR-
1 geni calismaz ve Frajil X Mental Retardasyon Proteinin (FMRP) iiretimi yapilamaz.

Bu cahismada; FXS on tamsi ile gelen cocuklarda sitogenetik ve molekiiler
analizler ile hastalik oranmini tayin etmek ve her iki analiz arasindaki uyumu gostermek
amaclandi. Cahsma kapsaminda incelenen 107 cocugun, 95’i (%88.8) erkek ve 12’si
(%11.2) kiz olup bunlarin, 8’inde (%7.5) X kromozomunda sitogenetik olarak fra X
pozitif sonu¢ alindi. Buna gore; hastalik oram erkek c¢ocuklarda %4.7 bulunurken
kizlarda bu oran %02.8 olarak tespit edildi. Hastalarin karyotip analizlerinde; X
kromozomu disinda yiiksek oranda kromozom diizensizlikleri (frajilite, gapler,

kromozom ve kromatid kiriklar1) bulundu. Ayrica, 26 hastada yapillan FMR-1 geninin



molekiiler genetik analizleri sonucunda; tiim cocuklarin CGG tekrar sayilarinin normal
sayllarda oldugu (21 ile 39 CGG tekrar arasinda), premutasyon tasiyicilar:1 ya da tam
mutasyonlu bireylerin bulunmadigi rapor edildi.

Sonu¢ olarak; cahsmamizdaki sitogenetik frajil X sikhgr (%7.5) ile diger
arastiricilarin sonuglar1 arasinda bir uyumun oldugu goézlendi. Bununla birlikte, bu
hastalarda otozomal kromozom diizensizliklerinin sikhg1 (%13.7) artmakta ve bu oran
onem arz etmektedir. FXS taramasi, ZGli ¢ocuklarda klinik acidan 6nemli bir kriterdir.
Oykiisii bilinmeyen ZGli, gelisme bozuklugu ve konusma giicliigii olan cocuklarda ve
ZG aile hikayesi olan hastalarda, FXSna yonelik sitogenetik ve molekiiler genetik
incelemeler gereklidir. Boylece, gerekli bireylere uygun genetik damisma verilerek
kisinin kendisinin, ailesinin ve gelecek kusaklarin hastalik hakkinda bilgi sahibi olmasi

saglanabilir.

Anahtar kelimeler: Zeka Geriligi, FMR-1 geni, Premutasyon, Full mutasyon, FMRP.
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ABSTRACT

DETERMINING OF CYTOGENETIC DIFFERENCES AND NUMBER
OF FMR 1 GENE TRINUCLEOTIDE REPEATS IN CHILDREN WITH
FRAGILE X SYNDROME PREDIAGNOSIS

Fragile X syndrome, which causes mental retardation, is the second most
common syndrome after Down syndrome. FMR-1 gene which causes Fragile X
syndrome that is localized at Xq27.3 and it is characterized with increase of CGG
trinucleotide repeats at its promoter region. Trinucleotide repeats, which are under 50,
are accepted as normal while their numbers change in different populations at this
region of the gene. Trinucleotide repeats, between 50 and 200, refer to premutation and
200 or higher than 200 refer to full mutation. FMR-1 gene of individuals who have full
mutation is inactive and Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP) can not be
produced. Diagnosis of Fragile X syndrome has been available by means of cytogenetic
analysis for many years, however, there have been some problems for cytogenetic
diagnosis of the patients; not all cells in affected males show the fragile site, transmitting
males have no cytogeneticly abnormality, a significant percentage (%350) of carrier
females are cytogenetically normal and the distal long arm of the X chromosome
contains three folat sensitive fragile sites (FRAXD, FRAXE, FRAXF). But cytogenetic
analysis is still be needed to confirm the clinical diagnosis and detect other chromosome
abnormalities in the index case in a newly diagnosed fragile X family. For these reasons,
alternative methods were pursued in many molecular laboratories during the past
decade.

In this study, our goal was to determine the syndrome ratio of children who
attended to our clinic with FXS pre-diagnosis using both cytogenetic and molecular
analysis methods. In scope of our study, we investigated 107 children 95 (88.8%) of
whom were male and 12 (11.2%) of whom were female. Of all subjects investigated, 8
(7.5%) of them had cytogenetically Fra X positive result. According to these findings,
syndrome ratio in male children was 4.7% but in female children it was 2.8%. In

karyotype analysis of subjects, we have also detected high frequency of chromosomal

Xii



abnormalities (fragility, gaps, chromosome and chromatide breaks). Moreover,
molecular genetic analysis of FMR 1 gene of 26 subjects showed that the repeat numbers
of subjects were in the normal range (21-39 CGG). However, any premutation carriers
or subjects with full mutations were not detected.

In conclusion, the cytogenetic fragile X frequency findings in our study are
consistent with other researchers’ findings. Besides, there is 13.7% increase in
autosomal chromosome aberration frequency. This increase, therefore is very
significant. FXS screening is clinically very crucial for children with mental retardation.
Cytogenetic and molecular genetic investigations to detect FXS is required for mentally
retarded children who has unknown MR history, developmental disabilities, speech

disorders and MR family history.

Key words: Mental Retardation, FMR-1 gene, Premutation, Fullmutation, FMRP.
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1. GIRIS ve AMAC

Frajil X sendromu (FXS), kalitsal zeka geriliginin (ZG) bilinen en sik nedeni olup,
etkilenen kisiler zihinsel, davranigsal ve fiziksel bazi farkliliklar gosterir. Bu sendrom, her iki
cinsiyeti etkileyebildigi gibi diinyadaki tiim rk ve etnik gruplar1 da etkiler. Sitogenetik olarak
disilerde yaklasik 1/3500 ve erkeklerde 1/2500 oraninda goriiliirken, molekiiler diizeyde
disilerde 1/6000 ve erkeklerde 1/4000 oraninda goriiliir'.

FXS’lu hastalarin ¢ogunda ZG, uzun yiiz, biiylik disa ¢ikik kulaklar ve biiyiik testisin
bulundugu tipik Martin-Bell fenotipi goriiliir. FXS, X kromozomunun uzun kolunun ucunda
(Xq27.3'de) yer alan frajil bolge ile iliskilidir. Ozel kiiltiir sartlarmda frajil bdlgenin
sitogenetik goOriiniimii miimkiin olmaktadir. Buna ragmen, frajil bdlgenin goriilme orani
metafaz kromozomlarinda %50'den azdw?®. Frajil nokta degerlendirilen her metafazda
goriilmemektedir. Bu bdlgede yer alan folik asit yokluguna duyarli diger frajil bolgeler
(FRAXD, FRAXE ve FRAXEF), sitogenetik taniy1r giiclestirmektedir. Ayni zamanda,
premutasyon tasiyicilarinda sitogenetik inceleme yetersiz kalmaktadwr. Frajil bolgenin
olusumuyla ilgili olarak ileri siiriilen hipoteze gore, uyarilan kiiltiir sartlarinda frajil bolgenin
cogalmas1 giiclesmekte ve bu dizideki DNA eksik olarak kopya edilmektedir. Bunun
sonucunda; kromatinin yogunlagsmasi lokal olarak zarar gérmekte ve sitogenetik frajil bolge
ortaya ¢ikmaktadir’. Baslangicta, hastaligin X baglantili Mendeliyen kalitim gosterdigi ileri
stirilmiistiir. Ancak, frajil X pedigrilerinin detayli analizi sonucu hastaligin kalitiminin basit
Mendeliyen kalitimi ile uyusmadigi goriilmiistiir. Ciinkii, bu hastalikta X‘e bagli kalitimin
aksine kadm ve erkek her ikisi de tagiyicidir.

Sitogenetik analiz yerine giiniimiizde artik molekiiler DNA analizi kullanilmaktadir.
Clinkii, kesin tan1 molekiiler analizlerle konmaktadir. Normal bireylerde, Xq27.3 bandinda
yer alan FMR 1 geninin 5' ucunun I. ekzonunda 6 ila 54 CGG (sitozin, guanin, guanin) ti¢lii
niikleotid dizisi bulunur. Bazi bireylerde bu sayi, 50-200 arasindadir, premutasyona sahip
tastyici olan bu bireylerin zeka ve fenotipleri normaldir. Premutasyon, sonraki kusaklara
gecerken tam mutasyona doniisiim riski yliksek oldugu i¢in Oonemlidir. Tam mutasyonda,
CGG tekrar sayis1 200'den fazla olup, 1000 ya da 2000'e kadar ¢ikabilmektedir. Bu kisiler,
hastalikk fenotipini tam olarak gosterirler. Mozaik vakalarda, zigot olustuktan sonra
premutasyonlu halde bulunan hiicrelerden bir kismi1 mitoz sirasinda kararsiz hale gecer ise
tam mutasyon gelisebilir. Bu bireylerin fenotipleri hafif seyreder. Uglii tekrar sayis1, 200'den
biiyiik (CGG>200) oldugu durumda sitogenetik olarak frajil bolge gézlenebilmektedir.



FXS tanis1 koymak 6nemlidir bu sayede, hastaliktan etkilenen ¢ocuklarin risk altindaki
akrabalari; genetik danismanlik, tasiyict testi ve dogum Oncesi tani hizmetlerinden
yararlanabilir. Ayn1 zamanda etkilenmis ¢ocuklar, egitim, konusma, dil gelisimi ve davranig
gibi alanlarda uzman yardimi alabilirler. Yetiskinlerde ise FXS tanisi, bu kisilerin
karsilagtiklar1 belirli sorunlarin anlagilmasia ve yonetilmesine yardimei olabilir.

Bu nedenle ¢alismamizda; FXS 6n tanisi ile gelen ¢ocuklarda sitogenetik ve molekiiler
genetik analizler ile hastalik oranmni tayin etmek ve her iki analiz arasindaki uyumun

gosterilmesi amaclandi.



2. GENEL BILGI

2.1. TARIHCE

Ilk olarak, 1938 yilinda Penrose, kadinlarla karsilastirildiginda erkeklerdeki artmuis
zeka geriligi yogunluguna dikkat ¢cekmistir. 1943 yilinda Martin ve Bell adl1 arastiricilar, X'e
bagl kalitim gosteren zeka geriligine dikkat cektiler. Martin ve Bell, etkilenmis erkek
cocuklarin dedelerinin etkilenmemis olmasinda bazi baskilayic1 faktorlerin olabilecegi
hipotezini 6ne siirdiiler. ilk kez 1969'da Lubs, ii¢ kusakta etkilenmis kisileri gdsteren bir
ailede, X kromozomunun uzun kolunun ucunda, frajil noktaya dikkat c¢ekti, bu kromozoma
"marker kromozom" adin1 verdi ve X'e bagl zihinsel gerilige, bu bdlgenin ya da bu bolgeye
bagl ¢ekinik bir genin neden oldugunu ileri siirdii.

Sutherland (1977) ¢alismalarinda; daha 1yi bant elde etmek i¢in medium 199 yerine F-
10 kiiltiir medyumu kullandiginda, frajil X kromozomunu gésterememesi onun folatin kritik
roliinii kesfetmesine yol agti*. Sutherland ve arkadaslari, folat yoklugunda eksprese olan frajil
bolgeyi Xq27.3-q28 bdlgesi olarak belirlediler. Glover (1981), Tommerup ve arkadaslari
(1981) normal folik asit diizeyli medyuma fluorodeoksiuridin (FUdR) eklenmesi ile frajil
noktanin ekspresyonunun arttigini gosterdiler. Blomquist ve arkadaslar1 (1982) normal
kiiltiirlere metataraksat (MTX) ilavesi ile de ayn1 etkinin gézlemlendigini bildirdiler. 1983'te,
restriksiyon uzunluk polimorfizm (RFLP) analizleri ile baglayan DNA incelemeleri frajil X
ile G6PD ve hemofili B arasinda yakin bir baglant1 oldugu gosterildi. Oberle ve arkadaslari
(1991) RFLP analizlerinde en bilgi verici markerin Stl4 probu oldugunu bildirdiler. 1988'de
Thibodeau ve arkadaglar1 DXS51, F9, DXS98 ve DXS52 markerlar: ile frajil X bolgesi
arasinda baglant1 oldugunu gosterdiler.

Fryns (1982 ve 1984), frajil X bolgesinin, normal erkekler tarafindan aktarildigini
gosterdi. Johnson ve arkadaglar1 ise (1991) ayn1 sekilde genis bir ailede normal erkeklerden
kalitilan, frajil X sendromlu kisiler bildirdiler. 1991 yilinda Poustka ve arkadaglari, Xq27.3
bolgesinden telomere kadar olan bolgeyi kapsayan, 12Mb biiyiikligiindeki fiziksel haritay:
tanimladilar. Ayn1 y1l Yu ve arkadagslari, frajil bolgeyi iceren iki prob hazirlayarak YAC
(Yeast Artificial Chromosome) kiitiiphanesini taradilar. Frajil bolgeyi ve muhtemelen ilgili
geni icerdigini diisiindiikleri, 275kb uzunlugundaki insan DNA'smi igeren YAC" izole ettiler
ve geni 15kb'lik bir dizide saptadilar. Buradan elde ettikleri 15kb'lik bolgeyi, Eco RI ile
kestikten sonra elde ettikleri Skb'lik DNA parcasini izole ettiler. Bu parcayi, isaretleyip prob
olarak kullanarak frajil X'li kisilerde DNA dizisindeki yeniden diizenlenmeleri gosterdiler. Bu



yeniden diizenlenmelerde, arastirma yapilan dizinin boyunda artmalar oldugunu ve aile
icindeki bireyler arasinda da boyutlarda farkliliklar oldugunu gosterdiler. Oberle ve
arkadaslar1 (1991) da ayn1 yil, metilasyonun muhtemelen CpG adasinda oldugunu ve bunun
CpG adasinin ait oldugu genin iriiniinde eksiklige yol agtig1 ve boylece hastalik fenotipinin
ortaya ¢iktigimi ileri siirdiiler. Iki probla (StB12.3, F33) yaptiklar1 calismada, bu CpG adasmin
frajil bolgenin i¢cinde ya da ¢ok yakininda oldugunu gosterdiler. DNA'daki degisikliklerin,
550b¢'lik zengin GC igeren bolgede oldugunu agikladilar’. Fenotipik olarak normal olan
tastyici erkeklerde, 150-500b¢ uzunlugu oldugunu ve bunlarin bu par¢a uzunlugunu kizlaria
hi¢ degismeden veya ¢ok kiiciik degisiklerle kalittigin1 bildirdiler. Ayn1 sekilde, Vincent ve
arkadaslar1 (1991) ile Bell ve arkadaslar1 (1991) da frajil X geni yakmlarinda DNA
metilasyonunda artis oldugunu ve bu bdlgelerde tekrarlayan CpG adaciklart oldugunu
gosterdiler.

Verkerk ve arkadaglar1 1991 de, ilk kez FMR 1 geninin ¢cDNA'sm1 pozisyonal
klonlama ile izole ettiler ve frajil bolge mental retardasyon (FMR 1) terimini kullandilar.
Richard ve Sutherland (1992) yaptiklar1 ¢aligmada, frajil X sendromunda CGG tekrar sayisi
artisl, Kennedy hastalig1 ile miyotonik distrofide ise AGC tekrarlar1 oldugunu ve bunlarin
"dinamik mutasyon" 6zelligi tasidigini acikladilar. Eichler ve arkadaslar1 (1993), ekzon-ekzon
PCR restriksiyon analizi ile FMR 1| geninin toplam 38kb'lik 17 ekzon'dan olustugunu ve
dizileme caligsmalar1 ile de ekzon-intron smirlarini belirlediler. Ayrica, FMR I'de alternatif
kirpilma goriilebilecegine dikkat ¢ektiler. Ashley ve arkadaslar1 (1993) ise sicanda insan FMR

1 genine homolog gen bdlgesini tanimladilar ve cDNA'sin1 izole ettiler.
2.2. FRAJIL X SENDROMUNUN GENETIGI

Frajil X sendromundan sorumlu olan gen, X kromozomu iizerinde yer aldig1 halde bu
sendromun kalitim1 klasik X'e bagl kalitim modeline uymamakta ve ¢cok 6zgiin karakterler
gostermektedir. Sherman ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada (1985); frajil X
sendromlu bireylerin ailelerinde yapilan pedigri analizlerinde hastaligin, goriilme oranlari
arasinda 6nemli farkliliklar gézlenmistir. Klinik olarak etkilenmis ve sitogenetik olarak pozitif
erkek olgularm annelerinin ve babalarmin fenotipleri ve sitogenetik sonuglar1 normal bulundu.
Normal tastyict erkek (NTE) olarak isimlendirilen bu erkeklerin erkek ¢ocuklari normal iken,
kizlarin erkek cocuklarmnin %79'unda ve erkek kardeslerinde %18 oraninda hastalik riski
oldugu bildirildi. Bu durum, Opitz (1986) tarafindan "Sherman paradoksu" olarak tanimlandi.

Sherman ve arkadaslarinin (1988) yaptiklar1 diger bir ¢alisma sonuglarma gore; frajil X



tasiyicis1 annelerin fenotipine bagh olarak da zeka geriligi risklerinin degistigi, zeka gerili bir
tastyicinin oglunun zeka geriligi olma olasiligiin %350, buna karsin kiz cocuklariin hastalik
riskinin %28, normal tastyict kadinlarin erkek ¢cocuklarmin hasta olma olasiliginin %38 ve kiz
cocuklart i¢in riskin %16 oldugu bildirildi.

Frajil X geninin molekiiler yapisinin belirlenmesi ile "Sherman Paradoksu"
aydinlanmis oldu. Frajil X mutant genini tasiyan kizlar ve anneleri, saglam bir X
kromozomlar1 oldugundan hastaliktan erkekler kadar etkilenmezler. Ancak, saglam X
kromozomunun rastgele inaktivasyonuna bagli olarak, yaklasik {icte birinde Ogrenme
giicliikleri, zeka geriligi, davranis bozukluklar1 ve otistik benzeri semptomlar goriilmektedir.
Bu sendromun etkileri her kusakta artarak devam etmektedir. Vakalarin biiylik bir kisminda
frajil X sendromu, "FMR 1" (Frajil X Mental Retardasyon 1) olarak adlandirilan genin I.
ekzonunun ifade edilmeyen 5'ucundaki CGG tekrarmm artisi ile olusmaktadir®. FMR 1 geni,
icinde 17 ekzonu olan yaklasik 38kb'lik bir bolgeyi kapsar. Tekrar sayis1 200 kopyanin
iizerinde oldugu zaman FMR 1 mRNA diizeyleri ve protein ifadesi azalir veya hi¢ olmaz. Gen
ifadesindeki bu degisim, FMR 1 geninin 5' ucundaki 5'-CpG-3' diniikleotidlerindeki
sitozinlerin metilasyonu ile iligkilidir. Yapilan calismalar sonucunda; FMR 1 gen iiriinii olan
FMRP'nin (Frajil X Mental Retardasyon Proteini) bir RNA baglanma proteini oldugu
belirlenmistir. FMRP sitoplazmada lokalize olan bir proteindir’. Northern analiziyle, genin
insan dokularinin ¢cogunda beyin, testis, plasenta, akciger, bobrek ve kalpte eksprese oldugu
gosterilmistir. Frajil X sendromunda, FMR 1 genindeki hasarlarin i¢inde, delesyonlar ve nokta
mutasyonlar1 da hastalik ile iligskilendirilmistir. Bu sekilde, etkilenen bireylerin hiicrelerinde
FRAXA bolgesinde tekrar artis1 ve metilasyon olmadigindan sitogenetik frajil bolge ifade
edilemez. Nadir gozlenen delesyonlar ve nokta mutasyonlari, molekiiler genetik yontemler ile
belirlenir. Sendrom, de novo olarak da ortaya ¢ikabilmektedir.

Frajil X sendromunun prenatal tanisi, tasiyict tayini ve klinik tamisinda uygulanan
DNA testi kisa siirede yapilabilmesi ve ekonomik olusu nedeniyle sitogenetik testten daha
kullanmighdir. Ayrica, sitogenetik teste gore daha giivenilir, ¢iinkii tasiyicilarda ve nadiren,
CGG sayisinin artmasina ragmen metilasyonun olmadigr etkilenmis bireylerde sitogenetik
anomali goriilmez. Boyle kisiler ancak DNA testi ile belirlenebilir®. Frajil X'in molekiiler
tanis1 PCR ve Southern blot ile yapilmaktadir. PCR ile normal ve premutasyonlu bireyler,
Southern blot ile premutasyonlu ve full mutasyonlu bireyler belirlenmektedir. Southern blot
ozellikle tam mutasyonlarin tayini i¢in zorunlu olan bir metoddur. FMR 1 geninin 5' ucunda

bulunan CpG adasimnin DNA metilasyon analizi, dogum sonrasi teshiste ilave bir analiz olup



FMR 1 geninin baskilanmasini belirlemeye yardimei olur. Bu durum tam mutasyonlularda

meydana gelir.

Frajil X sendromu i¢in 6zgiil bir tedavi yoktur. Ancak, tibbi tedavi konusma tedavisi,
ozel egitim, ugrasi tedavisi ve spor calismalar1 gibi uygulamalar hastaligin semptomlarmni
hafifletir. Yaygin olarak yapilan aile testleri ve genetik danigmanlik bu hastaligin sikliginin

azaltilmasi i¢in gereklidir.

2.3. GORULME SIKLIGI

X'e bagh zeka geriligi icinde %40 ile ilk sirada yer alan bu sendromun yogunlugu
1982 wyilinda, sitogenetik analiz sonuglarima dayanilarak, erkeklerde 0.5/1000 olarak
bildirilmistir. Demirhan ve arkadaslar1 (2003) bolgemizde, zeka geriligi olan ¢ocuklarda
yaptiklar1 sitogenetik analiz sonuglarma gore frajil X oranim %11.7 olarak bildirmislerdir*'.
1996 yilinda, molekiiler verilerle yapilan bir calismada ise prevalansin erkeklerde 1:4000,
kadmnlarda 1:6000 oldugu bildirildi. Bu calismalardan, sitogenetik olarak pozitif tani alan
olgularin yaris1 molekiiler tam1 yontemlerle dogrulanmakta oldugu ortaya cikmaktadir.
Rastgele sec¢ilmis bireylerde yapilan molekiiler bir ¢alismada, frajil X geni premutasyon
prevalansi erkeklerde 1:500 ve kadinlarda 1:250 olarak gésterilmistir9. Rastgele se¢ilmis 3458
yeni doganda frajil X gdsterilemezken, zeka gerili olgularda siklig1 %I-2 oraninda, 6zel egitim
alan zeka geriligi olan olgularda %3-5, otistik ¢cocuklarda ise %10 oraninda bulunmustur.
FMR 1 geninde, frajil bolge tekrarlarinin kararliliginda rol aldigmna inamilan AGG fgliisii,
normalde polimorfiktir. Bu tclii, CGG tekrarlarmi birkag kez kesintiye ugrattigi, ii¢liiniin
yoklugu ise CGG tekrar artigina egilimi arttirdigi goriisii yaygin olarak kabul gérmektedir.
Diinyanim ¢esitli bolgelerine ait 9 farkli populasyonda otomatik DNA dizileme iglemi ile 345
kromozomun CGG tekrar uzunluklariyla ilgili yapilan bir calismada, FMR 1'in bu bélgesinin
olduk¢a heterojen oldugu gosterilmistir. Bu calismada, Amerikan allellerinin 7000 yil
boyunca 3 adet AGG tekrarmi korudugu, Afrika yerlilerinin AGG tekrarlarini genelde

kaybetmelerine ragmen CGG tekrarlarinin yapisinin stabil kaldigi bulunmustur.

2.4. KLINIK BULGULAR

Zeka geriligi, belirgin kulaklar, uzun ince bir yiiz, davranis bozukluklari, pubertal
donemden itibaren makroorsidizm ile karakterize bu sendrom, olgularin disi veya erkek olusu
erkeklerin premutasyon veya tam mutasyon tasimalari ile yeni dogan, ergenlik 6ncesi ya da

sonrast donemde bulunmalarina goére klinik bulgular agisindan degiskenlik gdsterir. Mozaik



ya da tam mutasyon tastyicist erkek hastalarmn tiimiinde zeka geriligi s6z konusudur. Frajil X
sendromunun yeni dogan donemde tanisi ¢ok zordur. Bu olgularin, dogum kilosunun normal
kardeslerine gore daha fazla ve bas ¢evresinin normalin iistiinde oldugu bildirilmektedir'’.
Goz etrafindaki sislik ve hipotoni en 6nemli diger bulgulardir. Ayrica, frajil X yenidoganlarin
yarik dudak, yumru ayak, dogumsal kalga ¢ikig1 ve fitik i¢in artmus riskleri oldugu ve bu
bulgularin frajil X sendromundaki bag dokusu displazisi ile iligkili oldugu diistiniilmektedir.
Fryns ve arkadaslar1 (1988), apne ve solunum giicliigiiniin yol agtig1 ani bebek 6liimlerinin sik
oldugunu bildirmislerdir. Frajil X pozitif bebeklerin ¢ogunda sinirlilik, kucaga alinmaya-
dokunmaya kars1 asir1 hassasiyet ve beslenme giicliigii oldugu gézlenmistir.

Ergenlik Oncesi erkeklerin fizik muayenesinde en dikkat cekici 6zellik dengesiz
olmayan belirgin ya da biiyiikk 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 ¢ukurlagsma s6z konusudur. Uzun ve dar yiiz puberte Oncesi bireylerde
nadiren goriliir. Metakarpoflangeal eklemlerde hiperekstansibilite sik rastlanilan (%60) diger
bir bulgudur. Genellikle tiim ligamentlerde anormal bir gevseklik bulunabilir. Diiztabanlilik
olgularm %50'sinden fazlasinda ve gogiisteki hafif bir pektus ekskavatus deformitesi ise %43
oraninda goriliir. Deri biyopsilerinin mikroskobik incelemesinde anormal elastin fibril
yapilarina rastlanmstir.

Ergenlik oncesi donemdeki cocuklarin 1/3'iinde testis hacmi normalden fazladir.
Prepubertal erkeklerde anlamli bir makroorsidizmden bahsedilebilmek i¢in testis hacminin 4
ml'den fazla olmasi gerekir. Frajil X sendromunun, epilepsi hastalarinin  %20'sinde
gozlenmesine ragmen, nedeni heniiz kesin olarak bilinmemektedir. Serebellar vermis'deki
hasarmm olgularda yaygin olarak goriilmesinin etiyolojisinin de etken olabilecegi
varsayilmaktadir. Ayrica, serebellumdaki baslica ndrotransmitter olan gamaaminobutirik
asitin (GABA) reseptor alt iinitesi geninin, Xq27.3'deki frajil bolgeye yakin olarak bulunmasi
ve bazi1 epilepsilerin patofizyolojisinde GABA noronlarinin  baskilanma eksikliginin
bulunmasi, frajil X mutasyonunun GABA reseptor alt iinite geninin fonksiyonunu da
etkiledigini diistindiirmektedir.

Okul Oncesi donemlerde daha hafif olan zeka geriligi ergenlik ve sonrasinda
belirginlesir. Etkilenmis erkeklerde zeka diizeyleri, 6grenme giicliigii olan normal zeka
diizeyinden agir zeka geriliklerine kadar ¢esitlilik gosterir. Rousseau ve arkadaglarinin (1994)
274 tam mutasyon tasiyicisi erkekte yaptiklari calismada olgularm %87'sinde orta-agir

derecede zeka geriligi oldugu gozlenmistir.



Fiziksel bulgulara oranla davranis bulgular1 ergenlik Oncesi donemde tanida daha
yardimeidir. Iki yas civari cocuklarda konusma geriligi ve hiperaktivite dikkat ¢eker ve aileler
genellikle bu nedenle doktora basvururlar. Hiperaktivite daha ¢ok ergenlik doneme ait bir
bulgudur ve ilerleyen yasla azalir. Konusma; zorlayici, dagmik, tekrarlayici, kekeleyerek ve
patlayici bir tarzdadir. Dokunmaya asir1 duyarlilik, dikkat siiresi azligi, huzursuzluk, zayif goz
kontagi, ¢ekingenlik, sosyal uyumsuzluk, aglarken ya da sinirlendiginde el 1sirma, el ¢irpma,
utanma ve stereotipik hareketler gibi otistik bulgular yaygindir. Otistik bulgular, pubertal
erkeklerin 6nemli bir kisminda olmasina ragmen otizm, frajil X erkeklerin yaklasik %16'sinda
goriiliir. Buna karsin, otistik erkeklerde yapilan frajil X sendromu taramasinda, sendrom %10
oraninda saptanmistir. Demirhan ve arkadaslar1 (2003) bolgemizde, zeka geriligi olan
cocuklarda yaptiklar1 sitogenetik analiz sonuglarina gore frajil X oranmi %11.7 olarak
bildirmislerdir*'. Bu nedenle, etiyolojisi bilinmeyen otizm veya zeka geriligi olgularinn frajil
X sendromu agisindan degerlendirilmeleri 6nerilmektedir.

Prepubertede gozlenen fiziksel bulgular bu dénemde daha da belirginlesir''. Kulaklar
biiyiik, alin yiliksek, ¢ene belirgin ve yliz gorliniimii ince, uzun ve dardir. Biiyiikk belirgin
kulaklar ve olgularin %80'inde biiyiik testisler gozlenir. Biiylik testisler, postpubertal
donemde testikiiler hacmin 30 ml'den daha fazla olmasi ile tanimlanir. Tipik olarak, yetigskin
frajil X erkeklerin testis hacmi 50-60 ml olmasina ragmen 100 ml'lik testis hacmine sahip
hastalarda bildirilmistir. Biiytik testisler, bu sendromda siklikla goriilmekle birlikte 6zgiin bir
bulgu degildir. Arastirmalar, zeka geriligi olan erkeklerde biiyiik testisler siklig1 %29 gibi
yiiksek bir oranda oldugunu ve biiyiik testisli erkeklerin sadece %4-27'sinin frajil X pozitif
oldugunu gostermistir. Belirgin zeka geriligi olan frajil X sendromlu erkekler nadiren ¢ocuk
sahibi olurlar. Makroorsidiye, ikincil gelisen spermatogenezde azalma, bozuk spermatitlerin
artis1 ise fertilitenin azalmasina yol agmaktadir. On sekiz yasin iizerindeki 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. Zeka gerilik
ve Ogrenme giicliigli bu donemde daha da belirginlesmistir ve etkilenmis olgularm IQ
degerleri degiskenlik gosterir. Postpubertal donemde hiperaktivite azaldigi icin frajil X'li
hastalar daha sakindir. Konugsma bozuklugu ve otistik davraniglar bu donemde de gozlenir.

Premutasyon tasiyicisi erkekler normal zeka diizeyine sahip olup klinik bulgu gostermezler.



2.5. FRAJIL X SENDROMU’NUN MOLEKULER MEKANIZMASI

Son yillardaki bulgular ile insan gen hastaliklarina neden olan, tekrarlayan ti¢lii tekrar
dizilerine sahip olan genlerin, sadece mayozda degil ayn1 zamanda mitoz sirasinda da yiiksek
diizeyde kararsiz oldugu belirlenmistir. Bu tekrarlayan dizilerin ¢ok sayida artmasi dominant
bir mutasyonla olusur. Frajil X sendromu, Huntington ve Miyotonik distrofi bu tip
mutasyona en iyi drneklerdir'.

Frajil X geninin yerinin tam olarak belirlenmesi, birka¢ laboratuvarin ¢aligmasi ve
bircok denemeden sonra, 1991'de yapilmistir. Mandel ve Davies'in laboratuvarinda, bagimsiz
olarak klonlanan bir bdlgenin frajil bolge icinde yer aldigi belirlenmistir. Arastiricilar, yapay
maya kromozomlarmi (YAC) kullanarak X kromozomu iizerinde frajil bolge ve iki yanindaki
komsu bolgeleri de i¢ine alan yaklasik 270 kb'lik bir bdlgeyi klonlamislardir. CpG adasinin
oldugu bolge siklikla bir promotorun varligini ortaya koymakta ve genellikle eksprese olan
gen dizisinin yaninda bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar, DNA'nin CpG bélgesinin etkilenmis
frajil X erkeklerde, ¢cok fazla metillenmis oldugunu fakat normal etkilenmemis erkeklerde
metillenme olmadigini gosterdi. Oostra, Nelson ve Warren'in gruplar1 ortaklasa caligarak,
frajil X genini klonlamay1 basardilar. Gen, FMR 1 olarak adlandirildi. X kromozomuyla ilgili,
frajiliteye ve zeka geriligine yol agan ilk gen oldugu icin bu gen FMR 1 olarak

adlandirilmistir'>".
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Sekil 1. FMR 1 geninin yapis1

FMR 1 geni, icinde 17 ekzonu olan yaklasik 38 kb'lik bir bolgedir. CGG tekrar
bolgesi, genin 1. ekzonu i¢inde ve CpG adasinin 250 bg¢ asagisindadir. Bu bolge, frajil X
sendromlularda anormal olarak metillenmis olup FMR 1 geninin promotoru olarak gérev
yapmaktadir. FMR 1 genindeki CpG adasinin metilasyonu, genin inaktive olmasina neden
olmaktadir'®. Genel olarak DNA metilasyonu, X inaktivasyonunda ve farklilasmasmda rol
oynamaktadir. FMR 1 'de dikkate deger bircok 6zellik vardir. Cogunlukla, CGG iceren degisik
sayidaki tUclii ntikleotid tekrarlar1 5' uca yakim baslar. Bu tekrar bdlgesinin geniglemis hali
etkilenmis erkek ve kadnlarda bulunur. Translasyonun basladig1 bolge CGG tekrar bolgesinin
69 b asagisinda yer alir.

FMR 1 geninin ¢ok sayida tiiriin yapisinda, yiiksek diizeyde korundugu bulunmustur.
Bunu; insan ¢cDNA'si, yuvarlak solucan (Caenorhabditis elegans), maya (Saccharomyces
cerevisiae), tavuk, tavsan, hamster, sigir, domuz, maymun, goril ve sempanzelerden elde
edilen genomik DNA'lar ile yapilan hibridizasyon ¢aligsmalar1 agik¢a géstermektedir. FMR 1
geni, sitoplazma ve niikleus arasinda harekete karistigi belirlenen c¢ekirdek translokasyon

sinyali i¢in bir konsensiis dizisine (KKXK) sahiptir'”. Genin hiicre sitoplazmasi ve niikleus
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arasinda RNA translokasyonu ile ilgili olabilecegi belirlenmistir. Baslangicta genin yapisi,
fonksiyonu ve bilinen bir gen ile iliskisi olup olmadig1 bilinmiyordu. Birka¢ yil sonra, FMR 1
geni proteininin (FMRP), baz1t KH domainleri ve RGG kutularina sahip oldugu belirlenmistir.
Bu diziler, RNA'ya baglanma bolgeleri olarak tanimlanmaktadir. Ashley ve Warren (1995)
adli arastiricilar izole ettikleri proteinin kendi mRNA'st da dahil olmak iizere beyin
mRNA'sinin %4'iine baglandigimi gostermislerdir'.

Eriskin bir omurgali hiicresinin genomunda, CpG diniikleotidlerindeki sitozinlerin (C)
%60-90'1t DNA metiltransferaz tarafindan metillenmistir. DNA metilasyonu, gen aktivitesini
diizenlemektedir. Bundan bagka DNA metilasyonu, X inaktivasyonu ve farklilagsmada rol
oynar. DNA metilasyonu i¢in one siiriilen ilging bir goriise gore; metilasyon yer degistirebilen
elementler gibi genomik parazitlere kars1 genomu korumak i¢in metazoalarda bir savunma
mekanizmasi olarak gelistirilmistir. Saccharomyces cerevisiae ve Drosophila melanogaster'in
genomlarinda CpG metillenmesinin hi¢ olmadig1 ve onlarin yasamlarmi metilasyon olmadan
devam ettirdikleri belirlenmistir. DNA metilasyonuna bagli gen diizenlenmesi, hiicre
bolinmesi veya metazoalarin gelisiminde esas olarak zorunlu degildir. Cilinkii, bu
organizmalarda diger gen diizenleme mekanizmalart DNA metilasyonu eksikligini telafi
etmektedir.

Farelerde; primordial germ hiicreleri, embriyonal kok hiicreleri ve blastosistlerde, ayni
sekilde hiicre siklusu ve boliinmesi sirasinda metilasyonun olmadig: belirlenmistir. Bununla
beraber, embriyonik kok hiicreleri ilk kez farklilagsmaya basladiginda normal DNA metilasyon
diizeyleri, hiicrenin yasami i¢in zorunludur. CpG ikili niikleotidlerinin de novo metilasyonu
diizenlenmis bir islemdir. Embriyoda, normal DNA metilasyon diizeyleri, gastrulasyon
sonrast gelisim i¢in gereklidir, DNA metilasyonunun, memeli embriyonik germ hiicrelerinin
yasam siirecinde 6nemli bir roliiniin olmadigmni, fakat somatik hiicrelerin farklilagsmasinda
onemli bir role sahip oldugunu 6ne siirmiistiir. Omurgalilar gibi kompleks organizmalar, ¢cok
sayida dokuya Ozgii genler icerir. DNA metilasyonu, bu genlerin siirekli olarak ifadesini
engellemek i¢cin mekanizmalar saglar.

Frajil X sendromunun patogenezinde, FMR 1 promotorunun hipermetilasyonunun
kritik roliinii belirlemek amaciyla, erkek frajil X hastalar1 lenfoblastoid hiicre dizilerinde in
vitro bir ¢alismasinda; 5-azadeoksisitidin (5-azadC) kullanilarak hipermetillenmis FMR 1 gen
bolgesi demetile edilerek yeniden aktive edilmis ve spesifik mRNA ve protein iiriini
gosterilmistir'’. Ayrica, promotorun demetile olup olmadigi metilasyona duyarl enzimler ile

yapilan restriksiyon analiziyle de belirlenmistir. Elde edilen bu bulgular, tam mutasyonlu
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fakat metillenmemis FMR | genine sahip IQ diizeyleri normal olan erkekler i¢in de 6nemli bir
aciklama getirmistir.

Tekrar sayis1 230 civarinda iken, biiylime bolgesinden yukarida bulunan CpG adas1 ve
biliylime bolgesi hipermetilasyona ugramaktadir. Hipermetilasyon, cok sayida tekrar iceren
FMR I'in baskilanmasina ve DN A'nin metile duyarl: restriksiyon enziminden korunmasina yol
acmaktadir. Kopya sayisimin saptanmasi ve gen aktivitesinin bir belirteci olan metilasyonun
calisilmasi ile fenotip belirlenebilmektedir. CGG tekrar sayis1 kritik bir kopya sayisindan
sonra kararhigin1 kaybetmektedir. Kopya sayisi, ebeveynden ¢ocuga gecerken degismektedir.
Bu degiskenligi tanimlamak ic¢in kullanilan "Dinamik Mutasyon" terimi, ilk mutasyonun
gelecekte baska degisimlerin kaynagi oldugunu anlatmaktadir. Normal kopya sayisindan tam
mutasyona degisim, klasik mutasyonlardaki tek agsamali olayin tersine ¢cok asamali bir siirecle
olusmaktadir.

Frajil X sendromuna neden olan CGG tekrar sayis1 artiglarindaki mekanizma, bu giine
kadar tam olarak anlagilamamistir. CGG tekrar sayisindaki artisin bir sonucu olarak anormal
metilasyon, embriyogenezin ilk asamalarinda olmaktadir ve FMR 1 geninin transkripsiyonunu
baskilamaktadir'"'®. Tam mutasyonlu frajil X hastalarmm artmis CGG sekanslarinda somatik
mozaisizm Southern Blot ile gosterilmektedir. Bu durum, lokusun tek bir dokuda da olsa
farkli uzunluklarda polimorfik yapilara sahip olabilecegini gosterir. Ayni sekilde, farkli
dokular arasinda da mozaisizm gozlenmistir. Kararsizlikta, iki mozaisizm tipi olarak ortaya
cikar. Birincisi, mutasyonal mozaisizmdir; bazi hiicreler tam mutasyonlu olup metillenmistir,
bazi hiicreler ise premutasyonlu olup metillenmemislerdir. Boylesi kisilerin fenotipi,
mutasyonun tuttugu doku tipine baglh olarak degismektedir. Mutasyonal mozaisizmlerin bazi
nadir tipleri normal sayida kopya igermektedir. Ikinci tip ise, metilasyon mozaisizmdir; kopya
sayisi tipik tam mutasyon gibidir ancak, biitiin hiicrelerde metilasyon yoktur. Bu mutasyon
tipt oldukca nadirdir. Genelde, tam mutasyon diizeyinde CGG tekrar sayisma sahip
olmaktadir. Bu olgulara, gende metillenme olmadigindan yiiksek fonksiyonlu erkekler adi
verilmistir. Bu durum, tam mutasyona ragmen FMRP 1 proteininin ekspresyonunu
aciklamaktadir. Frajil X sendromunun Ozelliklerinden birisi de mutasyonal homojenite
gostermesidir.

Frajil X sendromu olgularinin %95'inde rastlanan mutasyon sekli genin 5' ucunda
bulunan icli CGG tekrarlarinda meydana gelen sayisal artis mutasyonudur. Dinamik
mutasyon seklinde olusan artis, en az 2 kusak boyunca siirmekte ve kritik degerin iistiine
ciktiginda gende ve promotor bolgedeki CpG adasinda hipermetilasyona neden olmaktadir.

Tekrar sayisindaki artis, kadinlardan ¢ocuklarina gecerken olusmakta, erkekten cocuklarina
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gecerken ya ¢ok kiigiik diizeyde ya da hi¢ olmamaktadir. CGG tekrar sayisinin normalde
kararl oldugu (5-55), kararliligin bozulmasi ile artisin bagladig1 ve en az iki kusak sonras1 200
tekrara ulastiginda hastalik fenotipinin ortaya ¢iktigi goriilmektedir. 52-200 tekrar arasina
premutasyon, 200'den biiyiik sayidaki tekrarlara da tam mutasyon ad1 verilmektedir.
Mutasyon mekanizmas1 hakkinda cogalma kayma teorisi ileri siiriilmiistiir. Bu
mekanizmaya gore; ¢ogalan zincir, CGG bolgesinin ¢ogalmasi sirasinda belli bir artistan
sonra, bir loop olusturarak ayni bdlgeyi tekrar ¢gogaltmaktadir. Tipik frajil X fenotipi gdsteren
bir olgu, folatsiz Kkiiltiir ortaminda sitogenetik olarak incelenmis ancak frajil bdlge
gozlenememistir. Bu olguda, yapilan mutasyon analizi ¢alismalari, T-A transversiyonu ile
kodon 367'deki ATT'min, AAT'ye doniistiigu gostermistir. Frajil X acisindan hi¢ bir fenotipik
bulgusu ve zeka problemi olmayan anne, kardes ve yegenlerde bu mutasyona rastlanmamastir.
Bu vaka allelik varyant olarak degerlendirilmistir. Bir bg'lik kayip ve iki bg'lik degisim
gozlenen, iki ayr1 olguda da FMRP'de fonksiyon kaybi oldugu ortaya konulmustur. Bir bg'lik
kayip gozlenen hastada CGG tekrar sayis1 25 olarak bulunmus, yapilan mutasyon analizi
caligmalar1 ile ekzon 5'de +373 pozisyonundaki A bazmmn yok oldugu, okuma kalibinin
kaymasi ile de transkripsiyonun erken sonlandirildig1 anlasilmustir. Iki bg'lik degisme igeren
bir mutasyon, ileri yastaki frajil X fenotipli bir erkek hastada gosterilmistir. Bu mutasyon
ekzon 2'de meydana gelen (GG-TA degisimi) kirpilma yerinin degismesine sebep olmus, RT-
PCR analizi ile cer¢eve kaymasma neden olan bir mutasyon olustugu ve 2. ekzondaki

aminoasitlerin bir béliimiiniin {iriinde kayboldugu anlasilmistir.

2.5.1. FMR 1 GENIi ve FRAJIL X MENTAL RETARDASYON PROTEINi ( FMRP)

Yaklasik, 38 kb'lik 17 ekzon igeren FMR 1 geni, 4.4 kb'lik bir mRNA kodlar ve bu
mRNA 70 kDa'luk proteini sentezler'. Ashley ve arkadaslar1 (1993), sicanda insan FMR 1
genine homolog gen bolgesini tanimladilar ve cDNA'y1 izole ettiler. Homolog CGG tekrari
dahil, ¢ok biiyiikk bir dizi benzerli§i gdsterdigini gozlemlediler. Insan ve fare beyninde
yaptiklar1 caligmada, FMR 1 geninde alternatif kesilmeler saptadilar ve bunlarin bir tanesinde
proteinin karboksil terminal ucunda, bir yap: degisimi gozlemlediler. Bagka bir ¢aligmada,
FMR 1 proteinindeki riboniikleoprotein domainini tanimlandi ve RNA'min bu domainine
sitokiyometrik oranlarda baglandi gosterildi. Bu calismada, FMR 1 proteininin molekiil
basina iki RNA baglama bolgesinin oldugu ve FMRP'nin kendine 6zgii mesaj varliginda,

hedefi olan RNA'ya yiiksek ilgi ile baglandig1 gosterildi.

13



FMR 1 proteininin amino asit dizisindeki bazi motifler ile daha 6nceden tanimlanmis
olan hnRNP K proteinindeki KH domaini ve hnRNP U proteinindeki RGG (arg-gly-gly)
kutusunun benzerlik gosterdigi, KH domaini ve RGG kutusunun, hnRNP'nin pre-mRNA'ya
baglanmada rol oynayan fonksiyonel motifler oldugu gosterildi. Yiiksek doz
konsantrasyonlarda FMR 1 proteini, in vitro kosullarda bilinen diger RNA'ya baglanan
proteinler gibi RNA es polimerlerine baglanmaktadir. FMR 1 proteini, iki KH domaini igerir
ve her biri ortalama 50 aa. uzunluktadir. KH domaini; maya, drosophila, E-coli, tavuk ve
memelilerde B-1-G-X-X-G-X-X-B ortak dizisini igerir. KH domaininin 6nemi, frajil X
sendromuna yol agan FMR 1 geninin protein iiriinlindeki KH domainin korunmus dizilerindeki
nokta mutasyonlar1 gozlenerek degerlendirilmistir.

FMR 1' deki ikinci motif olan RGG kutusu, hnRNP U proteininin RNA ya baglanma
aktivitesini gosteren kismudr®®. FMR 1 proteini, bir cok dokuda gdsterilmistir. Fetus
olgunlastikca, beyin ve testisler hari¢ diger dokularda azalmaktadir. Merkezi sinir sistemi ve
testisler, fetal yasamda oldukca yliksek ekspresyonun goriildiigli ve eriskin yasamda da
sirdiigi dokulardir. RNA baglanmasinda KH domain'in roliiniin ortaya ¢ikarilmasi igin;
hnRNP K ve FMR | KH domainlerinde yonlendirilmis mutasyon teknigi ile yapilan
calismalarda, baglanma etkinliginde azalma gozlenmistir.

FMR 1 proteininin, daha ¢ok sitoplazmada lokalize oldugu ancak bazen ¢ekirdekte de
bulundugu belirlenmistir. FMR 1 proteini, ribozomlarla iliskili oldugu bilinen fakat
fonksiyonu kesin olarak bilinmeyen bir RNA baglanma proteinidir’**. Sukroz yogunluk analizi
ile FMRP ribozom iliskisinin RNA bagimli oldugu gdsterilmis ve FMRP, EDTA islemini
takiben riboniikleoprotein partikiilleri i¢inde bulunmustur®’. Bu calismaya gore FMRP, bir
cekirdek lokalizasyon sinyali ve bir de ¢ekirdek eksport sinyali igerir. RNA baglanma 6zelligi
ribozomlar 1ile iligkilidir. Bu veriler birlestirildiginde, FMRP 6nce riboniikleoprotein
partikiilleri i¢inde toplanarak ¢ekirdege girer, bunu sitoplazma i¢ine tasinma takip eder ve
ribozomlar ile baglanti kurar. FMR 1'in ekspresyonunun hiicre siklusunu diizenlemedigi
ancak FMRP'nin house-keeping fonksiyona sahip olabilecegi one siiriilmektedir. Fareler
iizerinde yapilan calismada, FMRP'nin poliribozom translasyonunda mRNP'ler ile iliskili
oldugu belirlenmis ve FMRP'nin mRNA kompleksleri ile etkilesime giren bir mRNA

saperonu oldugu one siirtilmiistiir.
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2.6. TANI YONTEMLERI

Frajil X sendromuna neden olan genin klonlanmasmdan sonra bunun kararsiz iiglii
niikleotid tekrar sayisinin artmasindan kaynaklandigi gosterilmis ve bunu takiben sitogenetik

testin yerini molekiiler test almistir.

2.6.1. SITOGENETIK ANALIZ

Frajil X sendromunun karekteristik sitogenetik bulgusu olan X kromozomunun uzun
kolunun terminalinde q27.3 bant bolgesinde yer alan, kirilmaya egilimli noktaya
kromozomdan ayri ya da bir ucundan kromozoma bagl kiigiik bir parca veya iki kromatit
iizerinde bir bogum, boya almayan bir aralik bigiminde gériilir**. Cok daha ender olarak, bu

nokta triradial figiir, kayip ya da asentrik bir par¢a biciminde de ortaya ¢ikabilir (Sekil 2).

Sekil 2. X kromozomunda sitogenetik frajilite

Kromozomlar iizerinde sitogenetik analiz ile goriilebilen frajil bolgeler
rekombinojeniktirler. Frajil bolgenin oldugu yerde, DNA ge¢ veya eksik cogalmaktadir. Frajil
bolge Xq27 i¢in One sliriilen mekanizmalardan biri bu bdlgenin ge¢ ¢ogalmasi olusudur.
Drozofilla kromozomlarinda frajil bolgeler, replikasyonda geciken veya eksilen bolgelerde
meydana gelir. Kromozom yogunlasmasi gec replike olan bolgede tam degildir. Bu durum
kromozom gap'ma (kromozom iizerinde aralikli bdlge) yol agar’***. Xq27'de goriilen frajil

bolge sendrom ile iliskilidir. Frajil bolge, X'in uzun kolunun telomerik ucuna yakindir ve
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frajil bolgede ¢ok kiiciik asentrik parcanin kaybmi gérmek zordur. Bununla beraber, ara sira
gozlenmektedir. X {izerinde frajil bolgenin belirlenebilmesi biraz subjektiftir ve deneyimli bir
gozlemciye ihtiya¢c duyulur. Frajil bolge ¢alismalari, 151k mikroskobu kullanilarak metafaz
kromozomlar1 iizerinde yapilir. Frajil bolge, FRAXA, elektron mikroskobu ile incelenmis ve
frajil bolgede distal fragmentin 25 nm'lik iplik ile kromozomun proksimal segmentine
yapigmakta geri kaldig1 gozlenmistir (Sekil 3).

Frajil X sendromunun belirlenmesinde sitogenetik analiz daima kesin sonu¢ vermez.
Ciinkii, mutant genin gectigi premutasyonlu erkekler ve kadinlarda frajil bolge ifade
edilemez**. Ancak, etkilenmis erkeklerde frajil bolge daima gozlenir. Bundan baska, FRAXA
uc bolgesindeki FRAXE'de frajil bolge ekspresyonu, FRAXA bolgesindeki ekspresyon gibi
yanlis yorumlanabilir. Zeka geriligine neden olan FRAXE ekspresyonunda da frajilite
gozlenmistir (Sekil 3). Frajil bolgelerin ekspresyonu, kiiltiire edilen hiicrelerde ajanlar ile
baskilanabilmektedir. Bunlar DNA sentezinde zorlanmalar1 azaltir. Ornegin, normal diizeyde
timidin ve folat bu zorlanmay1 6nler. Frajil bélgenin olusumu, ge¢ S veya erken G2 fazi
srrasinda baskilanmaktadir®®. Bu sonuglar, ii¢ frajil bolgede de elde edilmistir. Bunlar, folat ile

baskilanabilen Xq27, 10g23 ve 2ql3' diir. Folat veya timidin her biri baskilama ajanidir.

22.31 FRAX-B
Xp -
- Centromere
221 FRAX-C
7.2 FRAX-D
Xq ¢

27.3 FRAX-A
FRAX-E

FRAX-F

Sekil 3. X kromozomu iizerinde bilinen frajil bolgeler
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Frajil X sendromunun olusumu ile ilgili iki model 6ne siiriilmektedir. Birinci modelde,
insanda frajil bolgelerin olusumuna, Drosophila melanogaster' de oldugu gibi, araya giren
heterokromatin neden olabilir. ikinci modelde ise frajil X'in normal olmayan kromozom
imprinting'inden olustugu one siiriilmektedir. Insan genomunda frajil bolgeler, nadir ve
yaygin frajil bdlgeler olarak iki grupta toplanmaktadir. Nadir goriilen frajil bolgeler,
populasyonun ¢ok kiiciik bir kesitinde bulunan frajil bolgeler olarak tanimlanmaktadir.
Genellikle, % I'den daha az olup kromozom ¢iftinin iki homologundan sadece biri siklikla
etkilenir ve kodominant bir Mendeliyen kalitim modeline gore kalitilir. Simdiye kadar
tanimlanan ve nadir goriilen 28 frajil bolge vardir ve ayn1 gruba giren X kromozomunun uzun
kolu distal bolgesi iizerinde iki frajil bolge tanimlanmistr (FRAXE ve FRAXF) (Sekil 3).
Nadir frajil bolgelerin ¢ogu FRAXA gibi folata duyarli olup, folik asit ve timidinin eksik
oldugu kiiltliir ortamlar1 ic¢inde wuyarilirlar. Florodeoksiuridinli veya folat antagonisti
metataraksat iceren ortamlar, timidilat sentetazin bir inhibitdrii olarak addedilir. Nadir goriilen
frajil bolgeler, genellikle bir klinik fenotip ile iligkilidir. Kanserler ve 16semilerde, tekrarlayan
kirik noktalari ile frajil bolgeler arasinda bir iliski oldugu 6ne siiriilmektedir®.

Yaygm olarak gozlenen frajil bolgelerin sagliga zararli olmadig1 gozlenmistir. Sterik
baskilanmak olarak adlandirilan bir durumda, DNA polimeraz kompleksi hala ge¢ replike
olan DNA iizerinde ise kondensasyonu bloke eder ve kromozom gap'ma neden olur’”. Sterik
baskilanmaya diger bir 6rnek de niikleolusun replikasyonda geri kalmasi sonucu olusan ikincil
konstriksiyondur. Yaygimn frajil bolgeler, populasyonda tiim bireylerde veya cogunlugunda
bulunan bdlgeler olarak tanimlanir ve kromozom ¢iftinin her iki iiyesinde de bulunur. insan
genomunda yaygin bir sekilde bulunan, toplam 87 frajil bolge belirlenmistir®®. Bu bolgelerin
cogu oOzellikle, DNA polimeraz ct'nin bir inhibitorii olan afidikolin indiiksiyonuna duyarlhdir.
Cok az sayida olmakla beraber 5-azasitidin veya bromodeoksiiiridin (BrdU) tarafindan da
uyarilmaktadir.

Sutherland, frajil bolgeyi ilk gdsteren arastiricidir ve kullanilan biiylime ortamina baglh
olarak periferik kan lenfositlerinde frajil bolgenin ekspresyonunu saglamistir. FRAXA,
Medium 199 i¢inde indiklenmistir. Ancak, ticari olarak kullanilan diger mediumlar test
edilememistir. Daha sonraki ¢aligmalarda, bu mediumun esas oldugu goézlenmistir. Diisiik
folik asit ve timidin diizeyi, folat antagonisti metataraksat indiiksiyonu ile Xq27'de frajil bolge
eksprese olmustur. Folata duyarl frajil bolgeler, FUdR ile de kuvvetle indiiklenmektedirler.
FUdR'nin metaboliti olan 5-florodeoksiuridin monofosfat, timidilat sentetazin kuvvetli bir

inhibitoriidiir. Ekspresyonu gormek i¢in indiiksiyon sartlari, mitozdan onceki ge¢ S fazi
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sirasinda hazir olmalidir. Frajil X ekspresyonunu tam olarak baskilayan timidin veya folik
asittir. Folik asit eksikligi veya metataraksat indiiksiyonu ile frajil X eksprese olur. Timidinin
yiiksek konsantrasyonlarmin da (1-2 mM) frajil X uyarilmasint (FRAXA) etkili bir sekilde
uyardigl gézlenmistir. Timidinin bu etkisinin dTTP'nin yiiksek diizeyde olmasidan dolay:
oldugu diistiniilmektedir.

Frajil X'in tayini i¢in en az iki indiiksiyon sistemi uygulanmasi 6nerilmektedir. Birkag
organizasyon, kadmlarda 100 ve erkeklerde 50 metafaz incelenmesini Onerirken, bazi
organizasyonlar, daha fazla metafaz incelenmesini Onermektedirler. Buna karsin, bazi
sitogenetik¢iler rutin uygulamada c¢ok fazla metafaz incelenmesine gerek gérmemektedirler.
Ancak genellikle, rutinde erkeklerde 50, kadinlarda ise 75 hiicre analiz edilmesi uygun
bulunmaktadr®’. Frajil X, % 4'n altinda ise ¢alisjmanin tekrarlanmasi Snerilmektedir.
Sitogenetik adlandirma kurallarma (ISCN) goére kromozom kurulusu frajil X erkekte
46,Y ,fra(X)(q27.3), kadinda ise 46,X,fra(X)(q27.3) seklinde yazilmaktadir.

2.6.2. MOLEKULER ANALIiZ

Frajil X mutasyonunun molekiiler testi, siklikla 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
FMR I'in ticlii tekrar bolgesinin genisligi belirlenebilir. Yaygin olarak kullanilmayan diger bir
tan1 yontemi ise antikor testidir. Bu yontemde, FMRP'nin varligi1 anti FMR 1 antikoru ile

belirlenir?®.

2.6.2.1. SOUTHERN BLOT YONTEMIi

Southern (1975) tarafindan bulunan bu teknikte, agaroz jel elektroforezi ile ayristirilan
DNA pargalar1 arasinda spesifik diziler tayin edilir. DNA 1ilgili gen bolgesini taniyan bir
bakteriyel restriksiyon endoniikleaz ile kesilir. Olusan DNA parcalari, agaroz jel
elektroforezinde ayristirildiktan ve denatiire edildikten sonra nitroselilloz veya naylon
membrana aktarilir. Daha sonra, membran ilgili gene 06zgiil olan radyoaktif veya non
radyoaktif isaretli bir prob ile hibridizasyon sonucunda olusan bantlar analiz edilerek sonuca
gidilir.

Southern blot teknigi, baslangicta radyoaktif isaretli problarla caligilmaktadir.

Radyoaktivitenin riskli olmasi, yarilanma Omriiniin kisaligi ve blot siiresinin uzun zaman
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altyor olmas1 bu teknigin dezavantajlaridir. Daha sonralari, radyoaktif isaretli problar yerine
non radyoaktif (digoxigenin, biotin) isaretli problarin kullanilmasi ile bu teknikteki bir ¢ok
zorluk asildi. Southern transfer analizi ile FMR [I'in premutasyon ve tam mutasyonda tekrar
say1s1 ve metilasyon durumunu belirlemek ayni ¢alismayla elde edilebilmektedir. Metilasyona
duyarli bir enzim, metile olan bir allel ile olmayani alleli ayirabilmektedir. Southern transfer
analizi ile biitiin boylardaki alleller dogrulukla calisilabilmekte ancak artis sayisi kesin olarak
belirlenememektedir™.

Frajil bolgede tekrar eden DNA bolgesinin farkli prob ve cesitli restriksiyon enzim
kesimlerinden sonra, "Southern Blot Analizi" ile genotiplemesi yapilabilmektedir. Normal X
kromozomu, Eco RI kesimi ve pfxa3 probu ile 5.2 kb'lik bir parga verir. Tekrar sayisi
arttiginda, 5.2 kb'in istiinde bir fragman gozlenmektedir. Genin metilasyon durumunu
ogrenmek icin, Eco RI kesimi yapilan DNA kesim iiriinlerine metilasyon varliginda kesim
yapamayan Nru [ enzimi ile ikinci kesim yapilr. Bu durumda, inaktif X kromozomu
metillenmis oldugundan Nru I tarafindan kesilemeyecektir. Eco RI enziminin kesmis oldugu
5.2 kb'lik bir fragman jelin yukar1 kisminda goriiniirken, aktif X kromozomu metilasyon
icermediginden Nru I enzimi ile kesileceginden 2.8 kb'lik bir parca jelin daha alt kisminda yer
almaktadir. Her iki kromozomdan birinde olabilecek olast bir artis ise 5.2 ve 2.8 kb'lik

biiyiikliiklerin tizerinde goriilmektedir.

2.6.2.2. PCR YONTEMIi

Polimeraz zincir reaksiyonu, 1985'de Randall Saiki ve arkadaslar1 tarafindan orijinal
olarak gelistirilmis ve ilgili DNA dizisinin in vitro amplifikasyonunda yiiksek diizeyde etkili
olan yeni bir tekniktir’®. DNA materyali ¢cok az bile olsa bu yontem, hedef DNA dizisinin
hizl1 bir sekilde analizini ve karakterizasyonunu saglar. Yontem, ilgili bolgeye komsu olan
dizilerin kullanilmasina baghdir. Genellikle, 18-22 baz uzunlugunda iki oligoniikleotid
(primer cifti) kullanilarak yiiriitiiliir. DNA yiiksek 1sida (siklikla 94°C) denatiire edilir ve
sonra primerler ilgili diziye komplementer olarak baglanir. Primerler, birbirlerine 3'uglar1
dogrultusunda diizenlenmistir ve 4 deoksiriboniikleotid trifosfatin varliginda, ilk enzimatik
siire sonunda kalip niikleik asit boyunca, hedef dizinin karsisinda ona komplementer olan bir
zincir sentezlenir. Diger dongii i¢in son iiriin denatiire edilir ve sonra 20-40 kez bu ii¢ agamali
dongii tekrarlanar.

PCR ig¢in, orijinal olarak kullanilan enzim Escherichia coli DNA polimeraz I'in biiytlik

parcasidir. Enzimlerin ¢ogunda, katalitik aktivite yiiksek 1sida kaybolur. Taq polimeraz,
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termofilik bakteri tiirlerinden olan Thermus aquaticus’dan elde edilmis ve yiiksek
denatiirasyon 1sisinda aktiftir. Taq polimeraz kullanimiyla, her dongiide enzim ilavesi
gerekmeden islem yapilmakta ve bundan dolay1 otomasyonun basit olmasini saglamaktadir.
PCR i¢in kullanilan otomatik termal dongli makinalari, 6rneklerin dongii 1silarini tekrarlar.
Termal dongili makinalarinin birka¢ ¢esidi kullanilmaktadir. Bunlar i¢inde programlanabilir
aliminyum 1s1 bloklu, kontrollii akigkan su banyolu veya mekanik transferli olanlarda,
ornekleri koymak i¢in genellikle standart mikrofiij tiipleri kullanilir. Bu termal dongii
makinalarinda, 30 dongiiliik bir amplifikasyon genellikle 2-6 saati alir. Zamanin ¢ogu, plastik
mikroftij tlipleri i¢indeki Orneklere 1s1 transferi ve yiiksek 1s1 kapasitesine getirilmeye
harcanir. Diger bir termal dongli makinasi ise hava termal dongiidiir ve ince cam kapiller
tiipler i¢cine 6rnekler konulur ve 1s1 transferi i¢in ortam olarak hava uygulanir. Hava ideal bir
ortamdir. Clinkili, hava diisiik yogunluktadir ve hizli bir sekilde 1siy1 degistirebilir. Cam
kapiller tiiplerin avantaji, cok ince duvarli olmasi ve verilen bir hacim i¢in ¢ok yiiksek yiizey
alanina sahip olmasi sayesinde 10-30 dk. icinde 30 dongiilik DNA amplifikasyonunun
tamamlanabilmesidir. DNA amplifikasyonunun bu tiirli, hizli DNA amplifikasyonu olarak
adlandirilmaktadir.

Frajil X mutasyonlart icin PCR testi hizli bir testtir ve ¢cok az miktarda DNA
kullanilir. Bununla beraber, yiiksek CGG igeren 6zel bir bdlgenin olmasi nedeniyle tam
mutasyonlari basarili amplifikasyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir. Baslangic olarak, PCR ile
frajil X lokusunda CGG tekrar bolgesinin amplifikasyonuna ¢alisilmistir. Fu ve arkadaslari
(1991), normal ve ¢ogu premutasyon boyundaki allellerin basarili amplifikasyonu i¢in bir
PCR metodu gelistirdiler. Ancak, bu metod ile 200 CGG'den fazla olan tam mutasyonlu

alleller amplifiye edilememektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calisma, frajil X dntanis1 alan 107 ¢ocuk bireyden alian kan 6rnekleri ile yapildi.

3.2. Gereg
Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar asagida
verilmistir.
. M-199 ( Fra-X Medyumu )
. Colcemid ( 10mg/ml )
. Metanol ( Merck )
. Glasial Asetik Asit ( Merck )
. Giemsa ( Merck )
. RPMI 1640 ( Sigma 0883 )

—

. Phytohemmaglutinin

0O I N Wn B~ WD

. Fetal Calf Serum

3.3. Kullanilan Bashca Cihazlar ve Teknik Malzemeler
1. Santrifiijler (Techne Cambridge, Universal 16R)
Su Banyolar1 (Grant)
pH metre (Inolab)
Buzdolabi (Arcelik, Ugur)
Deepfreeze (Beko, Siemens)
Vorteks (Niive NM 110)
Thermal Cycler (Bioer XP cycler, Eppendorf Mastercycler)
Otoklav (Trans)

A A o

Otomatik Pipetler (Socorex, Beta-Pette, Gilson, Rainin)
10. Spektrofotometre (Shimadzu UV-160)

Bu teknik malzemeler, arastirmanmn yapildigi C.U. Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji

Anabilim Dali Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’nda bulunmaktadir.
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3.4. Yontem

Bu ¢aligmada; Frajil X on tanist ile gelen hastalarda dncelikle sitogenetik frajilitenin olup

olmadigma bakildi. Ikinci olarak, molekiiler analizleri yapildi ve yapilan bu iki analiz

arasidaki iliski oranina bakildi.

3.4.1. Sitogenetik Analiz Yontemi

Sitogenetik analiz i¢in lenfosit kiiltiirii yontemi kullanildi. Bunun i¢in sirasiyla su

islemler yapild.

Heparin ile yikanmis enjektore 1-2 cc kan alindi.

Konik tabanli kiiltiir tiiplerine 3’er cc daha Onceden hazirlanan M199 medyumu
kondu.

Her tiipe 3-4 damla kan damlatildi.

37 santigrat derecelik etiivde 72 saat liremeye birakildi.

70.5 saat sonra boliinmenin durmasi ve ig ipliklerinin yok olmasi i¢in 4 damla kolgisin
maddesi eklendi.

72 saat doldugunda 1000 rpm de 8 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant tiipiin altindaki ¢izgiye kadar atildi. Pipetaj yapildi ve iizerine hiicrelerin
sismesi i¢in 5-6 cc kadar hipotonik soliisyon eklendi.

15 dakika 37 santigrat derecelik etiivde bekletildi.

Her bir tiipe 7-8 damla (3 birim metanole 1 birim asetik asit oraninda hazirlanan)
fiksatif damlatild1.

1000 rpm de 8 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant tiipiin altindaki ¢izgiye kadar atildi. Pipetaj yapildi ve iizerine 5-6 cc
kadar fiksatif eklendi. 1000 rpm de 8 dakika santrifiij edildi.

Ustteki maddede belirtilen islemler 3 kez tekrarlandi.

Saf sudan gegirilen lamlar iizerine yayma yapildu.

Preparatlar etiivde birkag¢ giin bekledikten sonra bantlama yapildi.
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3.4.1.1.GTG Bantlama

3.4.2.

75 cc serum fizyolojik igersine 1,5 cc tripsin konuldu ve pH metre yardimi ile (pH 7,5-
7,8 arasi) tripsin ¢ozeltisi hazirland.

Preparatlar 45 saniye siireyle tripsin ¢ozeltisi iginde birakildi.

Preparatlar fosfat tampon ¢ozeltisi i¢erisine batirilip ¢ikartildi

Preparatlar Giemsa boyasinda 7 dakika bekletildi.

Molekiiler Analiz Yontemi

3.4.2.1.DNA izolasyonu

700 pl tam kan 1.5 ml’lik ependorf tiip igerisine alindi. Daha sonra 700 pl eritrosit
lizis tamponu ile muamele edildi. Bir iki kez karistirilip 3 dk beklendi. Sonra santrifiij
edilerek siipernatant pipet yardimi ile atildi. Bu asama iki kez tekrarlandi.

Eger pellet yeterince temiz degilse 1 ml fizyolojik tamponla yikandi. Bunun i¢in pellet
iizerine fizyolojik tampon eklendi, santrifiij edilerek siipernatant pipetle alind1 ve
atildu

Pellet iizerine 300 pl TE-9 (pH:9) tamponu ilave edilerek pellet ¢ozdiiriildii. Daha
sonra lizerine 100 pl %10’luk SDS (Sodyum Dedosil Siilfat) ve 20 ul Proteinaz K
ilave edildi. Tiip iyice karistirilarak 65°C’de 1.5-2 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda tiip icerisine 200 pl doymus (6M) tuz ¢dzeltisinden ilave edildi.
Tiip iyice karistirildi ve siit beyazi rengine doniistiigii gozlendi. Burada amag; DNA
disindaki protein, lipid gibi molekiillerin DNA’dan uzaklastirilmasidir. Daha sonra bu
karisim santrifiij edildi ve boylece DNA diger molekiillerden ayristirildi.

Bu kez siipernatant steril ependorf tiiplerine alind1 ve lizerine 900 pl saf alkol ilave
edilerek DNA’nin yogunlasmasi gozlendi. DNA’nin tiipliin dibinde ¢dkelmesi i¢in
santrifiyj edildi.

Stipernatant dokiildii ve pellet iizerine %70’lik alkolden 1000 pl ilave edilerek iyice
karstirild1 ve santrifiij edildi. Pellet halinde kalan DNA’nin {izerindeki siipernatant
dokiildii ve DNA kurutuldu.

Alkolii tamamen u¢mus DNA iizerine 200 pl TE ilave edilerek 65°C’de 15 dk
bekletildi ve caligmak iizere 4 °C’de bekletildi.
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3.4.2.2.DNA Konsantrasyonu ve Saflik Derecesinin Ol¢iilmesi

PCR reaksiyonunun hazirlanmasi agamasinda bilmemiz gereken diger bir temel konu
da DNA’y1 ¢6zdiiglimiiz siv1 ortam icerisindeki DNA konsantrasyonu ve saflik derecesidir.
Bunun belirlenmesi, UV spektrofotometresi ile yapilabilmektedir. DNA 6rneginin igerisinde
bulundugu soliisyon tarafindan absorbe edilen UV miktar1 6rnekteki DNA miktari ile dogru
orantilidir. Absorbans genellikle, 260 nm dalga boyunda 06lgiiliir. Bu dalga boyundaki
Ol¢timlerde ¢ift iplikli DNA i¢in absorbans degeri 50 pg/ml, tek iplikli DNA i¢in 33 pg/ml,
RNA i¢in ise 40 pg/ml’lik konsantrasyon degerlerine karsilik gelir.

UV absorbansi, DNA’nin safligmin 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 oranit Azsonm/ Azsonm=1.8’dir. Bu deger elimizdeki DNA 6rneginin verimini gosterir.
Dolayisiyla, buldugumuz deger 1.8’e ne kadar yakinsa verim o kadar yiiksektir. Bu orandan
disiik degerler, ornekte fenol ya da protein kontaminasyonunu, 1.8’den biiylik degerler ise
RNA kontaminasyonunun varligmi gosterir. RNA icin absorbans orani ise A26onm/A280nm=1.8-

2.0°dir.
3.4.3.3. FRAGILE X MOLEKULER ANALIZ PROTOKOLU (Abbott)
Genomik DNA, standart protokoller kullanilarak izole edildikten sonra bir 6rnek igin

PCR amplifikasyonu asagidaki karisimlar hazirlanarak kuruldu.

e High GC PCR Buffer 13 pL

e Gender primers 0.6 uL

e Fragile X Primers 0.8 pL
e TR PCR Enzyme Mix 1.2 uL
e Distile Su 1.4 pL
e DNA 3 uL
e TOPLAM 20 pL
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PCR reaksiyonu i¢in gerekli sartlar, thermal cycler cihazinda asagidaki gibi ayarlandi.

SICAKLIK ZAMAN DONGU HACIM
(°C) (sn) SAYISI (uL)
98.5 0:10 15
58.0 1:00
75.0 6:00
98.5 0:10 15
20
56.0 1:00
75.0 6:00
4.0 99:59

PCR reaksiyonu tamamlandiktan sonra, {iriinler asagidaki sekilde saflastirildi.

Cleanup Enzyme Mix

PCR f{iriinii

3ul
2 ul

Saflastirma i¢in thermal cycler cihazi asagidaki sekilde ayarlandi.

Sicakhk Zaman Hacim
75°C 10 dak

o 5 uL
4°C o0 H

Orneklerin kapiller elektroforez cihazina yiiklenmesi sirasinda asagidaki sira izlendi.

Hi-Di™ Formamide

ROX 1000 Size Standard

Saflagtirilmis iirtin

TOPLAM

7 uL
3uL
SuL
15 uL platelere dagitildi ardindan 30 saniye 93 °C de

denatiirasyon yapildi ve kapiller elektroforez cihazma yiiklendi. Ornekler cihazda

yiiriidiikten sonra mevcut piklere bakilarak gerekli degerlendirmeler arastiric

tarafindan yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Arastirma Grubunda Saptanan Bulgular

Cukurova Universitesi, Tip Fakiiltesi, Arastirma Hastanesi, Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dalinda, frajil X On tanisi alan toplam 107 erkek ve kiz ¢ocugun
sitogenetik ve 26 ¢ocugun FMR-1 geninin molekiiler tanist yapildi. Ayrica, hastalarin klinik

on tanilar1 Cizelge 2’de gosterildi.

Cizelge 1. Vaka grubunun cinsiyet ve sitogenetik tan1 grubuna goére dagilimi

Vaka Grubu Fra X (1) Fra X () Toplam (%100)
Erkek 5 (%4.7) 90 95 (%88.8)
Kadmn 3 (%2.8) 9 12 (%11.2)
Toplam 8 (%7.5) 99 (%92.5) 107 (%100)

4.1.1. Arastirma Grubunda Saptanan Sitogenetik Bulgular

Caligmaya alman 107 ¢ocugun, 95 (%88.8) erkek ve 12 (%11.2) kiz olup bunlarn,
8’inde (%7.5) X kromozomunda sitogenetik olarak fra X pozitif sonu¢ alindi. Buna gore;
hastalik oran1 erkek ¢ocuklarda %4.7 bulunur iken kizlarda bu oran %2.8 olarak tespit edildi
(Cizelge 1). Hastalarin karyotip analizlerinde; X kromozomu disinda tespit edilen diger frajil
bolgeler, gapler, kromozom ve kromatid kiriklar1 gibi kromozom diizensizlikleri; fra(1)(q44),
fra(3)(p2.7), fra(3)(p2.2), fra(6)(q25.2X2, fra(16)(q2.4), fra(7)(q32), fra(11)(q23.2),
fra(12)q(2.9), fra(16)(q2.4), fra(16)(q22.2)X2, fra(x)(p22), fra(x)(q26), gap(3)(p22),
chtb(3)(p14.2), chtb(2)(q31), gap(11)(pl15.1), chtb(2)(q31), chtb(7)(q32), chtb(5)(q31),
chtb(14)(q22), chtb(19)(p13.11), inv(9)(p11;q12) ve 3g+ seklinde bulundu.
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Cizelge 2. Hastalarm; sitogenetik, molekiiler genetik ve klinik bulgular

Has. Molekiiler

no E/K Yas Sitogenetik genetik  Diger Sitogenetik Bulgular  Klinik Bulgular
1 E 6 46,XY Normal MR
2 E 4 46,XY Normal Gelisme Geriligi
3 E 4 46,XY Normal Hiperaktivite,konusma geriligi
4 E 7 46,XY Normal Epilepsi, MMR
5 E 10 46,XY Normal MR
6 E 5 46,XY Normal MR
7 E 11 46,XY Normal Cerebral Gigantizm
8 E 3 46,XY Normal MR
9 E 8 46,XY ,frax(+),%5 Normal  chtb(14)(q22), chtb(5)(g31)  Buyume Geriligi
10 E 8 46,XY Normal MR
11 E 9 46,XY Normal  gap(3)(p22) Epilepsi, MMR
12 E 10 46,XY Normal  fra (x) (926), chtb(3)(p14.2) MR
13 E 5 46,XY Normal  fra(1)(g44), chtb(2)(q31) MR
14 E 5 46,XY ,frax(+), %5 Normal  gap(11)(p15.1), fra(x)(p22) Epilepsi
15 E 4 46,XY Normal  chtb(19)(p13.1), fra(6)(g25) MMR
16 K 3 46,XX Normal  chtb(7)(q32), chtb(2)(q31) Konugamama
17 E 9 46,XY Normal MR
18 E 11 46,XY Normal  fra(7)(q32) MR
19 E 9 46,XY Normal  fra(6)(g25.2), fra(11)(g23.2) MR
20 E 3 46,XY Normal MMR
21 E 3 46,XY Normal Otizm
22 E 5 46,XY Normal MR
23 E 7 46,XY Normal MR
24 E 6 46,XY Normal MR
25 E 10 46,XY Normal MR
26 E 4 46,XY Normal MR
27 E 6 46,XY MR
28 E 3 46,XY MR
29 E 7 46,XY oto.fra.%6 MR
30 E 9 46,XY fra(12)(g2.9) MR
31 E 10 46,XY MR
32 E 14 46,XY oto.fra.%8 MR
33 K 7 46,XX fra(16)(q2.4) MR
34 E 11 46,XY MR

46,XX,

35 K 7 frax(+),%10 fra(16)(g22.2) MR
36 E 3 46,XY MR
37 E 10 46,XY MR
38 E 8 46,XY MR
39 E 6 46,XY MR
40 E 2 46,XY fra(3)(p2.7) MR
41 E 5 46,XY oto. Fra.%8 MR
42 E 8 46,XY MR
43 E 9 46,XY oto. Fra.%8 MR
44 E 5 46,XY MR
45 E 6 46,XY MR
46 E 4 46,XY MR
47 E 5 46,XY MR
48 E 6 46,XY MR
49 K 5 46,XX,oto.fra.%8 MR
50 E 3 46,XY MR
51 E 4 46,XY 13qg+ MR
52 E 8 46,XY MR
53 E 3 46,XY MR
54 E 7 46,XY oto. MR
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Sekil 4. 9 nolu hastada Xq27.3 de frajil bolge
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Sekil 5. 9 nolu hastada 14q22 de kromatid kirig1 bolgesi
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45,XY,dic(6:9){6pter->621::8q13->3pter)

Sekil 6. 9 nolu hastada 9. ve 6. kromozomlarin kisa kollarinin kaynasmasi sonucu olusan

yeniden diizenlenmis kromozom ve dmin kromozom pargalar1
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Sekil 7. 9 nolu hastada 5q31 de kromatid kirig1 bolgesi
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Sekil 8. 11 nolu hastada 3p22 de gap bolgesi

31



L LG Y TR

(0 M o1c s st o8 B

i o0 b ak wx as

14 15 15 v 12

Fra {X) {g2b)
b AR 44 AR laf A

13 n 21 =

Sekil 9. 12 nolu hastada Xq26 da frajil bolge
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Sekil 10. 12 nolu hastada 3p14.2 de kromatid kirig1 bolgesi
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Sekil 11. 12 nolu hastada 5q31 de kromatid kirig1 bolgesi
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Sekil 12. 13 nolu hastada 1g44 de frajilite ve 2q31 de kromatid kirig1 bolgesi
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Sekil 14. 14 nolu hastada Xq27.3 de frajilite ve 11p15.1 de gap bolgesi
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Sekil 17. 14 nolu hastada 8q22 de kromatid kirig1 bolgesi
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Sekil 18. 14 nolu hastada 5q31 de frajil bolge
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Sekil 19. 14 nolu hastada 6p23 de frajil bolge
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Sekil 20. 15 nolu hastada 6q25 de frajilite, 3q13.2 ve 19p13.1 de kromatid kirig1
bolgesi
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Sekil 21. 15 nolu hastada 3p21.1 de kromatid kirig1 bolgesi ve 3p25 de frajilite
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Sekil 22. 15 nolu hastada 3p21 de kromatid kirig1 bolgesi
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Sekil 23. 15 nolu hastada 7q31.2 de ve 15q15 de kromatid kirig1 bolgesi
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Sekil 24. 15 nolu hastada 4931 de kromatid kirig1 bolgesi
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Sekil 26. 16 nolu hastada 3p13 de kromatid kirig1 bolgesi
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Sekil 27. 16 nolu hastada 7q32 de kromatid kirig1 bolgesi
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Sekil 28. 16 nolu hastada 2q31 de kromatid kirig1 bolgesi
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Sekil 29. 16 nolu hastada 1p22.3 de kromatid kirig1 bolgesi
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Sekil 30. 16 nolu hastada 99q22.1 de kromatid kirig1 bolgesi
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Sekil 31. 18 nolu hastada 7q32 de frajil bolge
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Sekil 32. 19 nolu hastada 6q25.2 de frajil bolge
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Sekil 33. 19 nolu hastada 3p21.3, 6921 ve 11g23.2 de frajil bolge
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Sekil 35. 19 nolu hastada 3p21.2 de kromatid kirig1 ve 6q21 de gap bolgesi
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Sekil 36. 19 nolu hastada 7q22 de kromatid kirigi bolgesi
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Sekil 38. Incelenen hastalarda rastlanan kromozom hasarlarinm kismi goriiniimleri
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4.1.2. Arastirma Grubunun FMR-1 Geni Molekiiler Genetik Analiz Bulgulan
Yirmi alt1 vakada yapilan FMR-1 geninin molekiiler genetik analizleri sonucunda, tiim
cocuklarin CGG tekrar sayilarinin normal sayilarda oldugu (21 ile 39 CGG tekrar arasinda),

premutasyon tastyicilar1 yada tam mutasyonlu bireylerin bulunmadigi rapor edildi (Cizelge 2).

200 400 600

6300

% b __, Uclu Niikleotid Tekrar Sayisi = 29 Tekrar

[l = - — i - —

13722 119701 [258.98 350014000 450015000 5500 6000 650.0

2000 300.0 475.0 559 .46

220.26 483 84 562 55

Sekil 39. Normal bir hastaya ait FMR-1 geninin CGG tekrar dizilerinin molekiiler analiz

sonucu

Sekil 40. Bazi hastalarin ¢ogaltilan bolgelerinin agaroz jel goriintiisii
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5. TARTISMA

Kromozom diizensizlikleri, ZG’nin (Zeka Geriligi) 6nemli bir nedeni olup goriilme
siklig1 ZG siddetine bagl olarak artmaktadir’”. ZG’nin en 6nemli nedenlerinden birisi olan
FXS’nun tanmmmasi; tanman olgularin izlenmesi ve en Onemlisi ailede riskli bireylerin
saptanarak prenatal tani ile yeni olgularin ortaya ¢ikmasmi onlemek acisindan onemlidir.
FXS, olduk¢a karmasik ve X kromozomu ile baglantili kalitim gdsteren genetik bir hastaliktir.
FXS’lu erkek c¢ocuklarmmin hemen hepsinde, hafiften ciddiye kadar degisebilen farkli
derecelerde 6grenme gii¢liigline rastlanir. Kiz c¢ocuklarinin ve kadmlarin ¢ogunun zekasi

normaldir. Ancak, neredeyse iigte birinde 6grenme sorunlar1 gériilmektedir.

Frajil X ailelerinde yapilan pedigri analizlerinde, hastaligin goriilme olasiliklar1
arasinda onemli farkliliklar gézlenmistir. Klinik olarak etkilenmis ve sitogenetik olarak
Xq27.3'te frajilite gosterilmis erkek olgularin annelerinin babalar1 fenotipik ve sitogenetik
olarak normaldir ve normal tastyicit bu erkeklerin erkek ¢ocuklar1 normal iken, kizlarmin
erkek cocuklarinin %79'unda, erkek kardeslerinde ise %18 oraninda hastalik riski oldugu
bildirilmistir’'. Frajil X tastyicist annelerin fenotipine bagl olarak ZG riski degismektedir.
Hafif ZG tasiyici bir annenin oglunun ZG’li olma olasilig1 %50, buna karsin kiz ¢ocuklarinin
hastalik riski %28, normal tasiyict kadinlarin erkek cocuklarmnin hasta olma olasilig1 %38 ve
kiz cocuklar1 i¢in risk %16'dir. Pedigri analizleri ile gozlenen ve klasik X'e bagl resesif
kalitim modeline uymayan bu durum, Opitz (1986) tarafindan "Sherman paradoksu" olarak
isimlendirilmistir. FXS’lu hastalarda frajil bolgeler, sitogenetik analizlerle tespit edilebilir. X
ve otozomal kromozomlar iizerinde, farkli yerlerde folata duyarli frajil bolgeler
bulunmaktadir. Bunlarin bazilar1 ZG ile iliskilidir. Giinlimiizde, tani i¢in kesin sonu¢ veren
molekiiler genetik analizler tercih edilmekte ve kullanilmaktadir. Calismamizda hem
sitogenetik hem de molekiiler genetik analizler kullanildi. Sitogenetik analizleri yapilan 107
hasta cocugun %7.5’inde X kromozomunda frajilite saptandi. Bu ¢ocuklarda frajil X orani,
erkek cocuklarda %4.7 ve kizlarda %?2.8 olarak tespit edildi (Cizelge 1). Molekiiler genetik
analizlerde ise 26 hastada FMR 1 genindeki CGG f{i¢lii niikleotid tekrarlarnin normal
diizeylerde (21-39 niikleotid tekrar sayisi) oldugu bulundu. Daha ©nce, Demirhan ve
arkadaslar1 (2003) 120 psikiyatrik hasta ¢ocuk iizerinde yaptiklar: sitogenetik bir ¢alismada,
frajil X oranin1 %11.7 olarak rapor etmislerdir*’. Bununla birlikte, diger kromozomlarda pek

¢ok kromozom hasarina rastlamislardir. Ozbey ve arkadaslari tarafindan yakimn bir tarihte
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yapilan ¢alismada (2006); ZG’l1 72 hasta, frajil X acisindan sitogenetik ve molekiiler analizler
ile degerlendirildi, hastalarin %16.7’sinde kromozom diizensizligi ve %9.7’sinde molekiiler
analiz ile frajil X pozitif sonug¢ tespit edildi. Bununla birlikte; frajil X pozitif hastalarin
%4.1’inin tam mutasyon ve %5.5’inin premutasyon tastyicisi olduklar1 bildirildi. Tungbilek
ve arkadaglar1 ise 232 ZG’li hastada skorlama yapilmaksizin molekiiler yontemle erkek
hastalarin %5,2’sinde FXS’nu ve annelerin tiimiiniin premutasyon tastyicis1 oldugunu rapor
ettiler’®. Calismamizdaki frajil X orani, diger calismalardaki bulgular ile benzer degerde

cikmaktadir.

Rehabilitasyon merkezlerinden segilen, frajil X siiphesi tagiyan 82 ¢ocuk ve 72 saglikli
kontrol grubu ile yapilan sitogenetik ve molekiiler genetik bir ¢alismada ise hasta grubunda
CGG tekrar sayisinin 7 ila 60 arasinda degistigi, en sik gozlenen allelin 31 tekrar dizisine
sahip oldugu ve sadece bir erkek ¢ocukta premutasyon (60 tekrar) alleli bulundugu bildirildi.
Hasta cocuga ait aile caligmasinda; iki erkek ve bir kiz kardesin de tam mutasyona (hasta),
diger kiz kardesin ve annenin ise premutasyona sahip oldugu rapor edildi. Ayni hasta
cocuklarm sitogenetik analizlerinde ise tam mutasyonlu kisinin frajil X pozitif (%12) oldugu
ve FXS’nun sikhigmm incelenen populasyonda yaklasik %1 oldugu bildirildi'®. Calismamizda
ise frajil X siiphesi tasiyan ve Cocuk Noroloji klinigine ZG nedeniyle bagvuran 107 ¢cocuktan
26’smimn molekiiler genetik analizlerinde FMR 1 genindeki CGG Tglii niikleotid tekrar
sayllarinin 21 ila 39 arasinda degistigi ve en sik gdzlenen (%50) allelin 29 tekrarli oldugu
belirlendi. Bunun sonucunda; sitogenetik olarak pozitif ¢ikan 2 hastanin normal tekrar
sayilarma sahip oldugu yani hasta olmadiklar1 gosterildi. Hasta grubumuzda premutasyon ve
tam mutasyonun gozlenememesi imkanlarin kisith olmasindan dolayr incelenen hasta

sayisiin az olmasina baglanabilir.

Calismamizda buldugumuz diger kromozom diizensizlikleri arasinda; 13 hastada
yiiksek oranda (%6 ile %20 arasinda) otozomal frajiliteye rastland1. Incelen 1070 hiicrede, X
kromozomu disinda diger kromozomlardaki hasar oram1 %13.7 olarak bulundu. Yapilan bir
calismada; kromozom diizensizliklerin gorilme sikliginin  %11.3  oldugu, yapisal
diizensizliklerin kiz ¢ocuklarina oranla erkek ¢ocuklarda daha sik goriildiigi, erkek cocuklarin
yapisal anormalliklere daha fazla yatkinlik gosterdigi ve konusma yetenegi, zeka, sosyal ve
fiziksel gelisim ile ilgili problemlerin kromozom analizi i¢in temel klinik neden olabilecegi
ortaya konmustur’’. Ozbey ve arkadaslar1 ise (2006), Elazig bolgesindeki ZG’li hastalarda,

kromozom diizensizliklerinin yogunlugunu %16.6 olarak bildirdiler*”. Bu ¢alismalarda
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bulunan kromozom diizensizliklerinin goriilme siklig1 ile ¢alismamizdaki oran benzerlik
gostermektedir. Anormal kromozoma sahip bireyler arasinda en yaygim olarak goriilen klinik
bulgu ZG’dir. Yapilan caligmalarda; geng hastalarda yapisal kromozom diizensizliklerinin
sayisal diizensizliklere gore daha fazla oranda tespit edildigi ortaya konmus, yapisal
diizensizliklerin goriilme oram %16 iken sayisal olanlar1 %35.17 olarak bildirilmistir*’. Bu
durum, klinik uygulamada Onemlidir. Psikiyatri ve Cocuk Noroloji uzmanlari; boyle
anormalliklerin olabilme olasiligini g6z Oniinde bulundurmali ve genetikgilerle is birligi
icinde olmalidirlar. Klinik olarak FXS tanisi atlanabilecegi icin, ZG’li ¢ocuklara DNA
analizini iceren kromozom ¢alismalar1 yapilmalidir. Klinik tani, yeni dogan ve bebeklik
caginda giic olabilir. Hastaligin fiziksel 6zellikleri yas ile birlikte belirgin hale gelir. ZG’li
erkeklerin, FXS yoniinden de degerlendirilmesi gerekmektedir’®. Etiyolojisi bilinmeyen ZG
ve ZG aile hikayesi olan hastalarda, FXS’na yonelik sitogenetik inceleme gereklidir.
Sitogenetik analiz etkilenmis erkeklerin saptanmasinda faydali bir yontem olmasma ragmen,
DNA-dayali molekiiler analizler hem tam mutasyon hem de premutasyon tasiyicilarmin

tanimlanmasina imkan saglar39.

Gilintimiizde, dogum Oncesi ve sonrasi yapilan kromozom analizlerinde goriilen en
yaygin kromozom diizensizligi, kromozom 9’un perisentrik inversiyonudur (inv(9)(p11;ql1-
13). Kromozom 9’un yapisal diizenlenmelere ¢ok fazla yatkinlik gosterdigi bilinmektedir.
Perisentrik inversiyon, genel popiilasyonda sik olarak (%1-3 arasi) goriilmektedir. ZG’de,
sizofrenide, konjenital malformasyonda ve tekrarlayan diisiiklerde tespit edilmistir*'. Klinik
onemi tam olarak anlasilamamistir. Perisentrik inversiyon gibi polimorfizmlerin normal
varyantlar oldugu diisiiniilmektedir*?. Calismamizda; 1 hastada (%0.9) inversiyon 9 (hasta no:
91) tespit edildi. Ozbey ve arkadaslar1 (2006) ise bu inversiyonu, ZG’li cocuklarin %2.8’inde
(2/72) rapor ettiler®. Bu hastalarda ZG’nin, inversiyon 9’a bagh olup olmadigmni sdylemek
zordur. Ciinkii, bu oranlar normal populasyonda goriilen degerlerdedir. Bu hastalarda,
degerlendirme yapilirken inversiyonun bir kromozom hasart mi yoksa kromozomun
polimorfik varyant1 mi1 oldugunu saptamak zordur. Béyle bir sonuca varmak icin ¢cok genis

populasyonlarin taranmas1 gereklidir.

Sonug olarak; calismamizdaki sitogenetik frajil X siklig1 (%7.5) ile diger ¢alismalarin
sonuclar1 arasinda bir uyum bulunmaktadir. FXS’nun molekiiler genetik oranmin anlaml
cikmast i¢in daha ¢ok hastanin ¢alisilmasina gerek vardir. Bununla birlikte, bu hastalarda

otozomal kromozom diizensizliklerinin sikligr (%13.7) artmakta ve bu oran Onem arz
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etmektedir. Oykiisii bilinmeyen ZG’de, gelisme bozuklugu, konusma giicliigii olan ¢ocuklarda
ve ZG aile hikayesi olan hastalarda, FXS’na yonelik sitogenetik ve molekiiler genetik
incelemeler gereklidir. Boylece, gerekli bireylere uygun genetik danigsma verilerek kisinin
kendisinin, ailesinin ve gelecek kusaklarin hastalik hakkinda bilgi sahibi olmasi saglanabilir.

Ayrica, populasyonlar arasi ¢aligmalar bazi bozukluklarin aydinlatilmasma yardimci olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda, sitogenetik ve molekiiler genetik analizleri yapilan 107 ZG’li hastadan
elde edilen sonuglara gore: Frajil X hastaliginin tanisinda sitogenetik test gereklidir ancak
molekiiler genetik analizlerle desteklenmesi zorunludur. Ciinkii, premutasyon tasiyicilarinda
ve bazi hasta disilerde sitogenetik frajilite gézlenmemektedir. FXS tanis1 koymak 6nemlidir,
boylece hastaliktan etkilenen ¢ocuklarm risk altinda bulunan akrabalari; genetik danigmanlik,
tastyici testi ve dogum Oncesi tani gibi hizmetlerden yararlanabilir. Bununla birlikte, bu
hastalarda otozomal kromozom diizensizliklerinin siklig1 onemli oranda artmaktadir. Bu
nedenle, ZG’li g¢ocuklarda FXS tanis1 yaninda otozomal kromozom diizensizlikleri de
incelenmelidir. Nitekim, otozomal diizensizlikler ile ZG arasinda bir iligkinin bulundugu
bilinmektedir. Oykiisii bilinmeyen ZG, gelisme bozuklugu ve konusma gii¢liigii olan gocuklar
ve ZG aile hikayesi olan hastalarda, FXS’na yonelik sitogenetik ve molekiiler genetik
incelemeler gereklidir. Bu yolla ¢ocuk egitimi, konusma ve dil gelisimi, davranis gibi
alanlarda uzman yardimi almabilir. Bu nedenle, Psikiyatri ve Cocuk Norolojisi uzmanlari,
boyle anormalliklerin olabilme olasiligini g6z oniinde bulundurmali ve genetik uzmanlari ile
is birligi icinde olmalidirlar. Premutasyon tasiyicilar tespit edilmeli, hasta olmadiklarina dair
bilgi verilmeli ve hastaligin sonraki nesillerde ortaya ¢ikabilecegi yani dogacak cocuklarinda
risk faktorii bulundugu genetik danisma verilerek uygun bir sekilde anlatilmalidir. Ayrica, bu
kisilere ilerleyen yaslarinda frajil X baglantili bazi hastaliklarla karsilasabilecekleri
anlatilmalidir. Hasta bireylerin aileleri ise detayl bir sekilde genetik taramadan gecirilmelidir.
Hasta birey, ailesinin araciligiyla uygun rehabilitasyon merkezlerine yonlendirilip topluma

kazandirilmalidir.
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EKLER

Ek-1. Kullanilan Kimyasallar, Soliisyonlar ve Hazirlanis

Kullanilan kimyasal ve soliisyonlarin hazirlanmasinda kaynak olarak ‘“Molecular

Cloning Katalogu” esas alinmistur.

Hazirlanan soliisyonlar genel olarak konsantre stoklar halindedir. Calisma
konsantrasyonlarina ulagtirmak icin stoklardan belli oranlarda alinarak seyreltilir.
Konsantrasyon doniistiirmelerinde M;xV;=M,xV, formiiliinden yararlanilmistir.

M, = Hazirlanan stok konsantrasyon (M, N veya %)
V; = Stoktan alinmas1 gereken miktar (V)
M, = Calisma (son) konsantrasyonu (M, N veya %)

V, = Hazirlanacak olan ¢ozelti (calisma ¢ozeltisi) miktari (V).

1.1.  Lizis Tamponu
0.32 M sukroz
10 mM Tris
5 mM MgCl,
%1 TritonX100
Hazirlanacak hacim i¢in sukroz, Tris, MgCl, ve TritonX100 hesaplanarak tartililir ve

tizeri saf su ile tamamlanir, otoklavlanir ve kontamine edilmeden kullanilir.

1.2.  Fizyolojik Tampon
0.075 M NaCl
0.025 M EDTA
Hazirlanacak hacim i¢in NaCl ve EDTA hesaplanarak tartilir ve iizeri saf su ile

tamamlanir, pH 7.5-7.4’e ayarlanir, otoklavlanir ve kontamine edilmeden kullanilir.
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1.3.

14.

TE-9

500 mM Tris baz

20 mM EDTA pH 9.0

10 mM NaCl

Hazirlanacak hacim i¢in kullanilacak olan Tris, EDTA, ve NaCl hesaplanarak tartilir,

tizeri saf su ile tamamlanir, otoklavlanir ve kontamine edilmeden kullanilir.

SDS (Sodyum Dedosil Siilfat) Soliisyonu
%10 SDS
20 ml i¢cin 2 gr SDS tartilir, 20 ml saf su ile bir sise icerisinde iyice karigtirilir.

Kullanincaya kadar buzdolabinda veya oda 1sisinda tutulabilir.

1.5.

TE Tamponu
10 mM Tris pH 8.0
0.1 mM EDTA pH 8.0

Hazirlanacak hacim i¢in kullanilacak olan Tris ve EDTA hesaplanarak stoklardan

alinir, tizeri saf su ile tamamlanir, otoklavlanir ve kontamine edilmeden kullanilir.

1.6.

M199 Medyumu

100 ml medyum M199
5ml fetal calf serum

1.5 ml fitohemmaglutinin
1.5 ml L-glutamin

Iml penicilin streptomisin

Steril bir ortamda karistirilir ve +4 derecede saklanir.
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EK-2. PCR

PCR ilk kez Kaliforniya’da Berkeley yakimlarinda, Cetus firmasinda ¢alisan Kary
Mullis tarafindan 1985 yilinda icat edilmistir. PCR, kalip DNA {izerindeki belirli bir gen
bolgesinin 1s1ya dayali olarak tekrar eden reaksiyon dongiileriyle ve enzimler aracilig ile in

vitro kosullarda ¢ogaltilmasini saglayan bir yontemdir.

Her bir PCR dongiisii, reaksiyon karigimimin, reaksiyonun gerceklesmesi i¢in daha
onceden belirlenmis olan en uygun ii¢ sicaklik derecesi arasinda transfer edilmesi ile
tamamlanir. PCR bir zincir reaksiyonudur, ¢iinkii, yeni DNA zincirlerinin sayis1 her dongiide
iki katina ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki dongiide kalip gorevi goriirler. Bir dongii 4-5
dakika siirer ve istenildigi kadar tekrar edilir. 25-30 dongili sonunda, DNA miktarinda yaklasik
1 000 000 kez artis olur. Reaksiyon boyunca gereken sicaklik, siire, dongii sayilarini kontrolii
ve otomosyonu Thermal Cycler olarak bilinen cihazlarla yapilir. Bu yontem ile, klonlama,
dizi analizi, klinik tan1 ve genetik taramalar gibi diger islemlerde kullanilmak iizere, bol

miktarda hedef DNA parcalar1 elde edilir.

DNA ¢ift sarmali lizerinde bulunan karsilikli bazlar arasindaki hidrojen baglarimin
kirilarak, primerlerin yapisabilecegi tek iplikli DNA molekiillerinin olusumunu saglayan
sicaklik denatiirasyon sicakhigidir (genellikle 94 °C). Burada kullanilacak DNA temiz olmak
zorunda degildir. Kurumus kan veya semen gibi adli tip ornekleri, tek bir sag teli, uzun siire
saklanmis tibbi 6rnekler, mumya kalintilar1 ve fosil gibi degisik kaynaklardan genomik DNA
elde edilebilir. Cift zincirli DNA, tek zincirli hale gelene kadar 1sitilir. Bu siire¢ yaklasik 5

dakikadir ve bu siirecte enzimler ¢alismaz.

Primerlerin tek iplikli DNA molekiilii {izerinde komplementer oldugu bdlgelere
hibridize oldugu sicaklik annealing (yapisma) sicakligidir. Annealing sicakligi primer
uzunluguna ve baz icerigine gore degisir. Reaksiyonun 6zgiilliigii i¢cin son derece dnemlidir.
Primer-kalip DNA hibridizasyonu sicakliga bagli bir olay oldugundan annealing sicakligi
hibridizasyonun olusumunu saglayacak kadar diisiik ve yanlis baglanmalara izin vermeyecek

kadar da yiiksek olmalidir. Bu sicaklik 50-70 °C arasindadir.
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DNA polimeraz icin optimum olan sicaklik ise uzama (sentez) sicakligi olarak
belirtilir. Bu sicaklik kullanilan DNA polimerazlara gore farklilik gosterebilir. Ornegin Taq
DNA polimeraz icin 72 °C iken Pwo icin 68 °C’dir. Polimeraz enzim, niikleotidleri 5’den 3’e
dogru ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli bir kopyasini
olusturur. Dogru pozisyon almamis primerler ve kalip DNA arasindaki baglar bu 1sida

ayrilirlar.

2.1.  Bir PCR Reaksiyonu icin Gerekli olan Bilesenler ve Fonksiyonlar

2.1.1. Kahp Genomik DNA

PCR reaksiyonunda amplifiye edilecek bolge i¢cin kalip gorevi yapar. Yapilacak olan

calismaya gore herhangi bir canlinin kanindan ve dokusundan izole edilebilir.

2.1.2. Primerler

PCR reaksiyonunda amplifiye edilecek bdlgenin smirlarmi belirleyen sentetik
oligoniikleotidlerdir. Ayrica polimerizasyon reaksiyonlar:1 i¢in DNA polimeraz enzimine
primer gorevi yaparlar. Primerler sadece amplifiye edilecek olan hedef bolgenin kanat
bolgelerine komplementer olmaldir. Aksi takdirde non-spesifik amplifikasyonlar
gozlenebilir. Bu nedenle reaksiyonun istenilen yonde gerceklesmesini saglayan en temel

faktorlerden biridir ve se¢iminde su hususlara dikkat edilmelidir.

Primer dizisi 1-2 piirin baz1 ile baslayip bitmeli.

Kullanilan primerlerin kendi aralarinda ve dizileri igerisinde komplementer bolgeler

olmamali.

Timin niikleotidi yanlis eslesmeye daha toleransli oldugundan 3’ uclarinda

bulunmamali.
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Tm’leri ayn1 veya ¢ok yakin olmali.

GC (Guanin-Sitozin) oranm1 %40-60 arasinda olmal.

Herhangi bir baz 4’den fazla arka arkaya tekrar etmemeli.

2.1.3. Reaksiyon Tamponu

PCR reaksiyonunda, reaksiyon kosullarmin optimum sartlara getirilmesini saglayan

(iyonik direnci, pH, Mg gibi) karigimdir.

2.1.4. DNA Polimeraz
PCR reaksiyonunda polimerizasyonun ger¢eklesmesini saglayan enzimdir. Isiya

dayanikli termofilik bakterilerden izole edildiginden 6tiirii yliksek sicakliklara dayaniklidir.

2.1.5. Deoksiniikleotid Trifosfatlar (ANTPs)
PCR reaksiyonunda, polimerizasyon i¢in gerekli olan enerji ve niikleotid kaynagini

olusturur.
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	giriş ve amaç 7
	Frajil X sendromu (FXS), kalıtsal zeka geriliğinin (ZG) bilinen en sık nedeni olup, etkilenen kişiler zihinsel, davranışsal ve fiziksel bazı farklılıklar gösterir. Bu sendrom, her iki cinsiyeti etkileyebildiği gibi dünyadaki tüm ırk ve etnik grupları da e
	. FXS’lu hastaların çoğunda ZG, uzun yüz, büyük dışa çıkık kulaklar ve büyük testisin bulunduğu tipik Martin-Bell fenotipi görülür. FXS, X kromozomunun uzun kolunun ucunda (Xq27.3'de) yer alan frajil bölge ile ilişkilidir. Özel kültür şartlarında frajil b
	. Frajil nokta değerlendirilen her metafazda görülmemektedir. Bu bölgede yer alan folik asit yokluğuna duyarlı diğer frajil bölgeler (FRAXD, FRAXE ve FRAXF), sitogenetik tanıyı güçleştirmektedir. Aynı zamanda, premutasyon taşıyıcılarında sitogenetik incel
	. Başlangıçta, hastalığın X bağlantılı Mendeliyen kalıtım gösterdiği ileri sürülmüştür. Ancak, frajil X pedigrilerinin detaylı analizi sonucu hastalığın kalıtımının basit Mendeliyen kalıtımı ile uyuşmadığı görülmüştür. Çünkü, bu hastalıkta X‘e bağlı kalıt
	1
	FXS tanısı koymak önemlidir bu sayede, hastalıktan etkilenen çocukların risk altındaki akrabaları; genetik danışmanlık, taşıyıcı testi ve doğum öncesi tanı hizmetlerinden yararlanabilir. Aynı zamanda etkilenmiş çocuklar, eğitim, konuşma, dil gelişimi ve d
	2
	İlk olarak, 1938 yılında Penrose, kadınlarla karşılaştırıldığında erkeklerdeki artmış zeka geriliği yoğunluğuna dikkat çekmiştir. 1943 yılında Martin ve Bell adlı araştırıcılar, X'e bağlı kalıtım gösteren zeka geriliğine dikkat çektiler. Martin ve Bell, e
	. Sutherland ve arkadaşları, folat yokluğunda eksprese olan frajil bölgeyi Xq27.3-q28 bölgesi olarak belirlediler. Glover (1981), Tommerup ve arkadaşları (1981) normal folik asit düzeyli medyuma fluorodeoksiuridin (FUdR) eklenmesi ile frajil noktanın eksp
	3
	yeniden düzenlenmelerde, araştırma yapılan dizinin boyunda artmalar olduğunu ve aile içindeki bireyler arasında da boyutlarda farklılıklar olduğunu gösterdiler. Oberle ve arkadaşları (1991) da aynı yıl, metilasyonun muhtemelen CpG adasında olduğunu ve bun
	. Fenotipik olarak normal olan taşıyıcı erkeklerde, 150-500bç uzunluğu olduğunu ve bunların bu parça uzunluğunu kızlarına hiç değişmeden veya çok küçük değişiklerle kalıttığını bildirdiler. Aynı şekilde, Vincent ve arkadaşları (1991) ile Bell ve arkadaşla
	Frajil X sendromundan sorumlu olan gen, X kromozomu üzerinde yer aldığı halde bu sendromun kalıtımı klasik X'e bağlı kalıtım modeline uymamakta ve çok özgün karakterler göstermektedir. Sherman ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada (1985);  fraji
	4
	taşıyıcısı annelerin fenotipine bağlı olarak da zeka geriliği risklerinin değiştiği, zeka gerili bir taşıyıcının oğlunun zeka geriliği olma olasılığının %50, buna karşın kız çocuklarının hastalık riskinin %28, normal taşıyıcı kadınların erkek çocuklarının
	. FMR l geni, içinde 17 ekzonu olan yaklaşık 38kb'lık bir bölgeyi kapsar. Tekrar sayısı 200 kopyanın üzerinde olduğu zaman FMR l mRNA düzeyleri ve protein ifadesi azalır veya hiç olmaz. Gen ifadesindeki bu değişim, FMR l geninin 5' ucundaki 5'-CpG-3' dinü
	. Northern analiziyle, genin insan dokularının çoğunda beyin, testis, plasenta, akciğer, böbrek ve kalpte eksprese olduğu gösterilmiştir. Frajil X sendromunda, FMR l genindeki hasarların içinde, delesyonlar ve nokta mutasyonları da hastalık ile ilişkilend
	. Frajil X'in moleküler tanısı PCR ve Southern blot ile yapılmaktadır. PCR ile normal ve premutasyonlu bireyler, Southern blot ile premutasyonlu ve full mutasyonlu bireyler belirlenmektedir. Southern blot özellikle tam mutasyonların tayini için zorunlu ol
	5
	FMR l geninin baskılanmasını belirlemeye yardımcı olur. Bu durum tam mutasyonlularda meydana gelir. Frajil X sendromu için özgül bir tedavi yoktur. Ancak, tıbbi tedavi konuşma tedavisi, özel eğitim, uğraşı tedavisi ve spor çalışmaları gibi uygulamalar has
	X'e bağlı zeka geriliği içinde %40 ile ilk sırada yer alan bu sendromun yoğunluğu 1982 yılında, sitogenetik analiz sonuçlarına dayanılarak, erkeklerde 0.5/1000 olarak bildirilmiştir. Demirhan ve arkadaşları (2003) bölgemizde, zeka geriliği olan çocuklarda
	. 1996 yılında, moleküler verilerle yapılan bir çalışmada ise prevalansın erkeklerde 1:4000, kadınlarda 1:6000 olduğu bildirildi. Bu çalışmalardan, sitogenetik olarak pozitif tanı alan olguların yarısı moleküler tanı yöntemlerle doğrulanmakta olduğu ortay
	. Rastgele seçilmiş 3458 yeni doğanda frajil X gösterilemezken, zeka gerili olgularda sıklığı %l-2 oranında, özel eğitim alan zeka geriliği olan olgularda %3-5, otistik çocuklarda ise %10 oranında bulunmuştur. FMR l geninde, frajil bölge tekrarlarının kar
	Zeka geriliği, belirgin kulaklar, uzun ince bir yüz, davranış bozuklukları, pubertal dönemden itibaren makroorşidizm ile karakterize bu sendrom, olguların dişi veya erkek oluşu erkeklerin premutasyon veya tam mutasyon taşımaları ile yeni doğan, ergenlik ö
	6
	ya da tam mutasyon taşıyıcısı erkek hastaların tümünde zeka geriliği söz konusudur. Frajil X sendromunun yeni doğan dönemde tanısı çok zordur. Bu olguların, doğum kilosunun normal kardeşlerine göre daha fazla ve baş çevresinin normalin üstünde olduğu bild
	. Göz etrafındaki şişlik ve hipotoni en önemli diğer bulgulardır. Ayrıca, frajil X yenidoğanların yarık dudak, yumru ayak, doğumsal kalça çıkığı ve fıtık için artmış riskleri olduğu ve bu bulguların frajil X sendromundaki bağ dokusu displazisi ile ilişkil
	7
	Fiziksel bulgulara oranla davranış bulguları ergenlik öncesi dönemde tanıda daha yardımcıdır. İki yaş civarı çocuklarda konuşma geriliği ve hiperaktivite dikkat çeker ve aileler genellikle bu nedenle doktora başvururlar. Hiperaktivite daha çok ergenlik dö
	. Bu nedenle, etiyolojisi bilinmeyen otizm veya zeka geriliği olgularının frajil X sendromu açısından değerlendirilmeleri önerilmektedir. Prepubertede gözlenen fiziksel bulgular bu dönemde daha da belirginleşir
	. Kulaklar büyük, alın yüksek, çene belirgin ve yüz görünümü ince, uzun ve dardır. Büyük belirgin kulaklar ve olguların %80'inde büyük testisler gözlenir. Büyük testisler, postpubertal dönemde testiküler hacmin 30 ml'den daha fazla olması ile tanımlanır. 
	8
	Son yıllardaki bulgular ile insan gen hastalıklarına neden olan, tekrarlayan üçlü tekrar dizilerine sahip olan genlerin, sadece mayozda değil aynı zamanda mitoz sırasında da yüksek düzeyde kararsız olduğu belirlenmiştir. Bu tekrarlayan dizilerin çok sayıd
	. Frajil X geninin yerinin tam olarak belirlenmesi, birkaç laboratuvarın çalışması ve birçok denemeden sonra, 1991'de yapılmıştır. Mandel ve Davies'in laboratuvarında, bağımsız olarak klonlanan bir bölgenin frajil bölge içinde yer aldığı belirlenmiştir. A
	.
	9
	FMR 1 geninin yapısı FMR l  geni, içinde 17 ekzonu olan yaklaşık 38 kb'lık bir bölgedir. CGG tekrar bölgesi, genin 1. ekzonu içinde ve CpG adasının 250 bç aşağısındadır. Bu bölge, frajil X sendromlularda anormal olarak metillenmiş olup FMR l  geninin prom
	. Genel olarak DNA metilasyonu, X inaktivasyonunda ve farklılaşmasında rol oynamaktadır. FMR l 'de dikkate değer birçok özellik vardır. Çoğunlukla, CGG içeren değişik sayıdaki üçlü nükleotid tekrarları 5' uca yakın başlar. Bu tekrar bölgesinin genişlemiş 
	maya
	tavuk, tavşan, hamster, sığır, domuz, maymun, goril ve şempanzelerden elde edilen genomik DNA'lar ile yapılan hibridizasyon çalışmaları açıkça göstermektedir. FMR l geni, sitoplazma ve nükleus arasında harekete karıştığı belirlenen çekirdek translokasyon 
	. Genin hücre sitoplazması ve nükleus
	10
	arasında RNA translokasyonu ile ilgili olabileceği belirlenmiştir. Başlangıçta genin yapısı, fonksiyonu ve bilinen bir gen ile ilişkisi olup olmadığı bilinmiyordu. Birkaç yıl sonra, FMR l geni proteininin (FMRP), bazı KH domainleri ve RGG kutularına sahip
	. Erişkin bir omurgalı hücresinin genomunda, CpG dinükleotidlerindeki sitozinlerin (C) %60-90'ı DNA metiltransferaz tarafından metillenmiştir. DNA metilasyonu, gen aktivitesini düzenlemektedir. Bundan başka DNA metilasyonu, X inaktivasyonu ve farklılaşmad
	ve
	genomlarında CpG metillenmesinin hiç olmadığı ve onların yaşamlarını metilasyon olmadan devam ettirdikleri belirlenmiştir. DNA metilasyonuna bağlı gen düzenlenmesi, hücre bölünmesi veya metazoaların gelişiminde esas olarak zorunlu değildir. Çünkü, bu orga
	metilasyonu düzenlenmiş bir işlemdir. Embriyoda, normal DNA metilasyon düzeyleri, gastrulasyon sonrası gelişim için gereklidir, DNA metilasyonunun, memeli embriyonik germ hücrelerinin yaşam sürecinde önemli bir rolünün olmadığını, fakat somatik hücrelerin
	bir çalışmasında; 5-azadeoksisitidin (5-azadC) kullanılarak hipermetillenmiş FMR l  gen bölgesi demetile edilerek yeniden aktive edilmiş ve spesifık mRNA ve protein ürünü gösterilmiştir
	. Ayrıca, promotorun demetile olup olmadığı metilasyona duyarlı enzimler ile yapılan restriksiyon analiziyle de belirlenmiştir. Elde edilen bu bulgular, tam mutasyonlu
	11
	fakat metillenmemiş FMR l  genine sahip IQ düzeyleri normal olan erkekler için de önemli bir açıklama getirmiştir. Tekrar sayısı 230 civarında iken, büyüme bölgesinden yukarıda bulunan CpG adası ve büyüme bölgesi hipermetilasyona uğramaktadır. Hipermetila
	. Tam mutasyonlu frajil X  hastalarının artmış CGG sekanslarında somatik mozaisizm Southern Blot ile gösterilmektedir. Bu durum, lokusun tek bir dokuda da olsa farklı uzunluklarda polimorfik yapılara sahip olabileceğini gösterir. Aynı şekilde, farklı doku
	12
	geçerken ya çok küçük düzeyde ya da hiç olmamaktadır. CGG tekrar sayısının normalde kararlı olduğu (5-55), kararlılığın bozulması ile artışın başladığı ve en az iki kuşak sonrası 200 tekrara ulaştığında hastalık fenotipinin ortaya çıktığı görülmektedir. 5
	Yaklaşık, 38 kb'lık 17 ekzon içeren FMR l geni, 4.4 kb'lık bir mRNA kodlar ve bu mRNA 70 kDa'luk proteini sentezler
	. Ashley ve arkadaşları (1993), sıçanda insan FMR l genine homolog gen bölgesini tanımladılar ve cDNA'yı izole ettiler. Homolog CGG tekrarı dahil, çok büyük bir dizi benzerliği gösterdiğini gözlemlediler. İnsan ve fare beyninde yaptıkları çalışmada, FMR l
	13
	FMR l  proteininin amino asit dizisindeki bazı motifler ile daha önceden tanımlanmış olan hnRNP K proteinindeki KH domaini ve hnRNP U proteinindeki RGG (arg-gly-gly) kutusunun benzerlik gösterdiği, KH domaini ve RGG kutusunun, hnRNP'nin pre-mRNA'ya bağlan
	. FMR l proteini, bir çok dokuda gösterilmiştir. Fetus olgunlaştıkça, beyin ve testisler hariç diğer dokularda azalmaktadır. Merkezi sinir sistemi  ve testisler, fetal yaşamda oldukça yüksek ekspresyonun görüldüğü ve erişkin yaşamda da sürdüğü dokulardır.
	. Sukroz yoğunluk analizi ile FMRP ribozom ilişkisinin RNA bağımlı olduğu gösterilmiş ve FMRP, EDTA işlemini takiben ribonükleoprotein partikülleri içinde bulunmuştur
	. Bu çalışmaya göre FMRP, bir çekirdek lokalizasyon sinyali ve bir de çekirdek eksport sinyali içerir. RNA bağlanma özelliği ribozomlar ile ilişkilidir. Bu veriler birleştirildiğinde, FMRP önce ribonükleoprotein partikülleri içinde toplanarak çekirdeğe gi
	14
	Frajil X sendromuna neden olan genin klonlanmasından sonra bunun kararsız üçlü nükleotid tekrar sayısının artmasından kaynaklandığı gösterilmiş ve bunu takiben sitogenetik testin yerini moleküler test almıştır.
	Frajil X sendromunun karekteristik sitogenetik bulgusu olan X kromozomunun uzun kolunun terminalinde q27.3 bant bölgesinde yer alan, kırılmaya eğilimli noktaya kromozomdan ayrı ya da bir ucundan kromozoma bağlı küçük bir parça veya iki kromatit üzerinde b
	. Çok daha ender olarak, bu nokta triradial figür, kayıp ya da asentrik bir parça biçiminde de ortaya çıkabilir (Şekil 2).
	X kromozomunda sitogenetik frajiliteKromozomlar üzerinde sitogenetik analiz ile görülebilen frajil bölgeler rekombinojeniktirler. Frajil bölgenin olduğu yerde, DNA geç veya eksik çoğalmaktadır. Frajil bölge Xq27 için öne sürülen mekanizmalardan biri bu bö
	. Xq27'de görülen frajil bölge sendrom ile ilişkilidir. Frajil bölge, X'in uzun kolunun telomerik ucuna yakındır ve
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	frajil bölgede çok küçük asentrik parçanın kaybını görmek zordur. Bununla beraber, ara sıra gözlenmektedir. X üzerinde frajil bölgenin belirlenebilmesi biraz subjektiftir ve deneyimli bir gözlemciye ihtiyaç duyulur. Frajil bölge çalışmaları, ışık mikrosko
	. Ancak, etkilenmiş erkeklerde frajil bölge daima gözlenir. Bundan başka, FRAXA uç bölgesindeki FRAXE'de frajil bölge ekspresyonu, FRAXA bölgesindeki ekspresyon gibi yanlış yorumlanabilir. Zeka geriliğine neden olan FRAXE ekspresyonunda da frajilite gözle
	. Bu sonuçlar, üç frajil bölgede de elde edilmiştir. Bunlar, folat ile baskılanabilen Xq27, 10q23 ve 2ql3' dür. Folat veya timidin her biri baskılama ajanıdır.
	X kromozomu üzerinde bilinen frajil bölgeler
	16
	Frajil X sendromunun oluşumu ile ilgili iki model öne sürülmektedir. Birinci modelde, insanda frajil bölgelerin oluşumuna,
	de olduğu gibi, araya giren heterokromatin neden olabilir. İkinci modelde ise frajil X'in normal olmayan kromozom imprinting'inden oluştuğu öne sürülmektedir. İnsan genomunda frajil bölgeler, nadir ve yaygın frajil bölgeler olarak iki grupta toplanmaktadı
	. Yaygın olarak gözlenen frajil bölgelerin sağlığa zararlı olmadığı gözlenmiştir. Sterikbaskılanmak olarak adlandırılan bir durumda, DNA polimeraz kompleksi hala geç replike olan DNA üzerinde ise kondensasyonu bloke eder ve kromozom gap'ına neden olur
	. Sterik baskılanmaya diğer bir örnek de nükleolusun replikasyonda geri kalması sonucu oluşan ikincil konstriksiyondur. Yaygın frajil bölgeler, populasyonda tüm bireylerde veya çoğunluğunda bulunan bölgeler olarak tanımlanır ve kromozom çiftinin her iki ü
	. Bu bölgelerin çoğu özellikle, DNA polimeraz ct'nin bir inhibitörü olan afidikolin indüksiyonuna duyarlıdır. Çok az sayıda olmakla beraber 5-azasitidin veya bromodeoksiüridin (BrdU) tarafından da uyarılmaktadır. Sutherland, frajil bölgeyi ilk gösteren ar
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	sırasında hazır olmalıdır. Frajil X ekspresyonunu tam olarak baskılayan timidin veya folik asittir. Folik asit eksikliği veya metataraksat indüksiyonu ile frajil X  eksprese olur. Timidinin yüksek konsantrasyonlarının da (1-2 mM) frajil X uyarılmasını (FR
	. Frajil X,  % 4'ün altında ise çalışmanın tekrarlanması önerilmektedir. Sitogenetik adlandırma kurallarına (ISCN) göre kromozom kuruluşu frajil X erkekte 46,Y,fra(X)(q27.3), kadında ise 46,X,fra(X)(q27.3) şeklinde yazılmaktadır.
	Frajil X mutasyonunun moleküler testi, sıklıkla iki metod kullanılarak yapılmaktadır. I. metod; doğrudan genomik Southern blot analizidir. Bu yöntemde, CGG tekrar bölgesine yakın olan bir prob kullanılır. II. metod, polimeraz zincir reaksiyonudur. Her iki
	.
	Southern (1975) tarafından bulunan bu teknikte, agaroz jel elektroforezi ile ayrıştırılan DNA parçaları arasında spesifik diziler tayin edilir. DNA ilgili gen bölgesini tanıyan bir bakteriyel restriksiyon endonükleaz ile kesilir. Oluşan DNA parçaları, aga
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	alıyor olması bu tekniğin dezavantajlarıdır. Daha sonraları, radyoaktif işaretli problar yerine non radyoaktif (digoxigenin, biotin) işaretli probların kullanılması ile bu teknikteki bir çok zorluk aşıldı. Southern transfer analizi ile FMR l'in premutasyo
	. Frajil bölgede tekrar eden DNA bölgesinin farklı prob ve çeşitli restriksiyon enzim kesimlerinden sonra, "Southern Blot Analizi" ile genotiplemesi yapılabilmektedir. Normal X kromozomu, Eco RI kesimi ve pfxa3 probu ile 5.2 kb'lık bir parça verir. Tekrar
	Polimeraz zincir reaksiyonu, 1985'de Randall Saiki ve arkadaşları tarafından orijinal olarak geliştirilmiş ve ilgili DNA dizisinin
	amplifikasyonunda yüksek düzeyde etkili olan yeni bir tekniktir
	. DNA materyali çok az bile olsa bu yöntem, hedef DNA dizisinin hızlı bir şekilde analizini ve karakterizasyonunu sağlar. Yöntem, ilgili bölgeye komşu olan dizilerin kullanılmasına bağlıdır. Genellikle, 18-22 baz uzunluğunda iki oligonükleotid (primer çif
	DNA polimeraz I'in büyük parçasıdır. Enzimlerin çoğunda, katalitik aktivite yüksek ısıda kaybolur. Taq polimeraz,
	19
	termofilik bakteri türlerinden olan
	’dan elde edilmiş ve yüksek denatürasyon ısısında aktiftir. Taq polimeraz kullanımıyla, her döngüde enzim ilavesi gerekmeden işlem yapılmakta ve bundan dolayı otomasyonun basit olmasını sağlamaktadır. PCR için kullanılan otomatik termal döngü makinaları, 
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	Bu çalışma, frajil X öntanısı alan 107 çocuk bireyden alınan kan örnekleri ile yapıldı.
	Bu çalışmada kullanılan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar aşağıda verilmiştir. 1. M-199 ( Fra-X Medyumu ) 2. Colcemid ( 10mg/ml ) 3. Metanol ( Merck ) 4. Glasial Asetik Asit ( Merck ) 5. Giemsa ( Merck ) 6. RPMI 1640 ( Sigma 0883 ) 7. Phytoh
	1. Santrifüjler (Techne Cambridge, Universal 16R) 2. Su Banyoları (Grant)3. pH metre (Inolab)4. Buzdolabı (Arçelik, Uğur)5. Deepfreeze (Beko, Siemens)6. Vorteks (Nüve NM 110)7. Thermal Cycler (Bioer XP cycler, Eppendorf Mastercycler)8. Otoklav (Trans)9. O
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	Bu çalışmada; Frajil X ön tanısı ile gelen hastalarda öncelikle sitogenetik frajilitenin olup olmadığına bakıldı. İkinci olarak, moleküler analizleri yapıldı ve yapılan bu iki analiz arasındaki ilişki oranına bakıldı.
	Sitogenetik analiz için lenfosit kültürü yöntemi kullanıldı. Bunun için sırasıyla şu işlemler yapıldı.
	Heparin ile yıkanmış enjektöre 1-2 cc kan alındı.
	Konik tabanlı kültür tüplerine 3’er cc daha önceden hazırlanan M199 medyumu kondu.
	Her tüpe 3-4 damla kan damlatıldı.
	37 santigrat derecelik etüvde 72 saat üremeye bırakıldı.
	70.5 saat sonra bölünmenin durması ve iğ ipliklerinin yok olması için 4 damla kolçisin maddesi eklendi.
	72 saat dolduğunda 1000 rpm de 8 dakika santrifüj edildi.
	Süpernatant tüpün altındaki çizgiye kadar atıldı. Pipetaj yapıldı ve üzerine hücrelerin şişmesi için 5-6 cc kadar hipotonik solüsyon eklendi.
	15 dakika 37 santigrat derecelik etüvde bekletildi.
	Her bir tüpe 7-8 damla (3 birim metanole 1 birim asetik asit  oranında hazırlanan) fiksatif damlatıldı.
	1000 rpm de 8 dakika santrifüj edildi.
	Süpernatant tüpün altındaki çizgiye kadar atıldı. Pipetaj yapıldı ve üzerine 5-6 cc kadar fiksatif eklendi. 1000 rpm de 8 dakika santrifüj edildi.
	Üstteki maddede belirtilen işlemler 3 kez tekrarlandı.
	Saf sudan geçirilen lamlar üzerine yayma yapıldı.
	Preparatlar etüvde birkaç gün bekledikten sonra bantlama yapıldı.
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	75 cc serum fizyolojik içersine 1,5 cc tripsin konuldu ve pH metre yardımı ile (pH 7,5-7,8 arası) tripsin çözeltisi hazırlandı.
	Preparatlar 45 saniye süreyle tripsin çözeltisi içinde bırakıldı.
	Preparatlar fosfat tampon çözeltisi içerisine batırılıp çıkartıldı.
	Preparatlar Giemsa boyasında 7 dakika bekletildi.
	700 µl tam kan 1.5 ml’lik ependorf tüp içerisine alındı. Daha sonra 700 µl eritrosit lizis tamponu ile muamele edildi. Bir iki kez karıştırılıp 3 dk beklendi. Sonra santrifüj edilerek süpernatant pipet yardımı ile atıldı. Bu aşama iki kez tekrarlandı.
	Eğer pellet yeterince temiz değilse 1 ml fizyolojik tamponla yıkandı. Bunun için pellet üzerine fizyolojik tampon eklendi, santrifüj edilerek süpernatant pipetle alındı ve atıldı.
	Pellet üzerine 300 µl TE-9 (pH:9) tamponu ilave edilerek pellet çözdürüldü. Daha sonra üzerine 100 µl %10’luk SDS (Sodyum Dedosil Sülfat) ve 20 µl Proteinaz K ilave edildi. Tüp iyice karıştırılarak 65°C’de 1.5-2 saat inkübe edildi.
	İnkübasyon sonunda tüp içerisine 200 µl doymuş (6M) tuz çözeltisinden ilave edildi. Tüp iyice karıştırıldı ve süt beyazı rengine dönüştüğü gözlendi. Burada amaç; DNA dışındaki protein, lipid gibi moleküllerin DNA’dan uzaklaştırılmasıdır. Daha sonra bu kar
	Bu kez süpernatant steril ependorf tüplerine alındı ve üzerine 900 µl saf alkol ilave edilerek DNA’nın yoğunlaşması gözlendi. DNA’nın tüpün dibinde çökelmesi için santrifüj edildi.
	Süpernatant döküldü ve pellet üzerine %70’lik alkolden 1000 µl ilave edilerek iyice karıştırıldı ve santrifüj edildi. Pellet halinde kalan DNA’nın üzerindeki süpernatant döküldü ve DNA kurutuldu.
	Alkolü tamamen uçmuş DNA üzerine 200 µl TE ilave edilerek 65°C’de 15 dk bekletildi ve çalışmak üzere 4
	C’de bekletildi.
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	PCR reaksiyonunun hazırlanması aşamasında bilmemiz gereken diğer bir temel konu da DNA’yı çözdüğümüz sıvı ortam içerisindeki DNA konsantrasyonu ve saflık derecesidir. Bunun belirlenmesi, UV spektrofotometresi ile yapılabilmektedir. DNA örneğinin içerisind
	/ A
	=1.8’dir. Bu değer elimizdeki DNA örneğinin verimini gösterir. Dolayısıyla, bulduğumuz değer 1.8’e ne kadar yakınsa verim o kadar yüksektir. Bu orandan düşük değerler, örnekte fenol ya da protein kontaminasyonunu, 1.8’den büyük değerler ise RNA kontaminas
	/A
	=1.8-2.0’dir.
	Genomik DNA, standart protokoller kullanılarak izole edildikten sonra bir örnek için PCR amplifikasyonu aşağıdaki karışımlar hazırlanarak kuruldu.
	High GC PCR Buffer      13  μL
	Gender primers              0.6 μL
	Fragile X Primers 0.8 μL
	TR PCR Enzyme Mix 1.2  μL
	Distile Su                        1.4 μL
	DNA                                 3    μL --------------------------------------------
	TOPLAM                         20  μL
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	PCR reaksiyonu için gerekli şartlar, thermal cycler cihazında aşağıdaki gibi ayarlandı.
	98.5 0:10 15
	58.0 1:00 75.0 6:00 98.5 0:10 15 56.0 1:00 75.0 6:00 4.0 99:59
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	PCR reaksiyonu tamamlandıktan sonra, ürünler aşağıdaki şekilde saflaştırıldı.
	Cleanup Enzyme Mix        3 µl
	PCR ürünü                         2 µl Saflaştırma için thermal cycler cihazı aşağıdaki şekilde ayarlandı.
	75°C 10 dak 5 μL 4°C
	Örneklerin kapiller elektroforez cihazına yüklenmesi sırasında aşağıdaki sıra izlendi.
	Hi-Di
	Formamide              7 μL
	ROX 1000 Size Standard      3 μL
	Saflaştırılmış ürün                 5 μL
	TOPLAM                15 μL platelere dağıtıldı ardından 30 saniye 93 °C de denatürasyon yapıldı ve kapiller elektroforez cihazına yüklendi. Örnekler cihazda yürüdükten sonra mevcut piklere bakılarak gerekli değerlendirmeler araştırıcı tarafından yapıldı.
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	Çukurova Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Araştırma Hastanesi, Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Anabilim Dalında, frajil X ön tanısı alan toplam 107 erkek ve kız çocuğun sitogenetik ve 26 çocuğun FMR-1 geninin moleküler tanısı yapıldı. Ayrıca, hastaların klinik 
	Vaka grubunun cinsiyet ve sitogenetik tanı grubuna göre dağılımı
	Erkek 5 (%4.7) 90 95 (%88.8) Kadın 3 (%2.8) 9 12 (%11.2)
	107 (%100)
	Çalışmaya alınan 107 çocuğun, 95 (%88.8) erkek ve 12 (%11.2) kız olup bunların, 8’inde (%7.5) X kromozomunda sitogenetik olarak fra X pozitif sonuç alındı. Buna göre; hastalık oranı erkek çocuklarda %4.7 bulunur iken kızlarda bu oran %2.8 olarak tespit ed
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	Hastaların; sitogenetik, moleküler genetik ve klinik bulguları
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	28
	9 nolu hastada Xq27.3 de frajil bölge
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	9 nolu hastada 14q22 de kromatid kırığı bölgesi
	9 nolu hastada 9. ve 6. kromozomların kısa kollarının kaynaşması sonucu oluşan yeniden düzenlenmiş kromozom ve dmin kromozom parçaları
	30
	9 nolu hastada 5q31 de kromatid kırığı bölgesi
	11 nolu hastada 3p22 de gap bölgesi
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	12 nolu hastada Xq26 da frajil bölge
	12 nolu hastada 3p14.2 de kromatid kırığı bölgesi
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	12 nolu hastada 5q31 de kromatid kırığı bölgesi
	13 nolu hastada 1q44 de frajilite ve 2q31 de kromatid kırığı bölgesi
	33
	13 nolu hastada 7p21.2 de frajil bölge
	14 nolu hastada Xq27.3 de frajilite ve 11p15.1 de gap bölgesi
	34
	14 nolu hastada Xq27.3 de frajil bölge
	14 nolu hastada Xp22 de frajil bölge
	35
	14 nolu hastada 8q22 de kromatid kırığı bölgesi
	14 nolu hastada 5q31 de frajil bölge
	36
	14 nolu hastada 6p23 de frajil bölge
	15 nolu hastada 6q25 de frajilite, 3q13.2 ve 19p13.1 de kromatid kırığı bölgesi
	37
	15 nolu hastada 3p21.1 de kromatid kırığı bölgesi ve 3p25 de frajilite
	15 nolu hastada 3p21 de kromatid kırığı bölgesi
	38
	15 nolu hastada 7q31.2 de ve 15q15 de kromatid kırığı bölgesi
	15 nolu hastada 4q31 de kromatid kırığı bölgesi
	39
	15 nolu hastada 3p14 de kromatid kırığı bölgesi
	16 nolu hastada 3p13 de kromatid kırığı bölgesi
	40
	16 nolu hastada 7q32 de kromatid kırığı bölgesi
	16 nolu hastada 2q31 de kromatid kırığı bölgesi
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	16 nolu hastada 1p22.3 de kromatid kırığı bölgesi
	16 nolu hastada 9q22.1 de kromatid kırığı bölgesi
	42
	18 nolu hastada 7q32 de frajil bölge
	19 nolu hastada 6q25.2 de frajil bölge
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	19 nolu hastada 3p21.3, 6q21 ve 11q23.2 de frajil bölge
	19 nolu hastada 1q32.1 de frajil bölge
	44
	19 nolu hastada 3p21.2 de kromatid kırığı ve 6q21 de gap bölgesi
	19 nolu hastada 7q22 de kromatid kırığı bölgesi
	45
	19 nolu hastada 3p13 de kromatid kırığı ve 8q22 de gap bölgesi
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	İncelenen hastalarda rastlanan kromozom hasarlarının kısmi görünümleri
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	Yirmi altı vakada yapılan FMR-1 geninin moleküler genetik analizleri sonucunda, tüm çocukların CGG tekrar sayılarının normal sayılarda olduğu (21 ile 39 CGG tekrar arasında), premutasyon taşıyıcıları yada tam mutasyonlu bireylerin bulunmadığı rapor edildi
	Normal bir hastaya ait FMR-1 geninin CGG tekrar dizilerinin moleküler analiz sonucu
	Bazı hastaların çoğaltılan bölgelerinin agaroz jel görüntüsü
	48
	Kromozom düzensizlikleri, ZG’nin (Zeka Geriliği) önemli bir nedeni olup görülme sıklığı ZG şiddetine bağlı olarak artmaktadır
	. ZG’nin en önemli nedenlerinden birisi olan FXS’nun tanınması; tanınan olguların izlenmesi ve en önemlisi ailede riskli bireylerin saptanarak prenatal tanı ile yeni olguların ortaya çıkmasını önlemek açısından önemlidir. FXS, oldukça karmaşık ve X kromoz
	. Frajil X taşıyıcısı annelerin fenotipine bağlı olarak ZG riski değişmektedir. Hafif ZG taşıyıcı bir annenin oğlunun ZG’li olma olasılığı %50, buna karşın kız çocuklarının hastalık riski %28, normal taşıyıcı kadınların erkek çocuklarının hasta olma olası
	. Bununla birlikte, diğer kromozomlarda pek çok kromozom hasarına rastlamışlardır. Özbey ve arkadaşları tarafından yakın bir tarihte
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	yapılan çalışmada (2006); ZG’li 72 hasta, frajil X açısından sitogenetik ve moleküler analizler ile değerlendirildi, hastaların %16.7’sinde kromozom düzensizliği ve %9.7’sinde moleküler analiz ile frajil X pozitif sonuç tespit edildi. Bununla birlikte; fr
	. Çalışmamızdaki frajil X oranı, diğer çalışmalardaki bulgular ile benzer değerde çıkmaktadır. Rehabilitasyon merkezlerinden seçilen, frajil X şüphesi taşıyan 82 çocuk ve 72 sağlıklı kontrol grubu ile yapılan sitogenetik ve moleküler genetik bir çalışmada
	. Çalışmamızda ise frajil X şüphesi taşıyan ve Çocuk Nöroloji kliniğine ZG nedeniyle başvuran 107 çocuktan 26’sının moleküler genetik analizlerinde FMR 1 genindeki CGG üçlü nükleotid tekrar sayılarının 21 ila 39 arasında değiştiği ve en sık gözlenen (%50)
	. Özbey ve arkadaşları ise (2006), Elazığ bölgesindeki ZG’li hastalarda, kromozom düzensizliklerinin yoğunluğunu %16.6 olarak bildirdiler
	. Bu çalışmalarda
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	bulunan kromozom düzensizliklerinin görülme sıklığı ile çalışmamızdaki oran  benzerlik göstermektedir. Anormal kromozoma sahip bireyler arasında en yaygın olarak görülen klinik bulgu ZG’dir. Yapılan çalışmalarda; genç hastalarda yapısal kromozom düzensizl
	. Bu durum, klinik uygulamada önemlidir. Psikiyatri ve Çocuk Nöroloji uzmanları; böyle anormalliklerin olabilme olasılığını göz önünde bulundurmalı ve genetikçilerle iş birliği içinde olmalıdırlar. Klinik olarak FXS tanısı atlanabileceği için, ZG’li çocuk
	. Etiyolojisi bilinmeyen ZG ve ZG aile hikayesi olan hastalarda, FXS’na yönelik sitogenetik inceleme gereklidir. Sitogenetik analiz etkilenmiş erkeklerin saptanmasında faydalı bir yöntem olmasına rağmen, DNA-dayalı moleküler analizler hem tam mutasyon hem
	. Günümüzde, doğum öncesi ve sonrası yapılan kromozom analizlerinde görülen en yaygın kromozom düzensizliği, kromozom 9’un perisentrik inversiyonudur (inv(9)(p11;q11-13). Kromozom 9’un yapısal düzenlenmelere çok fazla yatkınlık gösterdiği bilinmektedir. P
	. Klinik önemi tam olarak anlaşılamamıştır. Perisentrik inversiyon gibi polimorfizmlerin normal varyantlar olduğu düşünülmektedir
	. Çalışmamızda; 1 hastada (%0.9) inversiyon 9 (hasta no: 91) tespit edildi. Özbey ve arkadaşları (2006) ise bu inversiyonu, ZG’li çocukların %2.8’inde (2/72) rapor ettiler
	. Bu hastalarda ZG’nin, inversiyon 9’a bağlı olup olmadığını söylemek zordur. Çünkü, bu oranlar normal populasyonda görülen değerlerdedir. Bu hastalarda, değerlendirme yapılırken inversiyonun bir kromozom hasarı mı yoksa kromozomun polimorfik varyantı mı 
	51
	etmektedir. Öyküsü bilinmeyen ZG’de, gelişme bozukluğu, konuşma güçlüğü olan çocuklarda ve ZG aile hikayesi olan hastalarda, FXS’na yönelik sitogenetik ve moleküler genetik incelemeler gereklidir. Böylece, gerekli bireylere uygun genetik danışma verilerek
	52
	Çalışmamızda, sitogenetik ve moleküler genetik analizleri yapılan 107 ZG’li hastadan elde edilen sonuçlara göre: Frajil X  hastalığının tanısında sitogenetik test gereklidir ancak moleküler genetik analizlerle desteklenmesi zorunludur. Çünkü, premutasyon 
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	57
	Kullanılan kimyasal ve solüsyonların hazırlanmasında kaynak olarak “Molecular Cloning Kataloğu” esas alınmıştır. Hazırlanan solüsyonlar genel olarak konsantre stoklar halindedir. Çalışma konsantrasyonlarına ulaştırmak için stoklardan belli oranlarda alına
	xV
	=M
	xV
	formülünden yararlanılmıştır. M
	= Hazırlanan stok konsantrasyon (M, N veya %) V
	= Stoktan alınması gereken miktar (V) M
	= Çalışma (son) konsantrasyonu (M, N veya %) V
	= Hazırlanacak olan çözelti (çalışma çözeltisi) miktarı (V).
	0.32 M sukroz 10 mM Tris 5 mM MgCl
	%1 TritonX100 Hazırlanacak hacim için sukroz, Tris,  MgCl
	ve TritonX100 hesaplanarak tartılılır ve üzeri saf su ile tamamlanır, otoklavlanır ve kontamine edilmeden kullanılır.
	0.075 M NaCl 0.025 M EDTA Hazırlanacak hacim için NaCl ve EDTA hesaplanarak tartılır ve üzeri saf su ile tamamlanır, pH 7.5-7.4’e ayarlanır, otoklavlanır ve kontamine edilmeden kullanılır.
	58
	500 mM Tris baz 20 mM EDTA pH 9.0 10 mM NaCl Hazırlanacak hacim için kullanılacak olan Tris, EDTA, ve NaCl hesaplanarak tartılır, üzeri saf su ile tamamlanır, otoklavlanır ve kontamine edilmeden kullanılır.
	%10 SDS 20 ml için 2 gr SDS tartılır, 20 ml saf su ile bir şişe içerisinde iyice karıştırılır. Kullanıncaya kadar buzdolabında veya oda ısısında tutulabilir.
	10 mM Tris pH 8.0 0.1 mM EDTA pH 8.0 Hazırlanacak hacim için kullanılacak olan Tris ve EDTA hesaplanarak stoklardan alınır, üzeri saf su ile tamamlanır, otoklavlanır ve kontamine edilmeden kullanılır.
	100 ml medyum M199 5ml fetal calf serum 1.5 ml fitohemmaglutinin 1.5 ml L-glutamin 1ml penicilin streptomisin Steril bir ortamda karıştırılır ve +4 derecede saklanır.
	59
	PCR ilk kez Kaliforniya’da Berkeley yakınlarında, Cetus firmasında çalışan Kary Mullis tarafından 1985 yılında icat edilmiştir. PCR, kalıp DNA üzerindeki belirli bir gen bölgesinin ısıya dayalı olarak tekrar eden reaksiyon döngüleriyle ve enzimler aracılı
	koşullarda çoğaltılmasını sağlayan bir yöntemdir. Her bir PCR döngüsü, reaksiyon karışımının, reaksiyonun gerçekleşmesi için daha önceden belirlenmiş olan en uygun üç sıcaklık derecesi arasında transfer edilmesi ile tamamlanır. PCR bir zincir reaksiyonudu
	C). Burada kullanılacak DNA temiz olmak zorunda değildir. Kurumuş kan veya semen gibi adli tıp örnekleri, tek bir saç teli, uzun süre saklanmış tıbbi örnekler, mumya kalıntıları ve fosil gibi değişik kaynaklardan genomik DNA elde edilebilir. Çift zincirli
	C arasındadır.
	60
	DNA polimeraz için optimum olan sıcaklık ise uzama (sentez) sıcaklığı olarak belirtilir. Bu sıcaklık kullanılan DNA polimerazlara göre farklılık gösterebilir. Örneğin Taq DNA polimeraz için 72
	C iken Pwo için 68
	C’dir. Polimeraz enzim, nükleotidleri 5’den 3’e doğru ekleyerek, primerlerin uzamasını sağlar ve hedef DNA’nın iki zincirli bir kopyasını oluşturur. Doğru pozisyon almamış primerler ve kalıp DNA arasındaki bağlar bu ısıda ayrılırlar.
	PCR reaksiyonunda amplifiye edilecek bölge için kalıp görevi yapar. Yapılacak olan çalışmaya göre herhangi bir canlının kanından ve dokusundan izole edilebilir.
	PCR reaksiyonunda amplifiye edilecek bölgenin sınırlarını belirleyen sentetik oligonükleotidlerdir. Ayrıca polimerizasyon reaksiyonları için DNA polimeraz enzimine primer görevi yaparlar. Primerler sadece amplifiye edilecek olan hedef bölgenin kanat bölge
	Primer dizisi 1-2 pürin bazı ile başlayıp bitmeli. Kullanılan primerlerin kendi aralarında ve dizileri içerisinde komplementer bölgeler olmamalı. Timin nükleotidi yanlış eşleşmeye daha toleranslı olduğundan 3’ uçlarında bulunmamalı.
	61
	Tm’leri aynı veya çok yakın olmalı. GC (Guanin-Sitozin) oranı %40-60 arasında olmalı. Herhangi bir baz 4’den fazla arka arkaya tekrar etmemeli.
	PCR reaksiyonunda, reaksiyon koşullarının optimum şartlara getirilmesini sağlayan (iyonik direnci, pH, Mg
	gibi) karışımdır.
	PCR reaksiyonunda polimerizasyonun gerçekleşmesini sağlayan enzimdir. Isıya dayanıklı termofilik bakterilerden izole edildiğinden ötürü yüksek sıcaklıklara dayanıklıdır.
	PCR reaksiyonunda, polimerizasyon için gerekli olan enerji ve nükleotid kaynağını oluşturur.
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	1984 yılında Adana’nın Seyhan ilçesinde doğdu. İlk öğrenimini Adana’da Atatürk İlkokulunda, Orta ve Lise öğrenimini Seyhan Anadolu Lisesinde tamamladı. 2002 yılında Hacettepe Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi Biyoloji Bölümünü kazandı ve buradan 2007 yı
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