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OZET

Amag: Prader-Willi Sendromu (PWS) klinik olarak fenotipik abnormaliteler, bilissel
yetersizlik ve norometabolik degisimlerle karakterize multisistemik bir hastaliktir.
Genetik acidan ise 15. kromozomun ql1-ql13 bolgesinde lokalize olan genlerin defekti
ile iligkilidir. Saglikli bireylerde bu bolgenin paternal alelleri aktifken, maternal alelleri
damgalanmistir. Paternal genlerin ekspresyon mekanizmasinin bozulmasi ise PWS’ ye
sebep olmaktadir. PWS’ nin klinik bulgularina farkli kromozomlardaki degisimler de
sebep olabilmektedir. Dolayisiyla bu durum hastaligin dogru tanisinin konulmasini
etkilemekte, klinisyenlerin hangi molekiiler testi ne zaman isteyecegini belirlemede
sorun olusturmaktadir. Bu ¢alismada PWS’ nin klinik bulgularini tagiyan olgularda MS-
MLPA analizi yaparak genotip-fenotip korelasyonunun saglanmasi; boylece PWS ile
Prader-Willi Benzeri Sendrom’ un molekiiler acidan ayrimi, dogru tani, dogru genetik

danismanlik ve uygun tedavi saglanabilmesi amag¢lanmistir.

Yontem: Klinik olarak PWS’ nin fenotipik 6zelliklerini tasiyan, kromozomal olarak
normal karyotipe sahip, FISH yontemi ile 15q11.2-q13 bdlgesinde delesyon tasimadigi
belirlenmis 12 olgu calismaya dahil edilmistir. MS-MLPA yontemi ile 15q11.2-q13
bolgesinin metilasyon analizi gerceklestirilmis; anormal metilasyon paterni gosteren
olgulara UPD degerlendirmesi mikrosatellit analizi ile yapilmistir. Elde edilen veriler

mevcut veri tabanlar1 ve literatiirle karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Bulgular: 12 olgunun 1 tanesinde anormal metilasyon paterni gozlenmis ve
mekanizmanin aydinlatilabilmesi i¢in mikrosatellit analizi yapilmistir. Bu olguda
anormal metilasyon paterninin UPD’ ye bagli oldugu tespit edilmistir. 11 olguda ise

15q11.2-q13 bolgesinde herhangi bir degisim saptanmamistir.

Sonu¢: 11 olguda herhangi bir degisimin goézlenmemesi bu olgularin Prader-Willi
Benzeri Sendrom igerisinde yer aldigini gdstermistir. Hastaligin etiyolojisini anlamak,
dogru tan1 ve genetik danigmanlik verebilmek igin daha genis hasta grubuna sahip

caligmalar yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: prader-willi sendromu, ms-mlpa, 15q11.2-13 metilasyon profili,

prader-willi benzeri sendrom, upd



ABSTRACT

Objective: Prader-Willi Syndrome (PWS) is a multisystemic disease characterized by
clinical phenotypic abnormalities, cognitive impairment, and neurometabolic changes.
Genetically, it is associated with the defect of genes localized in the q11-ql3 region of
chromosome 15. While paternal chromosome of this region is active in healthy
individuals, maternal chromosome is imprinted. Disruption of the expression mechanism
of the paternal genes causes PWS. Chromosomal changes in different chromosomes can
also cause clinical signs of PWS. Therefore, this situation affects the correct diagnosis of
the disease and it is a problem in determining when and which molecular test will be
wanted by the clinicians. In this study, we aimed to provide the genotype-phenotype
correlation by performing MS-MLPA in cases having clinical signs of PWS; to
differentiate between PWS and Prader-Willi-Like Syndrome on a molecular basis; to

provide accurate diagnosis, proper genetic counseling and appropriate treatment.

Method: 12 cases having clinical signs of PWS, normal karyotype and no deletion on
15q11-q13 region confirmed by FISH, were included in the study. Methylation analysis
of 15ql11.2-q13 was performed by MS-MLPA method; microsatellite analysis for
evaluating UPD was performed in cases having abnormal methylation pattern. The

results were evaluated by comparing current literature and databases.

Results: Abnormal methylation pattern was observed in 1 of 12 cases and microsatellite
analysis was performed to understand the mechanism of abnormal methylation. In this
case, abnormal methylation pattern was determined to be related to UPD. In 11 cases, no

genetic changes were observed on 15q11.2-q13 region

Conclusion: No chromosomal and genetic changes in 11 cases showed that these cases
were included in Prader-Willi-Like Syndrome. To understand the etiology of the disease,
to provide accurate diagnosis and genetic counseling studies with a larger group of

patients are required.

Key words: prader-willi syndrome, ms-mlpa, methylation profile of 15q11.2-q13,

prader-willi like syndrome, upd
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1. GIRIS

Prader-Willi Sendromu (PWS); fenotipik abnormaliteler, biligsel yetersizlik ve
norometabolik degisimlerle karakterize olup; c¢ogu organ sistemini etkileyen
multisistemik bir hastaliktir. Prevalansi 1/10,000-1/30,000 olan bu hastalik klinik olarak;
emmede zayiflik ve gelisme geriligi ile gézlenen infantil hipotoni, genital hipoplaziye ve
pubertal yetmezlige sebep olan hipogonadizm, karakteristik yiiz Ozellikleri, erken
cocukluk donemi baslangicli obezite ve hiperfaji, gelisimsel gecikme ya da hafif biligsel
yetersizlik, kisa boy ve kendine 6zgili davranissal bir fenotip ile karakterizedir (Holm ve
ark., 1993; Cassidy ve Driscoll, 2009; Cassidy ve ark., 2012). 1887 yilinda Langdon-
Down tarafindan PWS’ nin bir takim klinik bulgular1 saptanmis, bundan 70 yi1l sonra
medikal literatiirde ilk olarak 1956 yilinda Prader ve arkadaglari tarafindan benzer
fenotipe sahip hastalar rapor edilmistir. 1981 yilinda ise Ledbetter ve arkadaslari
tarafindan bu hastalifin 15 numarali kromozomlardan birinin uzun kolundaki ara
delesyonla iligkili oldugu tespit edilmistir (Ledbetter ve ark., 1981). Daha sonra ise bu
hastaligin genomik damgalama (genomik imprinting) ve Uniparental Dizomi (UPD) ile
ortaya c¢iktig1 gosterilmistir (Cassidy ve Driscoll, 2009). Genomik damgalama
bozuklugu olarak da bilinen bu hastalik, ebeveynlerden kalitilan alellerdeki genlerin
farkli ifade edilmesine bagli olarak ortaya c¢ikar. PWS ile iligkili genler kromozom
15q11.2-q13 bolgesinde lokalize olup, bu genlerden PWS olusumunda en aktif rol alan
gen ise kiiclik riboniikleoprotein geni (small ribonucleoprotein, SNRPN geni) dir. Bu
genler saglikli bireylerde paternal (baba kaynakli) 15 numarali kromozomda eksprese
olurken; maternal (anne kaynakli) 15 numarali kromozomda epigenetik faktorler
tarafindan susturulmus olup eksprese edilmezler (Ledbetter ve ark., 1981; Holm ve ark.,
1993; Abdilla ve ark., 2017). Gen ekspresyonu veya regiilasyonunun “a¢ik ya da kapal”
aktivitesi genellikle spesifik bazlarda (6rn., sitozin) DNA metilasyonu ile gerceklesir.
Insanda yaklasik 150 genin damgalanmis oldugu ve metillenmis CpG’ ce zengin DNA
bolgeleri icerdigi diisiiniilmektedir ki bunlarin bazilar1 da kromozom 15 {izerinde
lokalizedir (M. G. Butler, 2009). Dolayisiyla gametogenez sirasinda meydana gelen
genomik damgalama hatalar;; normalde aktif olan ve paternal kalitilan genlerin

ekspresyon mekanizmasinin bozulmasit sonucu PWS olusumuna sebep olmaktadir



(Varela ve ark., 2005). Bu bozulmalar, ilgili gen bdlgesinde delesyon ya da UPD sonucu
ortaya c¢ikar. Bir kromozomun tamaminin ya da bir pargasinin iki kopyasinin tek bir
ebeveynden alinmasi ve diger ebeveyne ait herhangi bir kopyanin bulunmamasi: UPD ile
sonuglanir. Yumurta veya sperm olusumu sirasinda ya da erken fetal gelisimde rastgele
ortaya c¢ikabilir (Robinson, 2000; Bittel ve Butler, 2005; M. G. Butler, 2006; Cassidy ve
ark., 2012). Yukarida bahsedilen bu mekanizmalar arasinda, paternal 15ql11-ql3
bolgesinin delesyonu en sik karsilasilan mekanizma olup, olgularin %70’ inde
gbzlenirken; maternal 15 numarali kromozomun UPD’ si ise olgularin yaklasik %25’
inde karsimiza ¢ikmaktadir. Bir diger mekanizma ise kalitsal damgalama merkezindeki
(IC) hatalardir ve olgularda yaklasik %2,5 oraninda gozlenir. Bu hatalar IC’ de bir
mikrodelesyonun olmasi ya da bu bodlgenin metillenmesi ile olusmaktadir. Diger {i¢
mekanizmaya gore daha nadir goézlenen mekanizma ise ebeveynlerdeki dengeli
translokasyonlardir ve olgularin <%1’inden azinda gdzlenir (Goldstone, 2004; Rocha ve
Paiva, 2014; M. G. Butler ve ark., 2016). PWS’ nin klinik bulgularina sadece 15q11-q13
bolgesinde gozlenen genetik degisimler degil; farkli koromozomlarin  belli
bolgelerindeki degisimler de sebep olmaktadir ve bu grup olgular Prader-Willi Benzeri
Sendrom igerisinde yer almaktadirlar (Docherty ve ark., 2014; Rocha ve Paiva, 2014; M.
G. Butler ve ark., 2016). Dolayisiyla klasik PWS’ nin diger kromozomal anomaliler
sonucu olusan hastaliklarla Ortligmesi, hastalifin dogru tanisin1 etkilemekte ve
klinisyenlerin hangi molekiiler testi ne zaman isteyecegini belirlemede sorun
olusturmaktadir. Ayrica, dogru genetik danigsmanlik ve tedavi saglamak i¢in klasik
PWS’ nin, Prader-Willi Benzeri Sendrom’ dan genetik aciklamalar ile dogru bir sekilde

ayrilmasi gerekmektedir.

Bu calismada PWS’ nin klinik bulgularini tasiyan olgularda metilasyon analizi yaparak
genotip-fenotip arasinda bir korelasyon saglanmasi; bdylece PWS ile Prader-Willi
Benzeri Sendrom’ un molekiiler agidan ayrimi1 ve bdylece dogru tani, dogru genetik

danismanlik ve uygun tedavi saglanabilmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Prader-Willi Sendromu (PWS)’ nun Tarihgesi

PWS’ nin klinik o6zelligi ilk olarak 1887 yilinda J. Langdon Down tarafindan
bildirilmistir ve bu klinik 6zelligi viicutta artan yag dokusunun artmasi yani sismanlik
olarak tanimlamistir. Fakat bu sendromu Prader, Labhart ve Willi medikal literatiirde ilk
olarak 1956 yilinda biligsel yetersizlik, obezite, hipogonadizm ve hipomani bulgularini
tastyan dokuz olguda tanimlamislardir. PWS de adim1 bu ii¢ hekimden almaktadir
(Prader, Labhart ve Willi) (Mahgoub, 2007; M. G. Butler, 2011). 1981 yilinda ise
Ledbetter ve arkadaslar1 paternal 15 numarali koromozomun proksimal kolunda bazi
genlerin delesyonunu tanimlamis ve bu delesyonun PWS’ ye neden oldugunu rapor
etmislerdir (Ledbetter ve ark., 1981). Maternal 15 numarali kromozomun delesyonu ise
Angelman Sendromuna sebep olmaktadir. Bu sendrom kiz kardes sendromu olarak
adlandirilir. Bu kalitim paterni yani anneden veya babadan aktarilmasina bagli olarak
genlerin farkli ifade edilmesi genomik damgalama (genomic imprinting) olarak
adlandirilmaktadir. (Mahgoub, 2007; Abdilla ve ark., 2017). Ayrica PWS, genomik
damgalama ile iliskili ve bu sendromun ortaya ¢ikmasinda UPD’ nin etkili oldugu

gosterilen ilk hastaliktir (Cassidy ve Driscoll, 2009).

2.2. PWS’ nin Epidemiyolojisi

PWS, obezitenin en sik gozlenen sendromik formu olup, prevalansi 1/10.000-30.000’
dir ve her iki cinsiyette esit oranda gozlenmektedir (M. G. Butler, 2006; Tuysuz ve ark.,
2014). Tim 1rklarda goriilmekle beraber; Kafkaslarda daha yaygindir (M. G. Butler,
2009). Bu hastaligin mortalitesi yilda yaklasik olarak %3’tiir (Cassidy ve ark., 2012).

Yardimcr Ureme Teknolojileri (Asisted Reproductive Technologies; ART); Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi (The Center for Disease Control and Prevention, CDC)
tarafindan tek basina yumurta veya spermin degil, hem yumurtalarin hem de spermlerin
birlikte kullanimin1 igeren dogurganlik tedavileri olarak tanimlanmaktadir. Bu
prosediirler; in vitro fertilizasyon (IVF), intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI),
gamet intrafallopian transferi (GIFT) ve zigot intrafallopian transferini (ZIFT) icerir

(Maher, 2005).



Son yillarda yapilan ¢aligmalar, damgalama bozukluklarina bagl ortaya ¢ikan hastaliklar
ile ART arasinda bir iliskinin olup olmadigina yonelik kanitlar ortaya sunmustur. Bu
caligmalara gore; ART ile dogan ¢ocuklar i¢inde damgalama bozuklugu ile ortaya ¢ikan
hastaliklara 6rnek olarak Angelman ve Beckwith-Wiedemann Sendromlar1 gosterilmistir
(G. F. Cox ve ark., 2002; Sutcliffe ve ark., 2006; Amor ve Halliday, 2008; Gold ve ark.,
2014). Gold ve arkadaglar1 yaptig1 bir ¢alismada ise PWS ile ART arasinda higbir iligki
bulamamustir (Gold ve ark., 2014).

2.3. Tanmi Kriterleri
1993 yilinda Holm ve arkadaslar1 113 hastayr degerlendirerek PWS’nin tanisi i¢in
gerekli olan kriterleri belirlemis ve bu kriterleri ii¢ grupta toplamislardir (Holm ve ark.,

1993). PWS’nin major, minor ve desteleyici kriterleri sirasiyla asagidaki gibidir.

2.3.1. Major Kriterler
e Neonatal ve infantil donemde emme giigliigii ile karakterize santral hipotoni

e Iinfantil dénemde beslenme problemleri

e 1-12 yas arasinda asir1 ve hizli kilo alimi

e Dolikosefali, dar yliz, badem goz, ince-iist dudakh kii¢iik agiz ile karakterize yiiz
bulgular1

e Hipogonadizm

e 6 yasindan kiiciiklerde gelisme geriligi, 6 yasindan biiyiiklerde ise hafif-orta
biligsel yetersizlik ve 6grenme glicliigli

e Hiperfaji

e 15ql1-13 bolgesinde delesyon, maternal dizomi ya da bu bdlgede molekiiler

diizeyde degisimler

2.3.2. Minor Kriterler
e Infantil donemde azalmis fetal hareketler, infantil letarji, zayif aglama
e Ofke ndbetleri, obsesif/kompulsif davranislar, inatc1 olma, siirekli ayn1 kelimeyi
tekrarlama-takilip kalma, calmak, yalan sdylemek, karsit goriislii olmak gibi
karakteristik davranis problemleri (5 ya da daha fazlas1 gerekli)
e Uyku bozuklugu ya da uyku apnesi

e Hipopigmentasyon



e Kiiciik el ve/veya ayak
e Ezotropi, miyop gibi g6z abnormaliteleri
e Konusma kusurlar1

e Agiz kdselerinde kabuklanma ile birlikte kalin viskoz tiikiiriik

2.3.3. Destekleyici Kriterler
e Yiiksek ac1 esik degeri
e Azalmis kusma refleksi
e Infantil dSnemde viicut sicakliginda dengesizlik veya daha biiyiik ¢ocuklarda ve
yetigkinlerde degisen viicut sicakligina kars1 artan duyarlilik
e Skolyoz ve/veya kifoz
e Erken adrenars

e Osteoporoz

Skorlama: Major kriterlere 1 puan ve minor kriterlere 0,5 puan verilmektedir.
Yenidogan-3 yas arasinda, dordii major kriter olmak iizere 5 puan ve lzeri; 3
yas-addlesan donem arasinda, besi major kriterlerden olmak iizere 8 puan ve
tizerindeki skorlar degerlendirmeye alinir ve PWS tanisi koyduran skorlar olarak

kabul edilir.

2.4. PWS’ nin Klinik Bulgular

PWS iki ana klinik evreden olusmaktadir. Birinci evre neonatal ile infantil donem arasini
kapsamaktadir. Bu evre farkli hipotoni derecesi, zayif aglama, dar yiliz, gelisimsel
gecikme, emmede zayiflik, beslenme problemleri ve hipogonadizm ile karakterizedir.
Ikinci evre ise genellikle 2 yasinda baslar. Gelisimsel ve psikomotor gecikme ile birlikte

hiperfaji ve obezite ile karakterizedir.

2.4.1. Prenatal Karakteristik Ozellikler

PWS' li bebeklerin dogum agirligi, boylar1 ve viicut kitle indeksi (Body Mass Index;
BMI) etkilenmeyen kardeslerine gore %15-20 oraninda daha azdir; bu da biiytimenin
prenatal olarak anormal oldugunu gostermektedir. Prenatal hipotoni genellikle azalmis
fetal harekete, dogumda anormal fetal pozisyona ve yardimli dogum veya sezaryen
oraninin artmasina neden olmaktadir (M. G. Butler ve ark., 2011; Cassidy ve ark., 2012).
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2.4.2. Hipotoni

Infantil hipotoni azalmis spontan uyarilma, zayif aglama, uyusukluk ve emme giicliigii
ile karakterizedir. Emme giigliigii ve uyusukluk erken bebeklik doneminde
gelisememeye neden olur ve agizdan besleme veya biberon kullanimi genellikle haftalar
veya aylar alabilir (McCandless ve Committee on, 2011; Cassidy ve ark., 2012).
Hipotoni santral kokenlidir ve hafif-orta siddette dmiir boyu devam eder ve o kadar
karakteristiktir ki aciklanamayan kalic1 hipotonisi olan tiim yenidoganlarda PWS i¢in

test yapilmalidir (Cassidy ve Driscoll, 2009).

2.4.3. Hipogonadizm

“Konjenital hipogonadizm” terimi, hipotalamik kokenli olup; Liiteinlestirici Hormon’
un, Folikiil Uyarict Hormon’ un ve gonadal steroidlerin yetersiz salgilanmasindan dolay1
tam veya kismi pubertal yetmezligi ifade eder. Hipogonadizm, PWS' yaygin bir klinik
ozelliktir (Macedo ve ark., 2014; Angulo ve ark., 2015). Her iki cinsiyette de,
hipogonadizm yasam boyunca genital hipoplazi, eksik pubertal gelisim ve biiyiik

cogunlukta infertilite olarak kendini gosterir (Crino ve ark., 2003).

Erkeklerde penisin kiiciik olabilmesinin yani1 sira en karakteristik 6zelligi kiigiik, olmasi
gerekenden daha az sert ve zayif pigmentli hipoplazik skrotumdur, yani testisler torbaya
inmemistir ve yassi goriinlimdedir. Tek tarafli veya iki tarafli kriptorsidizm PWS’ i
erkek olgularin %80-90° inda gorilmektedir. Ayrica ses degisimi, yetersiz sakal ve

viicut kili vardir (Cassidy ve Driscoll, 2009; Cassidy ve ark., 2012).

Kadinlarda, genital hipoplazi genellikle g6z ardi edilmesine ragmen; klitoris ve labia,
ozellikle labia minora genellikle kiigiiktiir. Hipogonadizm tamamlanmamais, gecikmis ve

bazen de diizensiz pubertal gelisime sebep olur.

Erken donemde adrenars, her iki cinsiyette yaklasik %15-20 oraninda goriiliir. Primer
amenore veya oligomenore kadinlarda bulunur. Kisirlik, her iki cinsiyette de gozlenir,
ancak bazi disi olgularda tireme teknikleri kullanilarak fertilizasyonun saglandig: rapor

edilmistir (Akefeldt ve ark., 1999; Schulze ve ark., 2001; Crino ve ark., 2003).



2.4.4. Hiperfaji ve Obezite

Hiperfaji, hipotalamik fonksiyonlarin bozulmasi sonucu gozlenen tokluk hissi
eksikligidir (M. G. Butler, Theodoro, Bittel, ve ark., 2007). Yiyecek aramak, yiyecek
almak i¢in para calmak vb. aktiviteler ve horlama oldukca yaygindir. Eger alinan
besinler kontrol edilmezse, diisiik metabolik hiz ve azalmis aktivite sonucu merkezi
obezite ile sonuglanir. Obezitenin komplikasyonlari, morbidite ve mortalitenin baslica
nedenleridir. Kardiyorespiratuar yetmezlik, obstriiktif uyku apnesi, tromboflebit ve

kronik bacak 6demi bu komplikasyonlara 6rnek verilebilir (J. V. Butler ve ark., 2002).

Klasik olarak PWS’ de beslenmenin iki temel evresi tanimlanmistir. 1. Evre; bireyin
genellikle zayif beslenme ve hipotoni sonucu gelisiminde yavaslamanin goriilmesi. 2.
Evre ise obeziteye yol acan hiperfajinin goriilmesi (M. G. Butler, 2006; Aycan ve Bas,
2014). Ancak son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, PWS’ 1i bireylerde hiperfajiden
obeziteye gecisin tipik olarak ilerledigi yedi farkli evrenin oldugu gosterilmistir (Tablo
2.1). Istahtaki artis 4.5-8 yaslarinda Evre 2b’ de goriiliirken, Evre 3 sirasinda klasik
hiperfaji belirginlesir (Miller ve ark., 2011; Angulo ve ark., 2015).

Tablo 2.1.: PWS’ de gozlenen beslenmenin klinik evreleri (Angulo ve ark., 2015).

Evreler Yas arahg: Klinik Belirtiler

0 Dogum o6ncesi 0-9 ay  Azalan fetal hareketler normalden daha diisiik
agirhik

la Dogum sonrasi1 0-9 ay = Beslenme giigliigii ve istah azalmasi ile hipotoni

1b 9-25 ay Gelismis beslenme ve istah ile normal biiylime

2a 2.1-4.5 yas Istah veya asir1 kalori alimi artis1 olmadan agirlik
artisi

2b 4.5-8 yas Artan istah ve kalori

3 8 yas-ergenlik donemi  Hiperfajik, nadiren doymus hisseder

4 Ergenlik donemi Kontrol altina alinamayan istah

sonrasi

Son yirmi yilda istah acic1 davraniglarin, viicut kompozisyonunun ve enerji harcamasin
kontrol eden mekanizmalarin aydinlatilmast icin yapilan calismalarda ciddi bir artis
gozlenmektedir. Merkezi sinir sistemi boyunca bir¢cok bolge bu siireglerde kritik rol

oynamaktadir, ancak Ozellikle hipotalamus enerji dengesini saglamak i¢in c¢esitli
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sinyaller alir ve diizenler (Angulo ve ark., 2015). Girelin hormonu midede {tretilen 28
amino asitlik bir peptid olup, tokluk sinyalini ileten tek periferik hormondur. Birey,
yeterli gida aliminm sagladiginda kandaki girelin seviyesi diismektedir. Ancak obez PWS
bireylerinde plazma girelin seviyesi diger obezite formlarindan daha yiiksektir ve bu
olgularda obeziteye sebep olan faktdrlerden biri olarak kabul edilmektedir (Whitman ve

Accardo, 1987; Bilgin, 2006; Cassidy ve Driscoll, 2009).

2.4.5. Dismorfik Ozellikler

Karakteristik yiiz 6zellikleri arasinda dar bifrontal ¢ap, badem seklinde palpebral
fissiirler, dar burun kopriisii bulunur. Bu 6zellikler dogumda belirgin olabilecegi gibi
olmaya da bilir ve zamanla gelisebilir. Ellerde, hipoplazik ulnar siskinlik gozlenir ve
kiiciik cocuklarda avug ici ve parmaklar kabarik olabilir, parmaklar sivri goriinebilir.
Ayrica bu dismorfik o6zellikleri gosteren olgularda OCA2 geninin de bir kopyasinin
kaybedilmesi sag, gz ve cilt hipopigmentasyonu ile sonuglanir (OCA2 geninin
homozigot kaybi, tirozinaz pozitif albinodizme neden olmaktadir) (Cassidy ve ark.,
2012). Bunlara ek olarak olgularin %60-70’ inde sasilik gozlenirken; %40-80° inda
skolyoz mevcuttur (West ve Ballock, 2004).

2.4.6. Davranmis Bozukluklar

Ofke nébetleri, inatgilik, manipiilatif davramslar, rutinini degistirme zorlugu olan
karakteristik bir davranis profili, PWS' li bireylerin %70-90' inda erken c¢ocuklukta
belirginlesir (Dykens ve ark., 1999). Bu davramigsal 6zelliklerin bazilar1 otizm
kriterlerine de uymakta olup, semptomlarin yas ve viicut kitle indeksi arttik¢a kotiilestigi
diistintilmektedir Psikoz, etkilenen bireylerin %10-20' sinde geng eriskinlikte belirgindir.
Davranigsal ve psikiyatrik problemler en ¢ok ergenlik ve yetigkinlikte yasam kalitesini

etkilemektedir (Clarke ve ark., 2002; Vogels ve ark., 2004).

2.4.7. Gelisimsel ve Bilissel Gecikmeler

PWS’ li olgularin kaba motor ve konugma becerilerinin gelisimi gecikmistir ve olgular
on iki ayda oturabilmekte, yirmi dort ayda yiiriiyebilmekte ve iki yilda kelimeleri yeni
yeni ¢ikarabilmektedir. Biligsel yetersizlik okul caginda belirgindir. PWS' 1i olgularin
cogunun hafif zihinsel yetersizligi (ortalama IQ: 60-70) olup; yaklasik %40' inda sinirda,



yaklasik %20' sinde ise orta derecede biligsel gecikme vardir (Dykens ve ark., 1992;
Malich ve ark., 2000).

2.4.8. Kisa Boy ve Biiyiime Hormonu Eksikligi

Kisa boy, PWS’ li olgularin temel 6zelligidir. PWS’ 1i ¢ocuklar genellikle ergenlikte
goriilen bliylime ivmesini gosterememekle beraber; boy degerleri erkekler i¢in ortalama
155 cm, kadinlar i¢in 148 cm’dir (Angulo ve ark., 2007; Cassidy ve ark., 2012). Eller ve
ayaklar yavasca biiylir; yetiskin kadin ayak biiytikliigii 20.3 cm ve yetigkin erkek ayak
blytikligi 22.3 cm'dir (M. G. Butler ve ark., 2011; M. G. Butler ve ark., 2015).

Cocukluk doéneminde biiyiime hormonu replasman tedavisi alan PWS' li cocuklar,
normal yetigkin boylarina ulasabilirler (Eiholzer ve I'Allemand, 2000). Biiyiime
hormonu replasman tedavisi; biiylime hizini, viicut kompozisyonunu (artan yagsiz viicut
kiitlesi, diisiik yag kiitlesi), kas fonksiyonunu ve aktivite seviyesini iyilestirir. Bu
tedavinin ayni zamanda solunum yolu fonksiyonunu iyilestirdigine dair kanitlar
mevcuttur. Eger tedavi bebeklik doneminde baslarsa, iyi bir diyet yardimiyla da yiiz
goriiniimii ve viicut formasyonu normallesir. Insan biiyiime hormonu replasman
tedavisinin nadir goriilen yan etkileri arasinda; pedal 6dem, artan skolyoz, kaymis femur
epifizi ve abeyin omurilik sivisinin artmasina bagli olarak ortaya ¢ikan yalanci tiimor
sendromu (psddotumor serebri) riski vardir. Ayrica erken adrenarsin da daha sik

meydana geldigi bildirilmistir (Angulo ve ark., 2007; Cassidy ve Driscoll, 2009).

2.4.9. Hipotiroidizm
PWS' deki diger endokrinopatilere benzer sekilde, hipotiroidizm etiyolojisinin santral

kokenli oldugu diistintilmektedir.

PWS' de hipotiroidizm prevalansi ile ilgili ¢esitli raporlar vardir. Bazi ¢alismalarda
PWS’ de hipotiroidizm prevalansinin %20-30 oldugu bildirilmistir. (Tauber ve ark.,
2000). 2010 yilinda, 2 yasindan kiiciik PWS’ Ii ¢ocuklarda %72.2 oraninda santral
hipotiroidi oldugu gosterilmistir (Vaiani ve ark., 2010). Bazi c¢alismalarda ise
hipotiroidizmin PWS popiilasyonunun sadece %2-4’ {inde bulundugu ve saglhkh
kontrollerden 6nemli 6l¢iide bir fark olmadig: bildirilmistir. 2013 yilinda, 23 PWS’ hi

yenidoganda konjenital hipotiroidizm taramasi gerceklestirilmis ve sonu¢ normal
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bulunmustur. Ayni ¢alismada, dogumdan ergenlige kadar 21 ¢ocukta tiroid uyarici
hormonun (TSH), tiroid salgilayan hormona (TRH), T4’e ve FT4'e yanitinin normal
paternler gosterdigi belirtilmistir (M. G. Butler, Theodoro, & Skouse, 2007; Sharkia ve
ark., 2013).

Gelisimsel gecikmeler ve =zayif biiylime riski olan bir hasta popiilasyonunda
hipotiroidizm i¢in artmis bir prevalans olabileceginden dolayr uzmanlar; eger olgular
bliylime hormonu replasman tedavisi aliyorsa, olgulara dogumdan sonraki ilk ii¢ ayda ve
daha sonra da yillik olarak hipotiroidizm taramasi yapilmasi gerektigini savunmaktadir.
Eger hipotiroidizm belirtileri gozleniyorsa, yas ve agirhiga gore tipik replasman

dozlarinda levotiroksin tedavisi kullanilmalidir (Heksch ve ark., 2017).

2.4.10. Uyku Bozukluklar:

PWS’ li ¢ocuklarda uyku bozukluklar1 gézlenmektedir. G6z hareketlerinde azalma, uyku
diizeninin degismesi, giindiiz asir1 uyku hali, oksijen desatiirasyonu ve hem merkezi hem
de obstriiktif apnesi sik rastlanilan bulgular arasinda yer almaktadir (Festen ve ark.,

2006; Priano ve ark., 2006).

2.5. PWS’ nin Genetigi ve Olusum Mekanizmalari

Genomik damgalama bozuklugu olarak da bilinen PWS, genomik ve epigenetik
degisimler sonucunda ebeveynlerden kalitilan alellerdeki genlerin farkli ifade edilmesine
bagl olarak ortaya ¢ikar. PWS ile iligkili genler kromozom 15q11.2-q13 bolgesinde 5-6
Mb’ lik alanda lokalizedir. Bu genler saglikli bireylerde paternal kromozomda eksprese
edilirken; maternal kromozomda epigenetik faktorler tarafindan susturulmustur ve
eksprese edilmezler (Cassidy ve ark., 2012; Abdilla ve ark., 2017). Dolayisiyla paternal

kromozomdaki genlerin eksprese edilemedigi durumlarda PWS ortaya ¢ikar.

PWS’> ye sebep olan ii¢ temel mekanizma vardir. Bunlardan birincisi, paternal
kromozom 15q11-q13 bolgesinde meydana gelen delesyondur ve PWS olgularinin
yaklasik %70’ inde goriilmektedir. Ikincisi, maternal kromozom 15’ in dizomisidir (mat
UPD 15) ve PWS’ li olgularin yaklasik %25’ inde goriilmektedir. Ugiinciisii ise, imprint
merkezinde (IC) meydana gelen hatalardir ve kalan olgularin  %2,5’ wunu

olusturmaktadir. Dengeli translokasyonlar ise diger ii¢ mekanizmaya gore daha nadir ve
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olgularin <%1’ inden daha azinda goriilen bir mekanizmadir (Bittel ve Butler, 2005;
Rocha ve Paiva, 2014; M. G. Butler ve ark., 2016). Olgularin ¢ogu sporadik olup
tekrarlama riski %]1'den azdir. Bununla birlikte paternal kromozom 15ql1-ql3
bolgesinde yer alan IC bdlgesinde bir delesyon var ise, tekrarlama riski yaklasik %50’
dir (Bittel ve Butler, 2005). PWS’ nin genel olusum mekanizmalar1 Sekil 2.1° de
gosterilmistir (Cassidy ve ark., 2012).

I II III

P M M M (MP M
~ %70 ~ %25 ~ %25

Sekil 2.1: PWS’ nin genel olusum mekanizmalar1 ve goriilme sikliklari. I: paternal delesyon; II: maternal
UPD 15; III: damgalama hatalari. P, Paternal kromozom 15; M, Maternal kromozom 15’ i ifade eder
(Cassidy ve ark., 2012).

2.5.1. Kromozom 15q11-q13 bdolgesinin Mikrodelesyonu [Paternal Delesyon-
del(15)(q11-13)]

PWS olgularinin ¢ogu, paternal kalitilan kromozom 15q11-q13 boélgesindeki bir ara
mikrodelesyonundan kaynaklanmaktadir. Delesyonlar PWS’li bireylerin yaklasik %70’
ini olusturmaktadir (Glenn ve ark., 1997).

Kromozom 15, akrosentrik bir kromozomdur. Kromozomun proksimal uzun kolunda
(15q11-q13) bulunan ve BP1 (Break Point 1) -BP5 olarak adlandirilan bes kirik noktasi
bulunur (Christian ve ark., 1995; Chai ve ark.,, 2003). BP1 ve BP2, 15qll-ql3
bolgesinin proksimalinde yer alirken; BP3, BP4 ve BPS5 ise diger kirik noktalarina gore
bu bolgenin distalinde yer alir. Bu bolge igerisinde diisiik kopya DNA tekrar kiimeleri

bulunur ve mayoz sirasinda homolog 15 numarali kromozomun yanlis eslesmesine
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olanak saglayarak; kardes olmayan kromatidler arasinda esit olmayan kross-over’ a
sebep olur. (Pujana ve ark., 2002; Locke ve ark., 2004; M. G. Butler, 2017b). Bu diisiik
kopya DNA tekrar dizileri duplikonlar olarak adlandirilir ve psddogenler igerir (Eichler,
1998). BP3 kirik noktasinda HERC?2 geni ve BP1 ve BP2’ de HERC2’ nin psddogenleri
yer almaktadir (Pujana ve ark., 2002; D. M. Cox ve Butler, 2015).

PWS tipik olarak, distal kirik noktas1 BP3 ve proksimal kirik noktalar1 BP1 veya BP2' yi
iceren bir delesyondan kaynaklanir. Bu kromozom 15q11-q13 bolgesindeki delesyonlar
klasik tip I (BP1 ve BP3 igeren), klasik tip II (BP2 ve BP3 iceren) ve BP1-BP2
delesyonu olarak siniflandirilir (Sekil 2.2) (D. M. Cox ve Butler, 2015).

Cen
S~ HERC2* 2 ™
BP1 o~ s
GCP5 g
CYFIP1 2
NIPA2 s
NIPAT & -
BP2 HERC2 g
5
H
@ 3
3
8 z
s
g K
q11.2_| 7 K
= = H
13.1— bl 2
q — - £
b} 8
g =
— 3 -
H 4 O Angelman Sendromu’ nda bulunan maternal eksprese olan
- 15. E damgalanmis genler (UBE3A, ATP10C)
8 ]
2 E H
£ H @ Angelman Sendromu igin damgalama merkezi
S
= k> 5 §
— =4 M € "l Prader-Willi Sendromu’ nda bulunan paternal eksprese
| = T E damgalanmis genler olan (aday genler, SNURF-SNRPN, snoRNA’
z & lar)
[ - = 3 <
S 3
f=——1 -1 s @ Prader-Willi Sendromu igin merkezidamgalama
- * & £
BP3 4 HERC2 H
- - 3 1 Her iki kromozomda eksprese olan genler
&
v <> Paternal tarafl ekspresyon gosteren genler
Tel
15 o Ekspresyon durumu dogrulanmamis genler
HERC2* = BP3’ de HERC2 geni
BP1ve BP2’ de HERC2 psédogenleri

Sekil 2.2: HERC? igeren BP1, BP2 (15q11.2) ve BP3 (15q13.1) kirik noktalarinin konumu ile BP1 ve
BP2 kirik noktalart arasinda damgalanmamig genlerin pozisyonunu gdsteren yiiksek c¢ozliniirliikli
ideogram. 15q11 — q13 bolgesini igeren ii¢ delesyon tipi [1. BP1 — BP2 araligindaki delesyon; 2. klasik
tip I (BP1-BP3 araligindaki delesyon) delesyonu; 3. klasik tip II (BP2-BP3 aralifindaki delesyon)
delesyonu] sekilde belirtilmistir (D. M. Cox ve Butler, 2015).

Tip I delesyonunun ortalama genomik uzunlugu 6.58 Mb iken, tip II delesyonunun
ortalama uzunlugu 5.33 Mb'dir (M. G. Butler ve ark., 2008). Yapilan bazi arastirmalar
Prader-Willi ve Angelman sendromlarinda tip I delesyonu olan olgularin, klasik tip II’
ye sahip olgulara kiyasla daha ciddi norogelisimsel semptomlara sahip oldugunu
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bildirmistir (M. G. Butler ve ark., 2004; Milner ve ark., 2005; Varela ve ark., 2005;
Bittel ve ark., 2006). Baslangicta, Butler ve ark. (M. G. Butler ve ark., 2004) bazi
davranigsal ve biligsel Olgiitlerde iki PWS delesyon tipi arasinda (tip [ ve tip II)
istatistiksel olarak fark oldugunu bulmuslardir. Buna gore tip I delesyonu olan PWS
bireylerinin, tip II delesyonu olanlara gore daha diisiik zekaya, kendine zarar verici
davranislara ve gorsel algi bozukluguna sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, Bittel ve
ark. (Bittel ve ark., 2006) PWS’ li olgular ve normal bireylerden elde edilen lenfoblastik
hiicre hattinda BP1-BP2 bdlgesinde bulunan dort gen (NIPAI, NIPA2, CYFIPI,
TUBGCPS) i¢in mRNA seviyelerini degerlendirmis ve bu genlerin PWS’ 1i olgularda
davranmigsal ve akademik kriterlerde normallere kiyasla farklilik gosterdigini tespit

etmislerdir.

2.5.2. Maternal Uniparental Dizomi 15 (mat UPD 15)

PWS’ de en sik goriilen ikinci genetik mekanizma maternal UPD 15° dir ve PWS’li
olgularda ilk kez 1989 yilinda Nicholas ve ark. tarafindan rapor edilmistir (Nicholls ve
ark., 1989).

UPD’ nin olusum mekanizmalarindan en yaygin olani, mayoz boliinmedeki hatadan
kaynaklanir. Maternal kromozomlarin ayrilmamasi sonucu (maternal non-disjunction)
iki maternal kromozomun yumurtaya katilmasi ve normal bir sperm tarafindan
dollenmesi durumunda goriiliir. Bu durum fetiiste 15 numarali kromozomun ii¢ adet
bulunmasina (trizomi 15) ve toplam kromozom sayisinin 47 olmasina neden olur.
Trizomi 15, kendiliginden diisiiklerin yaygin nedenlerinden biridir. Eger Trizomi 15°den
kacis mekanizmas1 gergeklesirse, kromozom 15° lerden biri trizomik hiicreden
kaybedilir ve hamileligin devam etmesi ile normal 46 kromozom meydana gelir. Eger
paternal kromozom 15 kaybedilirse, hiicreler iki maternal kromozom 15’ e sahip olurlar.
Boylelikle fetlis sitogenetik bulgular agisindan normal ancak PWS’ nin klinik

bulgularina sahip olur (Sekil 2.3) (Cassidy ve ark., 1992; Angulo ve ark., 2015).
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Sekil 2.3: Trizomiden kagis mekanizmasi. Dizomik bir oositin normal bir sperm ile déllenmesi sonucu
trizomik zigot olusur. Postzigotik mitotik béliinme hatalarindan kaynaklanan paternal kromozomun kayb1
(trizomiden kagig) ile maternal UPD ortaya ¢ikar (Robinson, 2000).

UPD’ ye sebep olan baska mekanizmalar da vardir ancak PWS’ de ¢ok daha az yaygin
goriilmektedir. Bu mekanizmalardan bir tanesi ise monozomiden kag¢is mekanizmasidir.
Mayoz I’ de homolog kromozom 15’ in ayrilmamasi sonucu fetlisiin maternal 15
numarali kromozomun her ikisine de sahip olmasi (heterodizomi) ya da Mayoz II’ de
ayrilmama sonucu sadece maternal kromozom 15’ in iki kopyasinin olmasi (izodizomi)
sonucu ortaya cikar (Cassidy ve ark.,, 2012; Angulo ve ark., 2015). Somatik
rekombinasyon veya gen konversiyonu sonucu ortaya ¢ikan post-fertilizasyon hatalari;
dizomik oositin ve nullizomik bir spermin birlesmesi sonucu ortaya c¢ikan gametik
komplementasyon da UPD’ ye sebep olan muhtemel mekanizmalar arasindadir.
Robertsonyan tipi translokasyonlarla iliskili trizomi de ayni zamanda bir kromozom
kaybiyla dagilabilir ve vakalarin %50’ sinde UPD ile sonuglanabilir (Cassidy ve ark.,
2012; Matsubara ve ark., 2018). Maternal UPD 15 e sebep olan mekanizmalar Sekil

2.4’ de O0zetlenmistir.
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Sekil 2.4: Maternal UPD’ ye sebep olan mekanizmalarin sematik gosterimi. Mavi renk paternal
kromozomu; kirmizi ve sar1 renk maternal homolog kromozomlari, gri renk ise translokasyona ugramig
maternal kromozomu ifade etmektedir (Matsubara ve ark., 2018).

2.5.3. Genomik Damgalama Hatalar

Genomik damgalama, genlerin DNA metilasyonu yoluyla susturulmasi islemidir.
Baskilanmis alel metillenmis, aktif alel ise metilenmemistir. Genomik damgalama,
kiiciik molekiiller olan metil gruplarinin DNA’nin belirli bolgelerine baglanmasi sonucu
gerceklesen kimyasal bir reaksiyondur (Sadakierska-Chudy ve ark., 2015; Bajrami ve
Spiroski, 2016). DNA metilasyonu, yliksek organizmalarda normal gelisim i¢in c¢ok
onemli biyokimyasal bir mekanizma olup; en iyi c¢alisilmis epigenetik belirtectir.
Metilasyon, DNA {izerindeki CpG bolgelerinde gerceklesir. Bu bdlgelerde yer alan
sitozin rezidiilerin 5. pozisyonundaki karbonuna DNA Metil Transferaz (DNMT) enzimi
araciligryla bir metil (CH3) grubunun kovalent bagla baglanmasi sonucu 5-metilsitozin
(5-mC) olusur (Sekil 2.5) (Bajrami ve Spiroski, 2016). Su anda tanimlanmis 25° ten

fazla damgalanmis gen olmakla beraber, fare modelleri ile yapilan ¢alismalar temel
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alindiginda tahminler bu genlerin sayisinin 100 ila 200 kadar olabilecegi yoniindedir

(Falls ve ark., 1999; Bajrami ve Spiroski, 2016).
NH, NH,
~N

| — |
N0 N/&O
H H

Sitozin Metillenmis Sitozin

Sekil 2.5: Sitozin bazmin 5. karbonuna metil grubunun takilmasi.

Bu damgalanmis genlerde, DNA metilasyonunun artmasi (hipermetilasyon) ya da
azalmasi (hipometilasyon) genlerin ekspresyon profilini degistirebilir ve buna bagh
olarak hastaliklar ortaya ¢ikabilir. Damgalanmis genler, maternal ve paternal alele 6zgii
olmak tizere farkli metilasyon paternlerine sahiptir. Bu farkliligin gametogenezde ya da
zigotta ¢ekirdek birlesmesinden 6nce kazanildig1 6ngoriilmektedir. Metilasyona ugramis
paternal alel hiicre boliinmesi ve farklilasmasinda korunmakta ve bdylece monoalelik
ifade saglanmaktadir. Damgalanmis genlerin ¢ogunlugu biiylime ve davranislarla iligkili
olup, genellikle beyinde ifade edilirler. Bu genlerin metilasyon profilinde herhangi bir
degisiklik meydana gelecek olursa, bu durum fenotipe siklikla zihinsel yetersizlik olarak

yansimaktadir (Walter ve Paulsen, 2003; Bora ve Yurter, 2007).

CpG metilasyonu, damgalama mekanizmasinda rol oynayan en oOnemli faktordiir.
Damgalanmis genler genellikle kiimeler halinde bulunur ve birlikte kontrol edilirler. Bu
kontrol de damgalama merkezleri (imprinting center; IC) ile saglanmaktadir (Ben-Porath

ve Cedar, 2000; Sleutels ve ark., 2000).

PWS’> de en sik karsimiza ¢ikan {iclinci mekanizma ise damgalama merkezinde
meydana gelen hatalardir (imprinting defect, ID). Bu hatalar sporadik nedenlerden
kaynaklanmaktadir ve paternal olarak kalitilan kromozom 15’1 etkilemektedir. Bu gruba

dahil olan PWS’ 1i bireyler, hasta popililasyonunun %1-3’ iinii olusturmaktadir.
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Damgalama hatalarinin ¢cogu epigenetik nedenlerden kaynaklanir ve biparental kalitim
gosterilmesine ragmen (yani olgu hem anneden hem de babadan kalitilan alele sahiptir),
sadece DNA iizerinde metilasyonun varli§i kendini gostermektedir. Bu durum
damgalama merkezindeki hata sonucu paternal kalitilan alelde de bir metilasyon
olaymin gerceklestigini isaret eder. Dolayisiyla hem anneden hem de babadan kalitilan
alel metile haldedir. Meydana gelen bu hatalar, spermatogenez ya da erken
embriyogenez sirasindaki damgalama siirecinde rastgele olusan hatalardir (Buiting,
2010). Bununla birlikte, damgalama hatasina sahip olan olgularin yaklasik %15 inde,
SNRPN geninin bir kisminin ve promotdriiniin 5> ucunda yer alan PWS damgalama
merkezi (imprinting center, IC) bolgesinde ¢ok kiiciik delesyonun (7.5- >100 kb) var
oldugu gosterilmistir. Bu olgularin yaklasik yarisini; babasindan, IC delesyonuna sahip
15 numarali kromozomu almis (ki bu kromozom babaya annesinden delete olarak
aktarilmis) ve annesinden, 15 numarali kromozomu almis (normalde metile durumda)
olgular olusturmaktadir. Olgularin diger yarisin ise fertilizasyondan sonra ya da babada
spermatogenez sirasinda kromozom 15 de meydana gelen de novo IC delesyonlara sahip

olgular olusturmaktadir (Buiting, 2010; Cassidy ve ark., 2012; Angulo ve ark., 2015).

2.6. 15q11-q13 Bolgesinde Eksprese Olan Aday Genler

Bu boélgede yer alan genler ii¢ kirik noktasi ile sinirlandirilmis segmental duplikasyonlar
icinde yer alir ve kabaca dort gruba ayrilir (Sekil 2.6). Grup 1; BP1 ve BP2 kirik
noktalar1 arasinda bulunan ve biparental olarak eksprese edilen (non-imprinted) N/PA1,
NIPA2, CYFIPI ve GCP5 genlerini igerir. Grup 2; PWS gen bolgesidir. BP2 kirik
noktasi ile bunun distalinde yer alan kiiclik niikleolar RNA gen kiimesi (snoRNA gen
kiimesi) arasinda lokalize olan ve sadece paternal olarak eksprese edilen MKRN3,
MAGEL2, NECDIN, bisistronik SNURF-SNRPN, snoRNA’lar, Cl5orf2 ve birkag
antisense transkirptleri (UBE3A ya kadar olan antisense transkriptler dahil) igerir. Grup
3; Angelman Sendromu (AS) gen Bolgesi’dir. snoRNA gen kiimesi ile BP2 distal
imprint olmayan gen bolgesi arasinda lokalize olan sadece maternal olarak eksprese
edilen genleri UBE3A ve ATPI0A igerir. Grup 4 ise distal imprint olmayan gen
bolgesidir ve lic GABA reseptoér gen kiimesini, okiilokiitan6z albinizm tip 2 ile iligkili

OCA?2 genini ile HERC?2 genini igerir (Cassidy ve ark., 2012).
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Sekil 2.6: 15q11-q13 bolgesinde lokalize olan genlerin sematik gosterimi (Cassidy ve ark., 2012).

PWS bolgesinin merkezinde SNURF-SNRPN gen kompleksi bulunmakta ve 10
ekzondan olugmaktadir. Bu gen bisistronik bir gen olup; iki farkli proteini
kodlamaktadir. Genin 4. ve 10. ekzonlar1 arasindaki bdlgeden mRNA kirpilmasinda
(mRNA splicing) rol oynayan SmN ailesine ait, kii¢iik niiklear riboniikleoprotein
polipeptid N (small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N, SNRPN) proteini
kodlanmaktadir (Glenn ve ark., 1996). SNRNP’ lerin RNA-RNA baz eslesmesi yoluyla
spesifik niikleik asit dizilerini tanidigir diisiiniilse de, bu aile iiyesinin spesifik rolii

bilinmemektedir.

Genin 1. ve 3. ekzonlar arasindaki bolge ise SNURF genini icermektedir ve bu gen
niikleusta lokalize olan bir proteini kodlamaktadir. Evrimsel olarak korunmus acik
okuma cercevesi (ORF), SNRPN’ yi kodlayan asag1 yonlii ORF’ ye sahip bisistronik bir
transkript lizerinde bulunur. Cok sayida transkripsiyon baslatma bodlgesi tanimlanmis
olup, 5’ translasyona ugramayan bolgede (untranslated region, UTR) alternatif kirpilma
gerceklesmektedir. Fakat bu transkriptlerin tam olarak yapisi ve fonksiyonu heniiz
tanimlanmamigtir. Bu genin 5° UTR ya da kodlayict bolgesinde bir translokasyon
sonucu alternatif kirpilma ya da delesyon olayinin ger¢eklesmesi, paternal veya maternal
imprint degisiminde basarisizliga sebep olarak PWS ya da Angelman Sendromu’na
neden olur (Cassidy ve ark., 2012; "Snurf gene, genecards human gene database," 2019;

" Entrez gene: Snrpn small nuclear ribonucleoprotein polypeptide n," 2019).

15q11-q13 bolgesinde SNRPN-SNURF gen kompleksi lokusundaki damgalama

merkezinin proksimalinde lokalize olan ve protein kodlayan diger genler ise MKRN3,
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MAGEL?2 ve NECDIN (NDN) genleridir. Bu genler damgalanmistir ve sadece paternal
alelde ekspresyon gosterirler (M. G. Butler, 2011; Angulo ve ark., 2015). MKRN3
geninden kodlanan MKRN3 proteini, bir ¢inko-parmak (zinc-finger) proteini olup; son
zamanlarda yapilan ¢aligmalar paternal kalitilan MKRN3 varyantlarinda meydana gelen
fonksiyon kaybinin, olgularda erken ergenlige sebep oldugunu gostermistir (Macedo ve
ark., 2014). NDN geni ise, DNA’ya baglanan bir protein kodlar. Ndn knockout farelerde
yapilan ¢alismalar, NDN’ nin ndrit biiyiimesi i¢in gerekli mekanizmalarda rol aldigini ve
nekdin proteininin kaybinin aksonal biiyiimeye etki ettigini gdstermistir (Lee ve ark.,
2005). PWS’ li bireylerin sahip oldugu genetik mekanizmalara benzer hatalara sahip
NDN knockout fare modeli ile yapilan baska bir ¢calismada ise nekdinin sinir sisteminin
erken gelisiminde antiapoptotik ya da hayatta kalma faktorii oldugu gosterilmistir
(Andrieu ve ark., 2006). MAGEL?2 geni ise intronsuz bir gendir ve NDN gen lokusuna
yakindir. Sadece paternal olarak aktif olan bu gen, ¢ogunlukla beyinde ifade edilir
MAGEL2 nin paternal alelinde patojenik varyantlara sahip dort birey ile yapilan
calismada, bu bireylerin PWS ile ortiisen klinik ve davranigsal ozellikleri oldugunu
gostermistir (Schaaf ve ark., 2013). Magel2-null fareler ile yapilan calismalarda; bu
genin yoklugunda neonatal biiylime geriligi, zayif emme, siitten kesildikten sonra asiri
kilo alim1 ve degisen metabolizma ile artan adipozite gibi bazi bulgular gézlenmis ve bu
bulgularin PWS’ de goézlenen bulgular oldugu rapor edilmistir (Lee ve ark., 2005;
Bischof ve ark., 2007). PWS bdlgesinde lokalize olan bir bagka gen ise SNORDI16
(snoRNA HBII-85) gen kiimesidir. 29 gen kopyasindan olusan snoRNA SNORD116 gen
kiimesinin PWS’ nin klinik 6zellikleriyle iligkili oldugu gosterilmistir. Bir ¢alismada,
PWS’ nin pek c¢ok ozelligine sahip dort bireyin SNORDII16 gen kiimesinde bir
mikrodelesyon tasidig1 rapor edilmistir (Sahoo ve ark., 2008; Buiting, 2010; Duker ve
ark., 2010; Bieth ve ark., 2015).

2.7. Genetik Tan1 Testleri

Eger klinik olarak olguda PWS’ den siipheleniliyorsa, DNA metilasyon analizi genetik
caligmay1 baslatmanin en etkili yoludur. 15q11.2-13 bolgesindeki bazi maternal ve
paternal damgalama lokusundaki DNA metilasyon paterni, paternal, maternal ya da
normal (biparental) kalitimin degerlendirilmesinde giiclii bir aractir. DNA metilasyon

analizi, PWS’ ye sebep olan {i¢ molekiiler mekanizmay1 tespit edebilecek ve ayni
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zamanda delesyon vakalarinda PWS’ yi Angelman Sendromu (AS)’ ndan ayirabilecek
bir tekniktir. Ayrica, olgunun PWS’ ye sahip oldugunu belirleyen DNA Metilasyon
Analizi genetik danigma icin yeterli olmasa da klinikte tan1 koymak i¢in yeterlidir
(Glenn ve ark., 1997). 1992’ den itibaren PWS bolgesinde yer alan ii¢ farkli lokus ayri
ayr1 ele alimarak DNA Metilasyon Analizi ile degerlendirilmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda giliniimiizde en yaygin kullanilan lokusun SNURF-SNRPN lokusunun 5" CpG
adacigr oldugu ve olgularin %99’undan fazlasina dogru tani koydurabildigi tespit
edilmistir (Driscoll ve ark., 1992; Dittrich ve ark., 1993; Glenn ve ark., 1996). SNRPN
geninin 5’ ucunda bulunan bu CpG adacigi; genin promotoriinii, ekzon 1 ve intron 1
bolgelerini kapsamaktadir. Bu boélge farkli metilasyon profili gosteren bir bolgedir.
Normal bireylerde; paternal alel metillenmemis ve eksprese olurken, maternal alel
metillenmis ve eksprese olmamaktadir. SNRPN geninin promotor ve ekzon 1 bolgesi,
paternal PWS IC bolgesi ile ¢akismaktadir. Dolayisiyla paternal kromozom 15’in bu
bolgesinde meydana gelecek bir degisim (epigenetik mutasyon ya da delesyon)
kromozomun metilasyon profilini degistirir ve paternal kromozom normalde aktifken
baskilanmis hale gelir. Dolayisiyla olgunun hem maternal hem de paternal kromozomu

metile halde oldugundan, olguda PWS go6zlenir (Cassidy ve ark., 2012).

PWS’ nin genetik tanis1 i¢in yapilmasi gereken birinci asama DNA Metilasyon Analizi’
dir. Bu yontem ile PWS tanis1 almis olgularda yapilmasi gereken bir sonraki agama ise
molekiiler smif ayrimimin yapilmasidir. Ciinkii bu durum dogru genetik danisma ve
genotip-fenotip korelasyonunun dogru yapilmasi i¢in oldukca énemlidir. PWS’ ye sebep
olan genetik mekanizmalar arasinda en sik karsilagilan1 paternal kromozom 15q11.2-q13
bolgesinin delesyonu oldugu i¢in ilk olarak bu mekanizmaya bakilmasi molekiiler sinif
ayrimimin yapilmasinda en etkili yoldur (Sekil 2.7) (Cassidy ve ark., 2012). Bu
bolgedeki delesyonlar SNRPN probu kullanilarak Floresan In-Situ Hibridizasyon (FISH)
yontemi ile teshis edilmektedir. Klinik genetikte Kromozomal Mikrodizin
(Chromosomal Microarray; CMA) yonteminin kullaniminin artmasiyla beraber PWS’ ye
sebep olan delesyonlarin tespit edilmesinde CMA’ nin FISH’ in yerini alabilecegi

diisiiniilmektedir. (Cassidy ve Driscoll, 2009; Cassidy ve ark., 2012).
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Sekil 2.7: PWS icin genetik tani testleri algoritmasi (Cassidy ve ark., 2012).
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Bazen PWS’ li bir olgu igin istenen ilk test DNA Metilasyonu’ undan ziyade FISH veya
CMA ile kromozomal analizdir. Bu tekniklerden herhangi birinin PWS bdélgesinde bir
delesyon tespit etmesi ve olgunun 2 yasindan kii¢lik olmasi halinde; PWS ve AS’ deki
delesyonlar tipik olarak birbirinden ayirt edilemedigi ve neonatal donemde AS’ nin
klinik bulgular1 PWS ile ortiistiigi icin DNA Metilasyon Analizi uygulanmasi
gerekmektedir. (Williams ve ark., 2010). Eger DNA Metilasyonu PWS i¢in pozitif sonug
verirse ve delesyon tespit edilmemisse, bir sonraki asama maternal UPD ile ID
arasindaki ayrimi yapmaktir. Bunun i¢in olgunun ve ebeveynlerinin DNA’s1 kullanilarak
kromozom 15’ in ilgili lokusunun DNA Polimorfizm Analizi gergeklestirilir (Shaffer ve
ark., 2001). Bu analiz sonucunda olgunun maternal UPD yerine biparental kalitima sahip
oldugu gosterilirse, olguda PWS’ ye sebep olan mekanizmanin ID oldugu kabul edilir.

Daha sonra ID’ nin herhangi bir epigenetik mutasyondan mu (tekrarlama riski diisiik)
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yoksa IC’ de bulunan kiiclik bir delesyondan mi1 kaynaklandiginm tespit etmek oldukca
onemlidir. Ciinkii eger olgunun babasinda da bir IC delesyonu varsa tekrarlama riski
%350’ ye ylikselmektedir. ID iligkili PWS olgularinin yaklasik %15’ 1 IC delesyonuna
sahiptir ve bunlarin da yaklasik %350’ si ailesel mutasyonlardir. Bu da PWS’ nin
damgalama merkezi ile ortiisen kiigiik bir kismin dizi analizi ile (Horsthemke ve Buiting,

2008) ya da son zamanlarda gelistirilen MS-MLPA testi ile yapilabilir.

MRC-Holand (Amsterdam, Hollanda) firmas tarafindan ticari olarak temin edilebilen
Metilasyon-Spesifik-Multipleks-Ligasyon-Prob-Amlifikasyon (MS-MLPA) Kiti, PWS
bolgesinde hem DNA metilasyon analizi hem de dozaj analizini ayni1 anda
gerceklestirmektedir (Procter ve ark., 2006). Bu kitin son versiyonu (ME028-C1) 47
prob icermektedir. Bunlardan 6 tanesi Hhal enzimi i¢in tanima bdlgesi i¢ermekte olup,
15q11.2-q13 bolgesinin metilasyon paterni icin bilgi vermektedir. Ayrica tiim problar
kopya sayis1 degisimleri hakkinda da bilgi vermektedir. Ek olarak, 15q11 bdlgesinin
disindaki genleri tespit etmek icin 11 referans prob bulunmaktadir ("Mrc holland- mlpa
product description version c1-03,"). CMA gibi MS-MLPA teknigi de translokasyonlar

ve inversiyonlar gibi kromozomal diizenlemeleri tespit edemez.

Ozellikle Avrupa’daki bazi laboratuarlar, PWS tanisi igin 5° SNRPN’ deki tek lokusun
DNA Metilasyon Analizi yerine MS-MLPA teknigini kullanmaya baslamislardir. Bu
yontemin klasik DNA Metilasyon Analizi’ne gore en biiyiik avantaji tek bir lokus yerine
farkli metillenmis bes ayr1 bolgeyi aragtirmasi ve bu bolgedeki kopya sayisi hakkinda
bilgi vermesidir. Ayrica MS-MLPA kiti ile PWS ve AS’ deki IC delesyonlarini ve
SNORDI116 gen kiimesindeki kiiclik delesyonlar1 da kapsamaktadir. Dolayisiyla PWS’
nin tanisinda kullanilacak genetik teste DNA Metilasyon Analizi yerine MS-MLPA ile
baslanildiginda delesyon ve metilasyon durumlar1 ayn1 anda degerlendirilmis olacaktir
(Sekil 2.8.). Tiim bunlara karsin ne DNA Metilasyon Analizi ne de MS-MLPA yontemi
UPD ve ID arasindaki farki belirleyememektedir. Eger olguda herhangi bir delesyon
yoksa ve DNA metilasyonu PWS i¢in pozitif ise, hem olgunun hem de ebeveynlerinin
DNA’ larina, STR markirlar1 kullanilarak mikrosatellit analizi ile, UPD degerlendirmesi
yapilmalidir. Tek niikleotid polimorfizm dizileri baz1 olgularda UPD’ yi tespit edebilse
de bu durum tiim olgular icin gegerli degildir. Ancak UPD’ nin tespit edilmesinde DNA
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Polimorfizm Analizi hala altin standart olarak kullanilan bir testtir. PWS’ nin tanisinda

kullanilan genetik testler Tablo 2.2’ de 6zetlenmistir (Cassidy ve ark., 2012).

MS-MLPA

7N

UPD agisindan
STR Analizi

Farkli metilasyon
profili

Biparental
Kalitim

Damgalama merkezi
analizi

Epimutasyon (MLPA)

4

PWS

Sekil 2.8.: PWS tanisinda MS-MLPA Analizi’ nin algoritmasi.
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Tablo 2.2: PWS’ nin tanisinda kullanilan genetik testler (Cassidy ve ark., 2012).

Metod Tespit ettigi PWS Kullamimlar ve limitasyonlar
mekanizma(lar)
DNA Metilasyonu Delesyon, UPD ve ID %99 PWS tanisi koyar ancak sebep olan

molekiiler mekanizmayi tespit edemez.

MS-MLPA Delesyon, UPD ve ID %99 PWS tanisi koyar ve delesyon ile UPD yi
tespit edebilir ancak UPD ile ID ayrimim

yapamaz.

%65-75 oraninda PWS tanis1 koyar. Tim bolgeyi
kapsamadig1 igin kiigiik delesyonlar1 kacirabilir.

FISH Neredeyse tiim delesyonlar
Kromozomun diger kisimlarn hakkinda bilgi
vermez ve normal, UPD ve ID ayrimi yapamaz.
DNA Polimorfizm Ik basamak testi degildir. DNA metilasyon
Analizi UPD ve ID analizi sonucunda PWS ortaya ¢ikarsa kullanilir.
FISH ile benzerdir. Bir oligo dizisi kullanilarak
CMA Dyl delesyon boyutu hakkinda; ayrica genomun geri
kalanindaki  delesyonlar ve duplikasyonlar
hakkinda da bilgi verir. Daha pahalidir.
CMA-SNP Delesyonlar bazt UPD’ler | Kullanim1 CMA ile aynmi olmakla beraber, ek
olarak UPD tespitine de olanak saglar.
DNA Dizileme IC delesyonlar1 IC delesyonlarin epigenetik mutasyonlardan ayirt

etmek icin ID tespitinde onemli bir rolii vardir.

PWS IC bolgesinde <5kb’lik bdlge ile sinirlidir.

2.7.1. MS-MLPA Calisma Prensibi

MS-MLPA’ nin ¢aligma prensibi, her biri yaklasik 60 nt uzunlugunda spesifik bir DNA
dizisini tanimlayan ve sayist 60’1 bulabilen problarin amplifikasyonuna dayanmaktadir.
MS-MLPA reaksiyonu, yaklasik 64-500 nt uzunlugunda olan ve kapiler elektroforez ile
ayrilan bir dizi spesifik PZR amplikonlar1 ile sonuclanir (Sekil 2.9.). Bu yontemi
basamak basamak inceleyecek olursak; ilk olarak calisilacak DNA 6rneginin

denatiirasyonu gergeklestirilir ve daha sonra MS-MLPA prob karisimi eklenir. Genel
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olarak, her bir MS-MLPA probu, iki oligoniikleotitten olugsmaktadir. Bu problar hedef
DNA dizilerine baglanarak tek bir prob haline doniisiirler. Takip eden PZR yontemi ile,
hedef diziye baglanmis tiim problar ayn1 PZR primer ¢ifti kullanilarak ¢ogaltilirlar. PZR
primerlerinden biri floresan isaretlidir ve amplifikasyon tirlinlerinin fragment ayrilmasi

sirasinda kapiller elektroforez sistemi ile gozlenebilmesini saglamaktadir.

DNA Denatiirasyonu ” Prob Hibridizasyonu | | Prob Ligasyonu | | Prob Ligasvonu + Kesim ” Amplifikasyon

e

Sekil 2.9.: MS-MLPA g¢aligma prensibi. M: Metil Grubu.

MS-MLPA prob karisimlari, hedef DNA’ nin hem kopya sayisini hem de metilasyon
durumunu belirlemek i¢in metilasyona 0zgii birka¢ prob icermektedir. Bu problar,
metilasyon-duyarli restriksiyon enzim olan Hhal icin tanima bolgesi iceren DNA
dizilerini tanimak icin tasarlanmistir. Problarin hibridizasyonundan sonra, MS-MLPA
reaksiyonu iki ayr1 tiipe ayrilir (Sekil 2.9.). Birinci tiipte devam eden reaksiyon normal
MLPA reaksiyonudur ve hedef DNA’ nin kopya sayis1 hakkinda bilgi verir. Ikinci tiipte
devam eden reaksiyon ise restriksiyon enzimi olan Hhal ile muamele edilir ve hedef
DNA’ nin metilasyon profili hakkinda bilgi verir. Metillenmemis DNA dizisi ile prob
hibridizasyonu gerg¢eklestiginde, metilasyon-spesifik problar ligasyona ugrar ve Hhal
enzimi ile ilgili bolgenin kesimi gergeklesir. Bu ylizden kesime ugramis MS-MLPA
probu herhangi bir sinyal olusturamaz ¢iinkii problarin amplifikasyonu kesimden dolay1
gerceklesmez. Aksine hedef DNA metile halde ise, metil grubu Hhal enzim kesimini
onler. Boylece prob kesime upramadigi icin, ilgili bélgenin amlifikasyonu gerceklesir ve

normal bir sinyal verir ("Mrc holland- mlpa product description version c1-03,").

2.8. Genetik Danisma
PWS’ li olgularin genetik etiyolojisinin bilinmesi; etkilenmis ailelere genetik danigsma
verirken olduk¢a Onemlidir. Cogu ailelerde tekrarlama riski <%1’ dir. Ancak belli

durumlarda, tekrarlama riski %50’ lere kadar varmaktadir.

Neredeyse tiim 15q11.2-q13 delesyonlar1 de novo ara delesyonlardir ve tekrarlama riski

<%]1’ dir. FISH analizi ile olgularin degerlendirilmesi gerekmektedir. Diger taraftan
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delesyonlar, kromozomal yeniden diizenlenmeler sonucu da olabilir. Bu durum ya
olgunun babasimnin gametlerinde de novo olarak meydana gelir ya da baba dengeli
translokasyon veya inversiyon tastyicisi olabilir. Bu olgularda teorik olarak tekrarlama

riski yaklasik %25-50" dir.

Olas1 paternal kromozomal yeniden diizenlenme sadece olgunun kromozom veya FISH
analizi yapilarak belirlenemez. Ornegin, babada 15q11.2-q13 bélgesinde veya bu
bolgeyi i¢ine alan paternal parasentrik inversiyon var ise bu durum ogul déllerde bu
bolgenin delesyonu ile sonuglanir. Bu yiizden delesyonlu olgularda mutlaka olgunun

babasiin 15q11.2-q13 bolgesi sitogenetik ve FISH analizleri ile degerlendirilmelidir.

Maternal UPD 15, genellikle de novo’ dur ve tekrarlama riski <%1’ dir. Eger
ebeveynlerden birinde Robertsonyan tipi translokasyon var ise durum farklidir ve bu
ylizden olguya sitogenetik analiz yapilmalidir. Eger olguda sitogenetik analiz normal ise,
bu sefer olgunun babasina mutlaka olas1 Robertsonyan tipi translokasyon tastyicist olup
olmadigin1 gosterebilmek icin sitogenetik analiz yapilmalidir. Ciinkii; eger olgunun
babasi 15 numarali kromozomu igeren Robertsonyan tipi translokasyon tasiyicisi ise,
spermatogenezis sirasinda mayoz 1° de kromozomlarin hatali dagilimindan dolay1
nullizomik bir sperm olusabilir ve monozomiden kagis mekanizmasi ile maternal UPD
ortaya ¢ikabilir. Anneye sitogenetik analiz yapilmayabilir. Cilinkii; probandta iki normal
15 numarali kromozom olmasindan dolay1 annenin Robertsonyan tipi translokasyon

tastyicist olma ihtimali yoktur.

Nadiren de olsa olgunun sitogenetik analizinde belirlenen markir kromozom, maternal
UPD 15 ile sonuglanabilir. Bu durumda mutlaka her iki ebeveyn de sitogenetik olarak
degerlendirilmelidir. Ciinkii bireylerdeki markir kromozomlarin varligi ayrilmama

mekanizmasi ve UPD riskini arttiran bir durumdur.

Damgalama hatalar1 sonucu PWS olan olgular, mutlaka damgalama merkezi delesyonu
icin degerlendirilmelidir. Bu olgularin ¢ogunda (%85) de novo epigenetik mutasyonlar
bulunur ve tekrarlama riski <%1’ dir. Ancak %15°1 ise, damgalama merkezinde kiigiik
delesyon tasiyor olabilir. Delesyon tasiyan bu olgularin yaklasik yarisinda damgalama

merkezindeki delesyon aileseldir ve bu ailelerde tekrarlama riski %50 dir. Bu yiizden,
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damgalama merkezinde delesyonu bulunan olgularin babalarinin mutlaka damgalama
merkezinde delesyon tasiyip tasimadiklarini belirlemek gerekmektedir (Kubota ve ark.,

1996, Cassidy ve Driscoll, 2009).

Bu calismada PWS’ nin klinik bulgularini tasiyan olgularda metilasyon analizi yaparak
genotip-fenotip arasinda bir korelasyon saglanmasi; bdylece PWS ile Prader-Willi
Benzeri Sendrom’ un molekiiler agidan ayrimi1 ve bdylece dogru tani, dogru genetik

danismanlik ve uygun tedavi saglanabilmesi amaglanmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu c¢alismada Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali’ndan
Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezi’ ne ydnlendirilen ve hasta secim kriterlerine uyan
hastalar Metilasyon Spesifik Coklu Ligasyon-Bagimli Prob Amplifikasyonu
(Methylation Specific Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, MS-MLPA)
yontemi ile metilasyon ve UPD profilleri arastirilmak iizere degerlendirildi. Projemiz
31.05.2017 tarih 320 karar no ile Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

tarafindan onaylanmistir.

Calismaya goniilliiliik esasina gore dahil edilen hastalar proje hakkinda bilgilendirildi ve
aydinlatilmis onam formu (Ek 1) aciklanarak imzalatildi. Calismaya 25 hasta dahil
edilmesi planlandi ancak belirlenen hastalarin mevki degistirmesi, aranilan kriterlere
uygun hasta bulunamamasi ve ayrica kisith biitce sebebiyle ¢alismamizda 12 hasta

degerlendirildi. Calismada izlenen is akis1 ise su sekilde belirlendi:

e Hastalarin belirlenmesi ve bilgilendirilmesi

e Periferik kandan genomik DNA (gDNA) izolasyonunun gergeklestirilmesi

e MS-MLPA yontemi ile hastalarin metilasyon profillerinin ¢ikarilmasi

e Anormal metilasyon paterni gosteren hastalarin ebeveynlerine ulasilmasi ve
DNA izolasyonu gerceklestirilmesi

e UPD analizinin yapilmasi

e Analiz ve yorumlama

3.1. Hastalarin Secimi

Klinik olarak PWS’nin fenotipik 6zelliklerini tasiyan, kromozomal olarak normal
karyotipe sahip olan, FISH yontemi ile 15q11-q13 bdlgesinde delesyon tasimadigi
belirlenmis ve 0-18 yas araligindaki olgular projeye dahil edildi. Fenotipik tam

kriterlerinde ise sunlara dikkat edildi:

e Hipotoni
e Hiperfaji-Obezite
e Hipogonadizm
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Badem goz
Kiiciik el-ayak
Gelisme geriligi ve 6grenme glicligl

Emme giicliigii

3.2. gDNA izolasyonu

Hastalarin gDNA’ larim1 elde etmek amaciyla periferik kandan Invitrogen PureLink ™

Genomik DNA Mini Kit (K1820-01) kullanilarak genomik DNA izolasyonu

gerceklestirildi.

10.

11.

12.

. 200 pl kan 6rnegi 1.5 ml steril santrifiij tiipiine eklendi. Uzerine 20 ul kitin

sagladig1 Proteaz K eklendi.
20 pl kitin sagladigit RNaz A da eklenerek vortekslendi ve 2 dakika (dk.) oda
sicakliginda inkiibe edildi.

. Uzerine 200 ul PureLink Genomik Lizis/Baglanma Tamponu (Genomic

Lysis/Binding Buffer) eklendi ve homojen bir soliisyon elde edene kadar
vorteksle iyice karigtirildi.

Protein degradasyonu icin 55°C’ de 10 dk. inkiibe edildi.

Lizata 200 pl %96-100 Etanol eklendi ve homojen bir soliisyon elde etmek i¢in 5
saniye vortekslendi.

Lizat (~640 pl) spin-kolona aktarildi. 10,000g x 1 dk. oda sicakliginda santrifiij
edildi.

Spin-kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

500 pl Yikama Tamponu 1 (Wash Buffer 1) eklendi ve 10,000g x 1 dk. santrifiij
edildi.

Spin-kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

500 pl Yikama Tamponu 2 (Wash buffer 2) eklendi ve maksimum hizda oda
sicakliginda 3 dk. santrifiij edildi.

Spin-kolon sterile 1.5 ml’ lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi. 50 pl PureLink
Genomik Eliisyon Tamponu (Genomic Elution Buffer) eklendi. 1 dk. oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra, maksimum hizda 1 dk. santirifiij edildi.

Elde edilen DNA’ lar uygun sekilde etiketlenerek -20°C ye kaldirildi.
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3.3. DNA Kalitesinin ve Miktarinin Belirlenmesi

[zolasyon sonrasi elde edilen gDNA 6rnekleri Nanodrop 1000 (V.3.7) cihazinda 2 pl
ornek kullanilarak spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Bu DNA 6rnekleri MS-MLPA i¢in
10 ng/ ul olacak sekilde sulandirildi.

3.4. MS-MLPA
Metilasyon Analizi icin MRC-Holland Firmasinin SALSA MLPA MEO028 Prader-Willi /

Angelman Probemix (C1-0118) kiti kullanildi ve tiretici firmanin protokolii uygulandi.

Denatiirasvon / Hibridizasyon (1. Giin)

1. Tek seferde 6 hasta, 3 normal (referans) ve 1 negatif kontrol olacak sekilde
toplam 10 6rnek ile calisildi.

2. MLPA Buffer ve MLPA Prob Miks vortekslenip kisaca santrifiij yapildi.

3. Her bir tiipe 5 ul (50-200 ng) gDNA eklendi. Negatif kontrol icin gDNA yerine 5
ul dH20 eklendi.

4. Denatiirasyon PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) baglatildi.

98°C 5 dk.
25°C 2 dk. / durdur

Denatiirasyon PZR

5. Denatlirasyon PZR devam ederken “Prob Miks” asagidaki tabloya gore

hazirlandi.
Prob Miks X1
Salsa Prob Miks 1.5 pl
MLPA Tamponu 1.5 pl
Toplam 3l
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6. Denatiirasyon PZR devam ederken 25°C de 1 dakikadan sonra durdurulur. 25 °C’
de beklerken cihazin kapagi acilir ve her bir tiipe hizli bir sekilde 3 pl hazirlanan
prob miks dagitilir.

7. Cihazin kapagi kapatilir ve kalan 1 dk. devam ettirildikten sonra hibridizasyon

PZR programi ¢alistirilir. 17.5 saat sonra ligasyon reaksiyonu ile devam edilir.

95°C 1 dk.
Hibridizasyon PZR
60°C 16-20 saat (17.5 saat
ideal)

Ligasyon Reaksivonu (2. Giin)

1. Ligasyon Tamponlar1 vortekslenir ve kisa bir santrifiij yapilir.
2. 17.5 saat sonunda sicaklik 20°C’ ye indirilir ve “Miks-1" hazirlanana kadar
bekletilir. Bu arada Miks-1 hazirlanir. Enzim kesimi i¢in her bir 6rnege karsilik

ikinci bir PZR tiipii hazirlanir.

Miks-1 X1

Ligaz-65 Tampon (Ligase-65 Buffer A) 3ul
Su 10 pl
Toplam 13 pl

3. PZR iiriinleri oda sicakligina alinir ve hizlica her bir tiipe 13 pl Miks-1 eklenir.
Toplam hacim (21 pl) pipetaj yapilarak homojenize edildikten sonra 10 pl’ si
ikinci tiiplere aktarilir.

4. Her 06rnege ait 2 tiip PZR cihazina yerlestirilerek Ligasyon PZR baglatilir.
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48°C 2 dk. / durdur

48°C 30 dk.
Ligasyon PZR

98°C 5 dk.

20°C durdur

. PZR 48°C’ deyken 30 sn. kala durdurulup program bekletilirken 1. Tiipe 10 pl
“Ligaz-65 Master Miks”, 2. tiipe ise 10 pl “Ligaz-Sindirim Miks (Ligase-

Digestion Mix)” hizlica pipetaj ile homojenize edilerek eklenir.

X1
Ligaz-65 Tampon B 1,5 pl
H 25 ul
Ligaz 65-Miks dH0 825 1
Ligaz-65 enzim 0,25 ul
Toplam 10 pl

X1
Ligaz-65 Tampon B 1,5 pl
H 25 ul
Ligaz-Sindirim Miks dH0 725 u
Ligaz-65 enzim 0,25 ul
10 U/ pl, Hhal 0,5 ul

Restriksiyon Enzimi

Toplam 10 pl
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PZR (2. Giin)
1. Salsa PZR Primer Miks vortekslenir ve kisa santrifiij yapilir.

2. Polimeraz Master Miks hazirlanir ancak vorteks yapilmaz. Pipetaj yapilir ve

buz uzerinde bekletilir.

X1

Salsa PZR Primer Miks 1 ul
Polimeraz Master Miks dH:0 375ul
Salsa Polimeraz Enzimi 0,25 ul

Toplam Sul

3. 20°C de (oda sicakliginda) her bir 6rnege 5 pl Polimeraz Master Miks dagitilir
ve PZR protokolii baslatilir.

95°C 30 saniye (sn.)
35 Dongl 60°C I
PZR Protokol 72°C 60 sn.
72°C 20 dk.
15°C durdur
Ornek Yiikleme

PZR {iriinleri, asagidaki tablo baz alinarak hazirlanir ve cihaza yiikleme yapilir. Ayrica

bu {iiriinler 1 hafta +4 °C de, daha uzun siire i¢in -20 °C de, karanlikta saklanabilir.
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Cihaz MLPA Kapiller | Yiikleme Reaksiyonu Ayarlar
Primer Boya
1 pl PZR iiriinii -Yiiriitme modiilii:
0.3 pl LIZ size standart Fragment Analizi
9 ul HiDi formamit -Enjeksiyon (igne)
ABI-Prism FAM 36,50 cm Voltaji: 1.6 kV
3100 (Avant) 96 well-plate’ e yiikleme | -Enjeksiyon

zamanlamasi: 15 sn
-Yiriitme voltaji:

15 kV

-Yiiriitme zamani:
1800 sn.

-Firin sicakligi: 60°C

yapilir. 3 dk. 86 °C’ de; 3
dk. 4°C’ de inkiibe edilir.

3.5. MS-MLPA Sonuclarinin Analizi

Elde edilen verilerin “.fsa” uzantili dosyalar1 “CRM Coffalyser.Net Versiyon 04 - ©
KASIM 2018 programi kullanilarak; ayrica Kopya sayis1 ve metilasyon orani sonug
paterni SALSA MLPA Probemix ME028-C1 PWS/AS (C1—0118) klavuzuna gore
degerlendirilmistir (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1.: Kopya sayisi ve metilasyon orani sonuglarmin degerlendirilmesi [SALSA MLPA Probemix
MEO028-C1 PWS/AS (C1—0118) Product Description]. Bu kit damgalama merkezindeki degisimleri

gostermemektedir. Dolayisiyla olgunun UPD sonucu mu yoksa ID sonucu mu PWS olsugunu anlamak
icin STR Analizi yapilmas: gerekmektedir.

Delesyon Dizomi Referans Dizomi Delesyon Duplikasyon
sonucu sonucu sonucu sonucu
gozlenen gozlenen gozlenen AS gozlenen AS
PWS PWS
15q11 bélgesinin M_ MM PM PP P PMM

genomik pozisyonu
Kopya sayisi 1 2 2 2 1 3
Kopya sayisi orani 0.5 1 1 1 0.5 1.5
Metilasyon yiizdesi %100 %100 %350 %0 %0 %70
Kesim sonrasi oran 1 1 0.5 0 0 0.7

3.6. Mikrosatellit Analizi
Analiz sonucu anormal metilasyon paterni gosteren olguya, bu durumun kaynagini

gostermek amaciyla STR markirlar1 kullanilarak mikrosatellit analizi gergeklestirildi.
Bunun i¢in hastanin ebeveynlerinden de bdliim 3.2.” deki protokole gore gDNA

1zolasyonu yapildi.
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Kromozom 15q11-q13 bolgesindeki lokuslara spesifik 3 primer c¢ifti [Ileri (F) ve Geri

(R)] yayinlanan makaleler baz alinarak siparis verildi.

Primer Lokusu Primer Dizisi Uzunluk
(bg)

D15S811-F AGGCATAACTGCATAGTAAATG

D15S811-R CAGGCATCCATTTTGAATAGAG 233

D15S817-F GTATAGAACCGTTCATACTAC 296

D15S817-R CTGATGGCATTCAGCCTTA 296

D15S822-F AACTGTATCCAGCATGAATC

D15S822-R CATAAAGTTAGGTTGATTGAG 340

PZR ve kosullari

e DI5S811, D15S817 ve D15S822 primerleri i¢in kurulan reaksiyon ve dongi
kosullar1 asagidaki gibidir. PZR Miks; anne, baba ve olgu 2’ nin DNA’ s1 ayr1

tiiplerde olacak sekilde hazirlanmistir.

PZR MIKS X1

10X Taq reaksiyon tamponu 2,5l
25 mM MgCl, 2,5l

dNTP Miks (20 uM) 1 ul

F- Primer (her bir lokus i¢in) 1 ul

R- Primer (her bir lokus i¢in) 1 ul
Taq DNA Polimeraz (500 u) 0.2l

DNA (50 ng) 4 ul
dH.O 12,8 pl

Toplam 25 ul
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95°C 5 dk.

95°C 45 sn.

60°C 1 dk. (-1°C) 25 Dongt

PZR Kosullan

95°C 30 sn.

50°C 45 sn. 30 Dongl
72°C 30 sn.

72°C 10 dk.

+4 °C 0

PZR orneklerinin viiklenmesi, viiriitiillmesi ve goriintiilenmesi

o PZR iiriinlerinin varliginin kontrolii i¢in %1’ lik agaroz jel dokiildii. Jel
hazirlanirken 8 pl EtBr eklendi ve donmaya birakilda.

o Ornekler olgu, anne ve baba sirasinda olacak sekilde 4 pl 6X yiikleme
tamponu 4 pl PZR {iriinii ile karistirildiktan sonra toplamda 8 pl 6rnek
kuyucuklara yiiklendi. Ornek boyutlarmin kiyaslanmasi icin 50 bp DNA
Markir (DNA Ladder) kullanildi.

o Yiiklenen 6rnekler 120 V/ 20 dk. yiiriitiildii.

o Jel, OmniDOC Jel Dokiimantasyon Sistemi ile goriintiilendi. Uriin

varlig1 dogrulandiktan sonra, mikrosatellit analizine gegildi.

Mikrosatellit analizi

o %3’ liikk agaroz jel, 12 ul EtBr kullanilarak kasete dokiildii ve yaklasik 1

saat donmas1 beklenildi.
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o Her bir 5 pl PZR 6rnegi i¢in 5 pl 6X yiikleme tamponu kullanilarak

asagidaki sirayla 6rnekler kuyucuklara yiiklendi.

o Ornekler énce 60 V/ 1 saat yiiriitiildii. Daha sonra gii¢ kaynag1 120 V/3

saat yuriitiildii. Bu sirada tamponun 1sinmasi ve jeli eritmesi ihtimalini

onlemek amaciyla buz akiileri kullanildi.

o Jel, OmniDOC Jel Dokiimantasyon Sistemi ile goriintiilendi.

Tablo 3.2.: Olgu, anne ve babanin PZR {iriinlerinin mikrosatellit analizi i¢in jele yilikleme siras1. Olgu: A,

Anne: A, Baba: B, Markir: M, Negatif Kontrol: NK.

50 bp Primer 1 50 bp Primer 2 50 bp Primer 3 50 bp Negatif 50 bp
Markir (DISSSI 1) Markir (D158817) Markir (DISSSZZ) Markir Kontrol Markir
(07)) ™) (07)) ™) (NK) (07))
M O A B M O A B M O | A B M NK M
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4. BULGULAR

4.1. Hastalarin degerlendirilmesi

Calismaya 12 hasta dahil edilmistir. Sitogenetik olarak normal karyotipe sahip ve FISH

ile herhangi bir delesyon tagimadig1 belirlenmis hasta gruplar1 ¢alismada yer almstir.

Hastalar Holm ve ark. tarafindan belirlenen kriterlere gére degerlendirilmistir (Holm ve

ark., 1993). Olgularin klinik bulgular1 Tablo 4.1.” de gosterilmistir.

Tablo 4.1.: Hasta grubunun majoér ve mindr bulgulari

Olgu | Yas/Cinsiyet Klinik Bulgular PWS Tam
Skorlamasi
1 15 /E Hipotoni, biligsel yetersizlik, kiigiik el-ayak, sasilik-miyop, 6grenme 4
giicligi
2 14 ay /K Hipotoni, hiperfaji-obezite, bilissel yetersizlik, badem goz, kiigiik el- 6.5
ayak, hipogonadizm, 6fke-inat, sasilik-miyop
3 3yas9ay/K Hipotoni, hiperfaji-obezite, bilissel yetersizlik, anormal yiiz sekli, 45
sasilik-miyop
4 17 yas/E Hipotoni, biligsel yetersizlik, 6fke-inat, 6grenme giicligii 35
5 4 yas /E Hipotoni, badem gdz, kiigiik el-ayak, beslenme problemleri 35
6 4 yas /E Hipotoni, hiperfaji-obezite, bilissel yetersizlik, badem goz, 5
hipogonadizm
7 13 yas /E Hiperfaji-obezite, uyku bozuklugu, 6fke-inat, 6grenme giicliigii 3
8 15 yas /K Hipotoni, hiperfaji-obezite, biligsel yetersizlik, badem goz, 6fke-inat 45
9 2 yas9ay/E Hiperfaji-obezite, sasilik-miyop, hipopigmentasyon )
10 6 yas /E Hafif siddette hipotoni, hiperfaji-obezite, biligsel yetersizlik, sasilik- 35
miyop
11 2 yas9ay/E Hipotoni, hiperfaji-obezite, sasilik-miyop, hipopigmentasyon 3
12 9yas/E Hiperfaji-obezite, biligsel yetersizlik, badem goz, kii¢iik el-ayak, 5

hipogonadizm, uyku bozuklugu
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4.2. Normal metilasyon profili tespit edilen olgular
Tablo 3 ve CRM Coffalyser.Net Versiyon 04 programi kullanilarak yapilan analiz
sonucunda; Olgu 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12’ de normal metilasyon paterni

gozlenmistir.
4.3. Anormal metilasyon profili tespit edilen olgu
4.3.1. Olgu 2

Anamnezi

e Olgu 32 haftalik iken sezaryen ile dogmustur.

e Olgu 1 yas 2 aylik (14 aylik) tir.

e Anne ve baba arasinda herhangi bir akrabalik yoktur.

e Kiiciik ve siskin el-ayak, hipotoni, hiperfaji, obezite, badem gz, mental
yetersizlik, inat¢1 bir kisiligin olmasi, sasilik gibi klinik bulgular bulunmaktadir
(Sekil 4.1.,4.2.,4.3.).

e Sitogenetik olarak normal karyotipe sahiptir.

e FISH yontemi ile yapilan analizde herhangi bir mikrodelesyon gozlenmemistir.

[

Sekil 4.1.: Olgunun siskin, kisa ve kiigiik parmaklar gibi PWS’ nin klinik bulgularini gésteren
fotograf.
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Sekil 4.2.: Olgunun kiiciik el-ayak, hiperfaji ve obezite, badem g6z gibi PWS’ nin klinik
bulgularini gosteren fotograf.

Sekil 4.3.: Olgunun kiiciik ve kisa ayak parmaklar gibi PWS’ nin klinik bulgularin1 gosteren
fotograf.
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MS-MLPA Analizi Sonucu
Olgu 2’ nin MS-MLPA analizi sonucu degerlendirildiginde, olguda anormal metilasyon

paterni saptanmigtir. Bu yonteme gore; referans ornek (Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.), hastanin
kopya sayis1 degisimi (Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.) ve anormal metilasyon profili (Sekil 4.8.)
asagidaki ilgili sekillerde gosterilmistir.
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Sekil 4.4.: Kesim yapilmamis (undigested) Kontrol DNA ‘nin kopya sayisi degisimini gosteren kapiller
elektroforez paterni. Ilgili bolgelerin normal pik boylar1 gosterildigi gibidir.

Ratio

Sekil 4.5.: Kesim yapilmamig (undigested) Kontrol DNA ‘nin kopya sayisi degisimini gosteren
Coffalyser.net Ratio Chart ciktisi. Ilgili bolgeler (siyah daireler) mavi ve kirmizi1 ¢izgi arasinda, alt ve tist
sinirlari ¢ercevesinde olmak kosuluyla yaklagik 1 oraninda olmasi gerekmektedir.
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Olgu 2 ‘nin kopya sayist degisimini gosteren kesim yapilmamig DNA kapiller elektroforez

paterni. SALSA MLPA Probemix ME028-C1 PWS/AS (C1—0118) kiti ile 50 ng DNA kopya sayisi

Sekil 4.6

degisimini tespit etmek i¢in kesim yapilmadan kullanilmustir.
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Sekil 4.7.: Olgu 2 ‘nin kopya sayis1 degisimini gosteren kesim yapilmamis DNA &rneginin Coffalyser.Net

Ratio Chart ¢iktist.
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Sekil 4.8.: Olgu 2 ‘nin anormal metilasyon paterni gdsteren bolgelerin kopya sayisinin ve metilasyon
oraninin yiizdesini gosteren Coffalyser.net Ratio Chart ¢iktilar1. Ustte kesim yapilmamis DNA’ nin kopya
sayis1 orani, altta ise kesim yapilmig DNA’ nin kopya sayist degisimi ve metilasyon profili degisimi
gosterilmektedir.

Sekil 4.8.” deki veriler Tablo 3.1. ile kiyaslandiginda; kesim yapilmamig DNA’ nin
kopya sayisi siyah dairelerin mavi ve kirmizi gizgiler arasinda kalmasindan dolayr “ 1 *;
kesim sonrasi ise ilgili PWS’ den sorumlu bdlgelerin kopya sayist oraninin “ 17
olmasindan dolay1 olgunun PWS hastasi oldugu belirlenmistir. Ancak kullanilan kit ile
UPD ile ID arasindaki ayrimi yapamadigi i¢in olguya, annesine ve babasina STR analizi

yapilmistir.

Mikrosatellit Analizi Sonucu

1. D15S811, D15S817 ve D15S822 primerleri i¢in kurulan Touch-Down PZR

sonucunda elde edilen PZR iirlinlerinin goriintiisii Sekil 4.9.” daki gibidir.
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DI15S811 D15S817 D15S822

Sekil 4.9.: D15S811, D15S817 ve D15S822 primerleri kullanilarak kurulan Touch-Down PZR sonucunda
elde edilen PZR iiriinlerinin %3’ liik agaroz jel gériintiisii. M: 50 bp Markir; O: Olgu; A: Anne; B: Baba.
D15S817 primerini olgu, anne ve baba agisindan kiyasladigimizda; olgunun her iki 15 numarali
kromozomlarini anneden aldig1 gozlenmektedir (mat UPD 15). D15S811 ve D15S822 lokuslari ise olgu,
anne ve babada ayni1 bant paternini gosterdigi i¢in informatif degildir.
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5. TARTISMA

PWS, prevalansi 1/10,000-1/30,000 olup; klinik olarak karakteristik el ve yiiz 6zellikleri,
erken bebeklik doneminde hipotoni, zayif emme ve beslenme bozukluklari, daha sonraki
donemde ise hiperfaji ve davranis bozukluklari ile karaterize multisistemik bir hastaliktir
(Cassidy ve ark., 2012). PWS’ den sorumlu bolge ise 15 numarali kromozomun
proksimal kolunda, 15q11.2-q13 bolgesinde 5-6 megabazlik (Mb) bir alanda lokalizedir.
Bu bolgedeki genler saglikli bireylerde paternal kromozomda eksprese edilirken,
maternal kromozomda ise damgalanarak susturulmustur. Damgalama islemi ise o
bolgenin metillenmesi yoluyla susturulmasidir. Dolayisiyla bu bolgedeki genlerin
ekspresyonlarinda meydana gelen farkliliklar PWS’ nin fenotipine sebep olmaktadir
(Abdilla ve ark., 2017). PWS’ ye sebep olan ili¢ temel mekanizma olup, bunlardan
birincisi ve en sik gozleneni paternal kromozom 15q11.2-q13 bolgesinde meydana gelen
delesyondur ve PWS’ 1i olgularm %70’ ini olusturmaktadir. ikinci mekanizma ise mat
UPD 15’ dir ve olgularin yaklasik %25’ ini olusturmaktadir. Digerlerine gore daha az
gbzlenen licilincli mekanizma ise damgalama merkezinde meydana gelen hatalardir ve bu
grup, PWS’ li olgularin yaklasik %2,5” unu olusturmaktadir. Dengeli translokasyonlar
ise ¢ok daha nadir gézlenmektedir ve olgularin %1’ inden daha azini olusturmaktadir

(Bittel ve Butler, 2005; Cassidy ve ark., 2012).

PWS’ nin tanis1 farkli genetik testler ile konulabilmektedir. Bunlar arasinda ilk olarak
tercih edilecek yontem DNA Metilasyon Analizi’ dir. Klinik olarak PWS tanisi
koyduran bu test, ne yazik ki PWS’ ye sebep olan genetik mekanizmalarin ayrimim
yapamamakta ve genetik danismanlik i¢in yeterli bilgiyi vermemektedir (Glenn ve ark.,
1997). Bu nedenle olguda anormal metilasyon paterni gozlendiginde yapilacak ilk
basamak, PWS’ ye sebep olan genetik mekanizmay1 belirlemektir. Delesyon, PWS’ 1i
olgular arasinda en sik gozlenen mekanizma oldugu icin ilk olarak delesyon tespiti
yapilir. Kromozom 15q11.2-q13 bolgesindeki bu delesyonun boyutundan ve bantlar
arasindaki kalinliktan otlirii 151k mikroskobu ile gdzlenmesi hi¢ kolay degildir. Bu
ylizden G-bantlama PWS’ nin tanisin1 koymada yetersizdir. Dolayisiyla dogru tani i¢in
FISH ve CMA gibi molekiiler testlerin yapilmasi1 gerekir. CMA ile pek ¢ok delesyonun
boyutu belirlenebilirken; CMA, FISH ile yapilan analize gore daha pahalidir. Ayrica
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nadir de olsa kromozom 15’in proksimalini de kapsayan translokasyon ve inversiyonlari
belirleyemedigi i¢in; es zamanli karyotip ve FISH analizi daha ¢ok tercih edilmektedir
(Cassidy ve Driscoll, 2009; Rocha ve Paiva, 2014). Eger olguda anormal metilasyon
paterni tespit edilmis ve delesyon tespit edilmemis ise, bir sonraki asama olguda UPD’
nin mi yoksa damgalama merkezinde meydana gelen degisimlerin mi var oldugu tespit

edilmektedir. Bu da STR Analizi ile yapilmaktadir (Cassidy ve ark., 2012).

Son zamanlarda PWS’ nin tanisi i¢in daha avantajli bir yontem olan MS-MLPA yontemi
kullanilmaya baslanmistir. Yapilan kiimtlatif c¢alismalar MS-MLPA yonteminin
delesyonu ve anormal metilasyon paternini tespit edebildigini ve ayni zamanda bu
bolgedeki kopya sayisi de§isimi hakkinda bilgi verdigini gostermektedir (Procter ve
ark., 2006; Henkhaus ve ark., 2012; Mahmoud ve ark., 2019) Ayrica DNA Metilasyon
Analizi’ ne kiyasla tek bir gen lokusunu degil, metillenmis ve birbirinden farkli bes
bolgeyi incelemektedir. Dolayisiyla MS-MLPA ile delesyon ve metilasyon durumlari
ayn1 anda degerlendirilebilmektedir. Tiim bunlara karsin MS-MLPA Analizi’ nin DNA
Metilasyon Analizi’nde oldugu gibi en biiyiik dezavantaji UPD ve ID arasindaki ayrimi
yapamamasidir. Dolayisiyla, UPD’ nin tespit edilmesinde STR Analizi hala altin
standart olarak kabul edilen ve kullanilan bir testtir (Cassidy ve ark., 2012; M. G. Butler,
2017a).

Bu calismada MS-MLPA yontemi ile 12 olgu degerlendirilmis ve 1 tanesinde anormal
metilasyon paterni tespit edilmistir. Bu anormal metilasyon paterninin ortaya ¢ikmasina
sebep olan mekanizmanin UPD oldugu tespit edilmis ve olguya PWS tanisi
konulmustur. Diger 11 olguda ise herhangi bir delesyon olmamasi ve normal metilasyon
paterni gozlenmesine ragmen klinik bulgular1 PWS’ nin majér ve mindr klinik
bulgulartyla ortiismektedir. Bu da bize farkli kromozomlarin belli bolgelerindeki
degisimlerin PWS’ nin klinik bulgularinin ortaya ¢ikmasina sebep olabilecegini
diisiindiirmistlir ve yapilan literatiir taramasina gore bu olgular Prader-Willi Benzeri
Sendrom (PWLS) igerisinde yer almaktadir (Rocha ve Paiva, 2014). PWLS fenotipi
gosteren olgularda, daha 6nce yapilan ¢alismalarda kromozom 1p, 2p, 3p, 6q, 9q iliskili
kromozom abnormaliteleri; maternal UPD 14 ve frajil X tespit edilmistir (Gillessen-

Kaesbach ve Horsthemke, 1994; Eugster ve ark., 1997; Berends ve ark., 1999; Faivre ve

46



ark., 2002; Cormier-Daire ve ark., 2003). Yapilan sistematik degerlendirmeye gore
PWLS’ de en yaygin goriilen klinik bulgular; obezite (%84), hiperfaji (%72.7), biligsel
yetersizlik (%54.5), psikomotor gecikme (%50) ve hipotonidir (%43.18) (Rocha ve
Paiva, 2014).

Literatiire gore PWLS’ 1i 35 olguda 6q16 delesyonu tanimlanmis ve bu bulgunun PWLS
fenotipinde gozlenen en yaygin genetik abnormalite oldugu gosterilmistir; bu 35
etkilenmis olgunun 22’ si erkektir (Bonaglia ve ark., 2008; [zumi ve ark., 2013). Bizim
calismamizda da her ne kadar 6q16 delesyon bolgesi taranmamis olsa da PWLS grubu
icerisinde degerlendirdigimiz 11 olgunun 9 unun erkek olmasi nedeniyle, belki de bu
sendromun daha c¢ok erkeklerde gbzlenen bir sendrom olabilecegi hipotezi One

surtilebilir.

Literatiirdeki son yayinlarda, 6q16 bolgesinde yer alan 6zellikle SIM1 (single-minded 1)
geninin fonksiyon kaybina neden olan genomik varyantin obezite ve PWLS’ de goriilen
klinik bulgular ile iligkili oldugu savunulmaktadir (Holder ve ark., 2000; Bonnefond ve
ark., 2013). SIM1 genindeki fonksiyon kaybi, PWLS klinik bulgularina sahip ve sahip
olmayan olgularda hiperfajik obeziteye neden olabilmektedir (Bonnefond ve ark., 2013).
Yine El Khattabi ve arkadaglar1 2015 yilinda PWLS’ 1i 15 olgu ile yaptig1 bir calismada
6q16.2-q16.3 bolgesindeki delesyonun PWLS fenotipi ile 6nemli Olclide iliskili
oldugunu gostermis; bu bolgedeki delesyonun PWLS fenotipini gosteren olgularda en
sik karsilagilan genetik abnormalite oldugunu ifade etmislerdir (El Khattabi ve ark.,
2015). Calismamizda PWLS grubuna dahil ettigimiz 11 olgunun ¢ogunda (%72.7)
hiperfajik obezitenin gézlenmesi, bu olgularda ilk olarak S/M geninin degerlendirilmesi
gerektigini diisiindiirmektedir. Bundan dolay1, bir sonraki ¢aligmamiz PWLS grubuna

dahil ettigimiz 11 olguda bu bolgenin analizi yoniinde olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismaya dahil edilen 12 olgunun 1 tanesinde anormal metilasyon paterni, kalan 11
olguda ise normal metilasyon paterni tespit edilmistir. Anormal metilasyon profili
gosteren olguya daha sonra bu degisimin UPD’ den mi yoksa damgalama merkezinde
bir hatadan m1 kaynaklandigin1 6grenmek i¢cin STR markirlar1 kullanilarak mikrosatellit
analizi yapilmistir. Elde edilen deney sonucuna gore, olguda PWS’ ye sebep olan
mekanizmanin UPD oldugu tespit edilmistir. Normal metilasyon profili gosteren ve
klinik bulgularindan dolayr PWLS grubu igerisinde degerlendirdigimiz 11 olguya ise bir
sonraki asamada, PWLS icin kritik oldugu disiiniilen 6ql16.2-q16.3 bdlgesinin

degerlendirilmesinin yapilmasi planlanmaktadir.

Aranilan kriterlerin bulunamamasi ve kisith biitce sebebiyle calismaya dahil edilen olgu

sayisi planlanan saymin altinda kalmistir.
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EKLER

EK 1

AYDINLATILMIS ONAM FORMU
Katilimci / Goniilliiniin Protokol Numarasi:
1. Arastirmayla Ilgili Bilgiler:

a. Arastirmanin Adi:
Prader-Willi Sendromu Bulgulari1 Tasiyan Normal Karyotipe Sahip Olgularda

Metilasyon ve UPD Profillerinin Arastirilmasi

b. Arastirmann Icerigi:

Canlilarin dis yapisindaki bozukluklarla ve mental retardasyonla iligkili obezite,
sendromik obezite olarak kabul edilmektedir. Sendromik obezitenin en yaygin formu
yaklasik 15000 dogumda bir goriilen Prader-Willi sendromudur (PWS). PWS’ nin klasik
bulgular1 yenidogan hipotonisi (kasin harekete karsi gosterdigi direncin diisiik olmasi
durumu, kas giicsiizliigii), zayif emme, dogum sonrast donemde gelisme geriligi,
psikomotor gelisimde gecikme, erken cocukluk doneminde obezite ile sonuglanan
doymama durumu, ergenlik déoneminde kisa boy, kiigiik el ve ayaklar, hipogonodizm,

hafiften orta dereceye kadar zeka geriligi ve davranis bozukluklaridir.

Bazi olgular klasik PWS’ nin klinik bulgularina sahip olmalarina ragmen PWS’ ye
neden olan genetik bozukluklar1 tasimazlar ve Prader-Willi Benzeri Sendrom igerisinde
yer alirlar. Dolayisiyla PW Benzeri Sendrom’ un klasik PWS ile benzer o6zellikler
gostermesi, hastaligin tanisim1 ve buna bagli olarak tedavisini; ayni zamanda genetik

danigmanligini etkilemektedir.

Bu yiizden bu ¢aligmada; sitogenetik olarak normal oldugu, ayrica FISH yontemi ile
15q11-q13 bolgesinde herhangi bir mikrodelesyon tasimadig: tespit edilmis 25 olguda
Metilasyon Spesifik Multipleks Ligasyon Bagimli Prob Amplifikasyonu (MS-MLPA)
yontemi ile bu bolgede metilasyon analizi yapilacaktir. Metilasyon profili anormal olan
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olgularda ise, mikrosatellit analizi yapilarak UPD mekanizmas1 degerlendirilecektir.
Boylelikle PWS ile PW benzeri sendromun molekiiler agidan ayrimi yapilacak, dogru
tan1 sayesinde dogru genetik danismanlik ve tedavi saglanabilecektir. Metilasyon profili
normal olan hastalarda ise PW benzeri sendromun klasik PWS fenotipi gostermesine
sebep olabilecegi diisliniilen bolgeler arasinda genotip-fenotip korelasyonlari
yapilabilecektir. Bu olgularin olusum mekanizmasini da belirleyebilmek bir sonraki

arastirma konumuz olacaktir.

¢. Arastirmanin Amaci:

Bu calismanin amaci, FISH yontemi ile 15q11-q13 boélgesinde delesyon tasimadigi
belirlenmis, kromozomal olarak normal karyotipe sahip ancak PWS benzeri bulgular
gosteren 25 olguda MS-MLPA (metyhlation specific-multiplex ligation-dependent probe
amplification) yontemi ile bu bdlgedeki metilasyon profilini arastirip, metilasyon profili
anormal olan olgularda ise mikrosatellit analizi ile UPD mekanizmasi

degerlendirilecektir.

Klasik sitogenetik yontemlerle 15q11-q13 bolgesinde herhangi bir delesyon tasimadigi
belirlenmis hastalarda, MS-MLPA yo6ntemi uygulanarak bu bdlgenin metilasyon
profilinin ¢ikarilmasi, elde edilen verile goére mikrosatellit analizi ile UPD
mekanizmasinin degerlendirilmesi sayesinde klasik PWS’ nin PW Benzeri Sendrom’dan
molekiiler olarak ayrimi yapilabilecek, bdylece dogru tani sayesinde dogru genetik

danigsmanlik ve tedavi saglanabilecektir.

d. Arastirmanin Nedeni:
( ) Bilimsel arastirma

( X)) Tez caligmast

e. Arastirmanin Ongoriilen Siiresi:

Satin alma islemleri tamamlandiktan sonra 1 y1l.

f. Arastirmaya Katilmasi Beklenen Katilimc1/Goniillii Sayisi:

25 Olgu

g. Arastirmada izlenecek Deneysel islemler:
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Olgulara ait DNA materyalleri bireylerden alinacak kan orneklerinden Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda elde edilecektir.
Elde edilen DNA oOrneklerinde MS-MLPA (methylation specific multiplex ligation
dependent probe amplification) yontemi ile 15q11-ql13 bolgesinde metilasyon analizi
yapilacaktir. Metilasyon profili normal olan olgularda ise ebeveynlerinden de alinacak
DNA ornekleri 15q11-q13 bolgesine spesifik STR markdrleri kullanilarak PZR yontemi
ile ¢ogaltilacaktir. Daha sonra %8 veya %10 Poli Akrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)
ile PZR friinleri yiritlilecektir. Elde edilen sonuglara gére UPD mekanizmasi

degerlendirilecektir.

2.  Goniilliiniin/Katihmemimn Uygulama Sirasinda Karsilasabilecegi Riskler ve
Rahatsizliklar:
Yukarida aciklanan arastirma sirasinda uygulanacak olan islemlerin bana asagida

belirtilen riskleri ve rahatsizliklar getirebileceginin bilincindeyim:

Diger kan alma islemlerinde oldugu gibi, kan alinan yerde kizarma, sisme ve agri

olusabilir. Bunun disinda bu islemin katilimciya herhangi bir zarar1 olmayacaktir.

3. Goniilliller/Katihmcilar i¢in Arastirmadan Beklenen Yarar:

Yapilan deneysel ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler ile Klasik sitogenetik
yontemlerle kromozom karyotipi normal olan ancak Prader-Willi sendromu klinik
ozellikleri tasiyan olgularda hastalifin ortaya c¢ikmasina sebep olan epigenetik
mekanizmanin aydinlatilmasidir. Boylece dogru tani ile dogru tedavi uygulanabilmesi

saglanacaktir.

4. Arastirma Konusundaki Sorularin Cevaplandirilmasi:
Arastirmanin yiiriitiilmesi sirasinda olast yan etkiler, riskler ve zararlar ile haklarim

konusunda bilgi almak i¢in asagida belirtilen kisiyle baglant1 kurmam yeterli olacaktir.
Adi- Soyadi: Do¢.Dr.Sezin YAKUT UZUNER Telefon:2496970

Ars.Gor.Pinar BAHSI Telefon:2496970

5. Zararlarin Karsilanmasi:
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Bu ¢alismada uygulanan isleme bagl olarak gelisebilecek ve tazmin edilecek bir zarar
on goriilmemektedir. Bu ¢alismaya katildigim icin zarar gorecek olursam, gerekli olan
tibbi bakimin sorumlu arastirmaci tarafindan yerine getirilecegi, uygulanan isleme bagh
olarak gelisebilecek her tiir hasara (sakatlanma ve 6liim dahil) kars1 gliivencede oldugum,

masraflarmin ... tarafindan karsilanacagi bana bildirildi.

6. Arastirma Giderleri:
Aragtirma kapsamindaki biitiin islemler i¢in benden ya da bagli bulundugum sosyal

giivenlik kurulusundan higbir iicret istenmeyecektir.

7. Goniilliiliik, Calismay1 Reddetme ve Calismadan Cekilme Hakki, Calismadan
Cikarilma:
Arastirmaya hicbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak katilryorum.
b. Arastirmaya katilmay1 reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.
c. Sorumlu arastirmaciya haber vermek kaydiyla, hicbir gerekge gostermeksizin

istedigim anda bu ¢alismadan ¢ekilebilecegimin bilincindeyim.

8. Calismanin yiiriitiiciisii olan arastirmaci ya da destekleyen kurulus, ¢calisma
programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle ya da arastirma
prosediiriine bagh olarak onaymmi almadan beni calisma kapsamindan

cikarabilir.

9. Gizlilik:

Calisgma sliresince tutulan biitlin  kayitlar ve dosya bilgileri gerektiginde,
..................................................... firmas1 ve yoneticilerine ulastirilacaktir. Bu ¢alismadan
elde edilen bilgiler, verilere gereksinimi olan 6teki iilkelerin hiikiimetlerine ve ilgili
birimlerine iletilebilir. Caligmanin sonuglar1 bilimsel toplantilar ya da yayinlarda

sunulabilir. Ancak, bu tiir durumlarda kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir.

10. Cahismaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve arastirmadan once goniillilye / katilimciya verilmesi gereken
bilgileri gosteren Aydinlatilmis Onam Formu adli metni kendi anadilimde okudum ya da
bana okunmasini sagladim. Bu bilgilerin icerigi ve anlami, yazili ve sozlii olarak

aciklandi. Aklima gelen biitiin sorular1 sorma olanagi tanindi ve sorularima doyurucu
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cevaplar aldim. Calismaya katilmadigim ya da katildiktan sonra g¢ekildigim durumda,
higbir yasal hakkimdan vazge¢mis olmayacagim. Bu kosullarla, s6z konusu arastirmaya

higbir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak katilmay1 kabul ediyorum.
Bu metnin imzal1 bir kopyasini aldim.
Goniilliiniin / katihmemnin Adi- Soyadi:
Yas ve Cinsiyeti:
Imzas::
Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Tarih:
Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar icin;
Veli ya da Vasinin Adi- Soyada:
Imzas::
Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Tarih:

Aciklamalar1 Yapan Arastirmacinin Adi- Soyadi: Do¢. Dr. Sezin YAKUT
UZUNER

Ars.Gor.Pinar BAHSI
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Imzasi:

Tarih:

Onam alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin
Adi- Soyada:

Imzas::

Gorevi:

Tarih:
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