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OZET

Kartal N. Hipotonik Bebeklerde Floresan In Situ Hibridizasyon Yontemiyle Prader
Willi Sendromunun Arastirilmasi

Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul. 2012.

Yenidogan doneminde ciddi hipotoniye yol agan genetik hastaliklar arasinda ilk
akla gelen sendromlardan birisi Prader-Willi sendromu (PWS)’dur. PWS neonatal
hipotoni yani sira, beslenme giicliigii, karakteristik kraniofasial goriiniim ve
hipogonadizm ile karakterize, siit cocugu déoneminde ve erken ¢cocukluk déneminde ise
motor mental gelisme geriligi ve morbid obesitenin eslik ettigi bir sendromdur. PWS,
paternal kaynakli kromozomun 15g11.2-q13 boélgesinin ifade eksikliginden kaynaklanir;
olgularin  %75‘nde paternal 15q11-g13 mikrodelesyonu, %?22’sinde maternal
uniparental dizomi, %3’linde sporadik ya da imprinting merkezinin mikrodelesyonu

Saptanir.

Bu caligmada 0-2 yas arast hipotonik bebeklerde PWS sikliginin saptanmasi
amaciyla 15911-13 bolgesindeki mikrodelesyonun varligi arastirildi. PWS sendromuna
yol agan delesyon biyikligi 3-4 Mb olup konvansiyonel sitogenetik yontemle
gortintiilemeyecek bir mikrodelesyon oldugu i¢in tamisinda Floresan In  Situ
Hibridizasyon (FISH) yontemi kullanilmigtir. Hasta grubu olarak secilen 47 bebege
once kromozom analizi yapildi, sonra 15911-q13 gen boélgesinin lokus spesifik probu
olan Prader Willi/Angelman (SNRPN) probu kullanilarak FISH yontemi uygulandi.
Hastalarin besinde 150911-13 bolgesinde delesyon saptandi. Sonug olarak 47 hipotonik
bebekte yaptigimiz bu calismada, PWS'nun yaklasik olarak %10.6 oraninda goriildiigi
tespit edilmistir. PWS’nun erken tanis1 yasamin ileri donemlerinde olusabilecek mental
retardasyon, obezite, hipogonadizm ve davranis sorunlarinin takibi ve tedavisi igin
onemlidir. Bu sayede ailelere erken donemde dogru genetik danigsma verilebilecek ve
ilgili kliniklere yonlendirilebileceklerdir.

Anahtar Kelimeler: Prader-Willi sendromu, Hipotonik bebek, FISH, Genomik
imprinting, Hipotoni

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 12133
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ABSTRACT

Kartal N. Research for Prader Willi Syndrome in hypotonic Infants by Fluorescent In
Situ Hybridization

Istanbul University, Institute of Health Science, Genetics Common Programme.
Istanbul. 2012.

Prader-Willi syndrome (PWS) is one of the leading causes of the severe
hypotonia in the neonatal period. In addition to neonatal hypotonia, PWS is
characterized by feeding difficulties, hypogonadism, typical craniofacial appearance,
and is associated with mental retardation and morbid obesity during infancy and early
childhood. PWS is caused by the lack of expression of paternally derived chromosome
15g11.2-q13 including paternal microdeletion 15911-g13 in %75 of cases, maternal
uniparental disomy in %22 of cases or imprinting center sporadic microdeletion in % 3

of cases.

In this study, the presence of a microdeletion in 15g11-13 was investigated in
order to determine the incidence of PWS in hypotonic infants between the ages of 0-2.
Since 3-4 Mb size of deletions, which cannot determine by conventional cytogenetic
method, cause PWS syndrome Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) method was
used for the diagnosis. After chromosome analysis of 47 infants who were selected as
the study group, 15g911-q13 gene region locus-specific probe, the Prader Willi /
Angelman (SNRPN) probe, was performed using FISH method. 15g11-13 deletion was
detected in five patients. As a result, in this study PWS was found in %10.6 of the 47
hypotonic infants. Early diagnosis of PWS is important for management and treatment
of the mental retardation, obesity, hypogonadism, and behavioral problems that may
occur in later stages of life. Thus, families may be refered to related clinics and guided
by appropriate genetic counseling in very early periods.

Key Words: Prader-Willi syndrome, Hypotonic infant, FISH, Genomic imprinting,
Hypotonia

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 12133



1. GIRIS VE AMAC

Prader-Willi sendromu (PWS) neonatal donemde santral hipotoni, beslenme
giicliigii, karakteristik kraniyofasiyal goriinim ve hipogonadizm ile karakterize, siit
cocuklugu doneminde ve erken ¢ocukluk doneminde ise biiylime, gelisme geriligi ve

obezitenin eslik ettigi, nadir goriilen bir sendromdur (1,2).

Prader Willi sendromuna yol agan gen 15ql11.2°de lokalize olan genlerden
MRNA islenmesinde rol oynayan bir riboniikleoprotein (small ribonucleoprotein
N=SNRPN) genidir. Bu gen babadan gelen kromozom fizerinde ekprese olur, anneden
gelen kromozom tizerinde ise imprintinge ugramistir (baskilanmistir). PWS genomik
imprintingin en iyi bilinen 6rnegidir. Genomik imprinting, genetik materyalin anneden
veya babadan kalitilmis olmasina bagli olarak farkli ekspresyonudur. Bir kromozomun
ya da kromozom parcasinin iki kopyasida bir ebeveynden alinip diger ebeveyne ait
kopyanin bulunmamasi durumuna uniparental dizomi (UPD) denir (3). PWS ya paternal
kromozomun ilgili bolgesinde delesyon ya da maternal uniparental dizomi varliginda
ortaya ¢ikar. Olgularin %75‘inde paternal 15911-g13 delesyonu, %?22'sinde maternal
uniparental dizomi, %3’iinde sporadik ya da kalitsal imprinting merkezi (IC) hatalari,
%1’inden azinda ise paternal kromozomda translokasyonu saptanir (4). PWS bu bir kag
genetik mekanizma nedeniyle olusan paternal kromozomdaki 15g11.2-q13 PWS/AS
bolgesinin ifade eksikliginden kaynaklanir (5).

Prader Willi sendromu yenidogan doneminde goriilen hipotoninin en sik
nedenleri arasinda yer almaktadir (6). Ozellikle yenidogan ddéneminde ndromuskiiler
incelemelerin normal olmasina ragmen santral hipotonisitenin bulunmasi, beslenme
giicligii ile kilo aliminda yetersizlik PWS icin en 6nemli klinik tani kriterleridir.
PWS'nun yenidogan donemde esas olarak hipotoni ile seyretmesi, tipik Kklinik
bulgularin yasamin daha ileri doneminde (7-30 ay aras1) ortaya ¢ikmasi nedeniyle tanisi
zordur, yeterli fizik baki yapilmazsa kolaylikla atlanilabilir (7). Italya’da yapilan bir
calismada PWS’nun klinik tanisinin konuldugu ortalama yas 7,4 ay; genetik olarak

taninin dogrulandigi ortalama yas 11 ay olarak bildirilmistir (8).

Prader Willi sendromlu olgularin %70’inde paternal kalitilan 15 nolu
kromozomun ql1.2 boélgesinde goriilen delesyonun boyutu 3-4 Mb’dir. Bu

mikrodelesyonun standart sitogenetik yontemle yapilan kromozom analizi ile



gosterilmesi zordur. Bu nedenle Kklinik olarak PWS diisiiniilen hastalarin tanisinda 1-3
Mb’lik kromozomal yeniden diizenlenmelerin tanimlandigi Floresan In  Situ
Hibridizasyon (FISH) analizi ile genetik tan1 konulur. FISH teknigi genomda istenilen
hedef DNA bolgesinin floresan veren DNA veya RNA problari ile boyanarak in situ
olarak gdzlenmesine imkan taniyan molekiiler sitogenetik bir yontemdir. interfaz hiicre

cekirdeginin ve metafaz kromozomlarinin degerlendirilmesini olanak saglar (9).

Bu calismanin amac1 0-2 yas arasindaki hipotonik bebeklerde, FISH yontemi ile
15q911.2 bolgesindeki mikrodelesyon varligini arastirarak PWS sikligini saptamaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Hipotonik Bebek

Hipotoni, eklemlerin pasif hareketlerine karsi kasin gosterdigi direngte azalma
olup; hipotonik bebek ise siit c¢ocuklarinda degisik nedenlere bagli gelisebilen
hipotoniyi tanimlamak i¢in kullanilan genel bir terimdir. Kas tonusu, santral ve periferik
sinir sistemleri tarafindan kontrol edilen bir refleks aktivite ile olusturulur. Ancak,
tendon, eklem ve kaslarin fiziksel ozellikleri ve birbirleriyle anatomik iligkileri de
tonusu belirgin odlgiilerde etkilemektedir. Bu yapilarin degisik nedenlere bagl gelisen
bozuklukluklar1 hipotoniye yol agarak hipotonik bebek basligi altinda heterojen bir grup
olustururlar (6,10-12).

Hipotoniye yol agan hastaliklar genel olarak iki ana gruba ayrilir:

1) Belirgin kas giligsiizliigliniin eslik etmedigi nonparalitik grup (Santral

hipotoni)

2) Kas gligstizliigiiniin klinik tabloya hakim oldugu paralitik grup (Periferik
hipotoni)

Ancak bazi multisistemik hastaliklarda hem santral sinir sistemi hem de

periferik yapilar tutularak hipotoni gelisebilir.

Hipotoni ve kas giigsiizliigii birbirinden ayirt edilmesi gereken bulgulardir. Fakat
genellikle birlikte goriiliirler (13). Hipotoni; beyin, spinal kord, periferik sinirler ve
kaslarin hastaligina bagli olarak norolojik disfonksiyon sonucu ortaya ¢ikan bir
semptomdur (14). Hipotonide, adalenin kasilmaya baslamasinda bir yavaslik vardir.
Uyarilar karsisinda kasilma cevabi hem ¢ok yavas olur hem de normal adalenin

stiresinden daha kisa siirer. Diisiik tonuslu adale tam kasilamadan gevseme moduna

geger.



2.2 Hipotoniye Yol A¢an Hastahklar
Santral hipotoninin bulundugu durumlar Tablo 2.1'de; periferik hipotoninin
bulundugu durumlar Tablo 2.2'de; santral ve periferik hipotoninin bir arada bulundugu

durumlar ise Tablo 2.3'de gosterilmektedir.

Tablo 2.1: Santral Hipotoninin Bulundugu Durumlar:

1. Akut Ensefalopatiler

e Dogum Travmasi
e Hipoksik iskemik Ensefalopati

e Hipoglisemi
2. Kronik Ensefalopatiler

e Serebral Malformasyonlar

e Dogumsal Metabolik Bozukluklar (Mukopolisakkoridoz, Aminoasidiiri, Organik
Asidiiri, Lipidoz, Glikojen Depo Hastaliklari, Menkes Sendromu)

e Peroksizomal Hastaliklar (Neonatal Adrenolokodistrofi, Zelweger Sendromu)

e Kromozomal Hastaliklar (PWS, trizomi 21)

e Tek gen Hastaliklar1 (Familyal Disotomi, Lowe Sendromu)

e Hipotiroidi

e Rasitizm, Renal Tiibiiler Asidoz
3. Bag Dokusu Hastaliklar1

e Konjenital Ligament Hastaliklar1
e Ehlers-Danlos Sendromu
e Osteogenesis Imperfekta

e Bening Konjenital Hipotoni



Tablo 2.2: Periferik Hipotoninin Bulundugu Durumlar:

1. Spinal Miiskiiler Atrofi
2. Paralitik Poliomyelit

3. Noropatiler

e Herediter Motor-Sensori Noropati
e Konjenital Hipomiyelinizan N6ropati

e Akut Demiyelinizan Polindropati
4. Noromiiskiiler Kavsak Hastaliklari

e Botulizm
e Gegici Neonatal Miyastenia
e Otoimmiin Miyastenia

e Konjenital Miyastenik Sendromlar
5. Kas hastaliklar:

e Konjenital Miyopatiler (Nemalin Red Miyopati, Miyotiibiiler Miyopati, Santral
Kor Hastalig1)

e Konjenital Miiskiiler Distrofiler (Walker Warburg, Fukuyama, Kas-Goz-Beyin
Hastalig1, Merozin Pozitif KMD)

e Konjenital Miyotonik Distrofi

e Metabolik Miyopatiler (Asit Maltaz Eksikligi, Fosforilaz Eksikligi,
Mitokondriyal Miyopati)

e Endokrin Miyopatiler (Hipotiroidizm)



Tablo 2.3: Santral ve Periferik Hipotoninin Bir Arada Bulundugu Durumlar:

e Familyal Disotomi

e Hipoksik Iskemik Ensefalopati

e Infantil Noroaksonel Dejenerasyon

e Lipid Depo Hastaliklari

e Lizozomal Hastaliklar

e Mitokandriyal Hastaliklar

e Ikincil Prenatal Asfiksiye Bagli Motor Hastaliklar (15).

2.3 Tam Ve Ayirict Tam

2.3.1 Fizik Muayene

Hipotonik bebeklerde ayrmtili dykii alinmasi énerilmektedir. Oykiide éncelikle
aile agac1 ¢ikartilmali ve prenatal risk faktorleri (annenin ila¢ almasi, teratojen maddeye
maruz kalma, makat gelisi, fetal hareketlerin azligi, polihidramniyos, annenin diyabet
ve epilepsi gibi kronik hastalig1) sorgulanmalidir. Ozellikle anne yasi, akrabalik
durumu, ailede ndromiiskiiler hastalik ve kardes hikayesi sorulmalidir. Ayrica dogum
travmasi, dogum anoksisi, diisik APGAR skoru ve hipotoninin baslangi¢ zaman1 not

edilmelidir (16).

Fizik muayenede hipotonik bebeklerin ¢ogu bacaklarini abdiiksiyon ve eksternal
rotasyonda, kollarini gevsek ekstansiyon pozisyonunda tutarlar. Kollardan tutularak
bebek traksiyona getirildiginde kafa belirgin olarak arkaya diiser (Hipotonik bebek
Resim 1'de gosterilmektedir). Anormal postiir, pasif hareketlere karsi direncin azalmasi,
eklemlerde artmis hareket serbestligi mevcuttur. Miyopatik yliz goriiniimii hipotonik

bebeklerin cogunda goriiliir (14,17).

Bas kontrolleri zayif veya yoktur. Aylar ilerledik¢e beklenen ince ve kaba motor
gelisim Ozelliklerinin geri kaldigi1 saptanir. Hipotonik bebeklerin hareket ve postiir;
letarji, zayif ligament ve eklem ve kuvvetsiz tendon refleksleri sorunlar1 da vardir.
Eklemleri destekleyen adalelerin kuvvetsizligi sonucu kalga, ¢ene ve boyun ¢ikiklarina
stk rastlanir. Baz1 hipotonik bebeklerin beslenme giigliigii ile uzun siire yutma ve
cigneme sorunlar1 olabilir. Konugsma ve solunum sorunlari hipotonik bebeklerde

goriilebilir (15).



Resim 2.1: Hipotonik Bebek Goriiniimii (Ellerin ve bacaklarin durusuna dikkat).

2.3.2 Laboratuvar Tam Yontemleri

Elektromyografi (EMG), 6zellikle norojenik tablolar1 miyopatik durumlardan
ayirarak yaklasim alanini daraltir. Bu incelemenin normal bulunmasi, bazi miyopatiler
disinda, ¢ogunlukla santral hipotoniyi, daha nadir olarak da metabolik, endokrin,
nutrisyonel bozukluklari veya konnektif doku hastaliklarin1 diistindiirmelidir (18).
Etyolojide ndromiiskiiler hastaliklarin yer aldig: diistintiliiyorsa, bazi hastaliklarda taniy:
dogrulamak i¢in kas biyopsisi yapilabilir. Biyopsi ile konjenital yapisal miyopatilerin,
miskiiler distrofilerin, glikojen depo hastaliklar1 gibi baz1 metabolik hastaliklarin, bazi
mitokondriyal hastaliklarin ve spinal miiskiiler atrofiyi destekleyen kronik denervasyon
bulgularinin tanisint koymak miimkiindiir (19). Ayrica norolojik muayene, beyin
goriintiilemesi, kromozom analizi ve molekiiler genetik testler de en yararli tanisal

girisimlerdir (20).



2.3.3 Ayiricl Tani

Ayirict tanida; Oncelikle hipotoninin santral ya da periferal hangi sistemlerin
tutulumuna baglh gelistigi saptanip daha sonra hastaliklara 6zgii ayirt ettirici klinik

belirti ve bulgularin aranmasina dayanan sistematik bir yaklagim uygulanmalidir.

Santral hipotonide akut donem diginda genellikle belirgin gii¢siizliik gézlenmez.
Hipotoni ile birlikte kas giiciiniin korunmasi ve artmis refleksler santral kaynakli
hipotoniyi, yercekimine karsi koyan kaslarda giicsiizliik, reflekslerin azalmasi veya
alinamamast noromiskiiler hastaliklar1 disiindiirmelidir (16). Periferik kaynakli
hipotonilerde, tendon refleksleri azalmis veya kaybolmustur, postural refleks
hareketlerde yetersizlik, fasikiilasyonlar ve kas atrofileri goriilebilir. Diger organlara ait
anormalliklere genellikle rastlanmaz. Dismorfik goriiniim, organ malformasyonlari,
diger beyin fonksiyonlarinda bozukluklar yaninda normal veya canli derin tendon
refleksleri santral kdkenli hipotoni lehinedir. Ayrica, infantil noéronal dejenerasyon, lipid
depo hastaliklar1 veya mitokondrial bozukluk gibi durumlarda santral ve periferik
hipotoni bir arada bulunabilir. Konjenital malformasyonlar, deformiteler ve
kraniyofasiyal dismorfik bulgularin varlig1 genetik kokenli sendromik hastaliklar: akla
getirmelidir (18). Periferik nedenli hipotoniler ise genelde 6n boynuz, periferik sinir,

noromiyal baglant1 ve kas hastaliklar1 kaynaklidir.

Noromiiskiiler hastaliklarda yiiksek damak, depo hastaliklarinda biiyiik dil ve 6n
boynuz motor noron hastaliklarinda dilde fasikiilasyon goriilebilir. G6z muayenesinde
pitozis ve eksternal oftalmopleji miyastenik sendromlari, katarakt veya pigmenter
retinopati peroksizomal bozukluklari, lens dislokasyonu ise Lowe sendromu veya
molibden kofaktor eksikligini diislindiirebilir. Meme baslarinin ayrik olmasi lipodistrofi
veya konjenital glikozilasyon defektlerini akla getirmelidir. Eklemlerlerde hareket
kisitlilig1 veya kontraktiirlerin varlig1 artrogripozis olarak tanimlanmakta olup norojenik
veya miyopatik bozukluklarda birlikte goriilebilmektedir. Viseral organlarda biiylime
depo hastaliklarini, renal kistlerin varligi peroksizomal bozukluklar akla getirmelidir
(16).



Cocukluk caginda MSS bozukluklarinda {ist motor noéron hastaliklari, kas
tonusunda hem artis hem de azalma seklinde karsimiza ¢ikmakta iken, alt motor néronu
etkileyen hastaliklar, hipotoni ve gii¢siizliikle kendilerini gosterirler. Bu nedenle
norolojik hastaliklarin en sik goriilen semptomlarindan birisi hipotonidir. Bir yasindan
kiigiik c¢ocuk grubunda; hipotoni, %80 oraninda MSS hastaliklarindan
kaynaklanmaktadir (21).

Hipotoni, minor veya major malformasyonlarla ve mental retardasyon ile
birlikte oldugu zaman otozomal kromozom anormallikleri akla gelmelidir. Aralarinda
klinik farkliliklar bulunan degisik kromozom anormallikleri ve sendromlarda atipik yiiz
gbriinimili, el ve ayakta dismorfik bulgular veya diger organ malformasyonlari
bulunabilir. Ancak bunlar arasinda hipogonadizm, inmemis testis, biiylime geriligi ve
daralmig bifrontal alin ¢api, badem goz, kiigiik el ve ayaklar gibi bulgularin eslik ettigi
Prader-Willi sendromunda yenidogan doneminde gelisen belirgin hipotoni dikkat
cekicidir. Beslenme giicliigli de hipotoniye eslik edebilir ve zamanla kas tonusu
normallesir. Hastaligin daha ileri donemlerinde gelisen bastirilamayan aglik hissi
obeziteye yol agar. Tipik bulgularin ortaya ¢ikist gecikebilecegi i¢in, aydinlatilamamis
santral hipotonili vakalarda Prader-Willi Sendromu’nun arastirilmasi Onerilmektedir
(17).

2.4 Prader- Willi Sendromu

Prader-Willi sendromu (PWS) goriilme sikligi 15000-25000 canli dogumda
birdir. Cins ve wrk ayrimi olmaksizin kromozom 15g11-g13 bolgesindeki delesyon
nedeniyle sporodik olusan bir multisistem hastaligidir (8). PWS tanisinin erken
donemde konulamamasi nedeniyle bu sikligin gercekte daha da yiiksek oldugu

distiniilmektedir.

PWS ilk olarak 1887 yilinda Langdon Down adli bilim adami tarafindan
tanimlanan kromozom bozuklugudur. 1956 yilinda; Prader, Labhart ve Willi aym
bulgular1 (mental reterdasyon, obezite, hipogonadizm ve hipomentia) olan hastalarda bir
dizi teshisle PWS tanimlamiglardir (22). PWS adin1 1956 yilinda sendromu tarifleyen ii¢
hekimden almaktadir (Prader, Labhart ve Willi).
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2.4.1. Tam Kriterleri

PWS’ nun klasik neonatal bulgulari santral hipotoni, derin tendon reflekslerinde
azalma, beslenme giicliigii, zayif aglama, fetal hareketlerde azalma ve karakteristik yiiz
bulgularindan olusur. Tam kriterleri (Tablo 2.4 ve 2.5) 1993 yilinda Holm ve ark. (1)

tarafindan belirlenmistir.

Tablo 2.4: PWS’nun Major Tam Kriterleri

e Infantil santral hipotoni

e Karakteristik yiiz bulgular1 (dolikosefali, dar bifrontal ¢ap, badem goz, asagiya
dogru donmiis dudaklar, kiigiik agiz)

e Siit cocugu doneminde beslenme giicliigii

e Gelisme geriligi

e Hipogonadizm (erkeklerde skrotum hipoplazisi, inmemis testis, kii¢iik penis
veya testis; kizlarda labia mindr veya klitoris hipoplazisi)

e Hiperfaji

e 1-6 yas arasinda hizli kilo alimi

Tablo 2.5: PWS’nun Minor Tam Kriterleri

e Intrauterin dénemde azalmis fetal hareketler ve letarji
e Esotropia, miyop

e Kiigiik el ve ayak

e Boy kisalig1 (Aile fertleri ile karsilastirildiginda)

e Hipopigmentasyon

e Uyku bozuklugu veya apne

e Artikulasyon kusuru

e Viskoz sekresyon

e Davranis problemleri

PWS tams1 icin major kriterler 1 puan, minor kriterler 0,5 puan olarak
puanlandirilmis ve yenidogan donemi ile 3 yas arasinda dordii major kriterlerden
olmak iizere 5 puan ve iizeri; 3 yas ile adolesan donemi arasinda ise besi major
kriterlerden olmak iizere 8 puan iizerindeki skorlar tam1 koydurucu olarak kabul

edilmistir.
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Destekleyen kriterler ise; yiiksek agr1 esigi, noromuskiiler ¢alismalarin normal
olmasi, osteoporoz, erken adrenars, skolyoz/kifoz gibi ortopedik anormallikler ve
termoregiilasyon kusurlar1 olarak eklenmistir (7). Augton ve Cassidy (23) neonatal
PWS’da bu bulgulara ek olarak orantisiz bas biiylikliigli, 1liml1 mikrognati ve gingiva

anormalliklerinin de eslik edebilecegini bildirmistir.

PWS iki dénemli bir hastaliktir. Infantil hipotonik dénem ve sonrasindaki
obezite donemidir. Whitman ve Accardo tarafindan belirli davranigsal 6zelliklere sahip

olan adolesan donemi tiglincii donem olarak tanimlanmustir (24).

2.5 PWS Klinigine Genel Bakis

2.5.1 Hipotoni ve Anormal Noérolojik Fonksiyon

Prenatal baglangicli hipotoni fetal hareket azligi, anormal fetal pozisyon ve
sezaryen gerektiren zor dogumlara yol agabilir. Bebeklikte spontan uyarilma azligi ile
birlikte uyusukluk, hareket azlig1, zayif aglama ve erken donemde beslenme giicliigii ile
yetersiz kilo alimina neden olan emme giicliigii goriilebilir. Hipotoni santral kokenli
olup; hafif-orta derecede yasam boyunca devam etmektedir. Derin tendon refleksi
genellikle korunmustur (2,25).

2.5.2 Hipogonadizm

Erkeklerde penis kiiciik olabilir ama en karakteristik 6zellik hipoplastik kiigiik
skrotumdur. Olgularin  %80-90"'nda tek veya ¢ift tarafli inmemis testis mevcuttur.
Testislerde ergenlige kadar spontan inis gozlenmistir. Erkeklerde kotii ses degisimi,
seyrek sakal ve viicut killar1 vardir. Kasik ve koltukalt: tiiyleri erken ya da normal

olarak geligebilir. Pubertal gelisimin kalan1 gecikir ve genellikle eksiktir.

Kadinlarda labia (majora ve minora) ve klitoris genellikle hipoplaziktir. Erken
adrenars yaklasik hastalarin %15-20’de saptanir. Meme gelisimi genellikle normal yasta

baglar ancak amenore veya oligomenore vardir.

Her iki cinsiyette, cinsel aktivite azalmistir ve infertil olduklar1 tahmin edilir.
Kadinlarda her ne kadar nadir olsa da birka¢ {ireme Ornegi bildirilmistir (26).
Hipogonadizm hipotalamik kokenlidir ve genellikle gonadotropinler, &strojen ve
testosteron eksiktir (2). Hipotolamik disfonksiyonun PWS‘nin birgok &zelliginden

sorumlu oldugu diistiniilmektedir (27).
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2.5.3 Hiperfaji ve Obezite

Hiperfaji hipotalamik bozukluk sonucu ortaya ¢ikan tokluk hissi eksikligidir.
Hiperfaji ve obezite genellikle 1-6 yas arasinda baslar. Yiyecek istifleme, yiyecek arama
davranisi, ¢ekici gida 6gelerini yeme, yenmeyecek seyleri yeme ve yiyecek almak igin
para ¢almak veya yiyecek calmak yaygindir. Mide bosalmasi gecikir. Gida alimi
disaridan kontrol edilmezse, bu davranislarla birlikte diisiik metabolizma hiz1 ile ve
aktivite azlig1 santral obezite ile sonuglanabilir. Bu nedenle toplam kalori alimi

azaltilmalidir (28).

PWS en sik goriilen genetik obezite sendromlarindan birisidir. Ghrelin hormonu
seviyeleri, zayif ve obez kontrol gruplarina gore 3-4 kat daha yiiksek bulunmustur (29).
Viicut kompozisyonu incelendiginde bu cocuklarda yag orani yiiksek, kas kitlesi ise
distiktiir. Kas kitlesi yasla daha da diiser (30). Obezite santral dagilimlidir. Asir1 kilolu

olmayan olgularda bile yag karin, kal¢a ve uylukta toplanmaya egilimlidir (2).
2.5.4 Biiyiime

[lk yillarda biiyiime 3 persantilde iken kizlarda 10 yasina, erkeklerde 12 yasina
kadar boy 10 persantil civarindadir. Bundan sonra biiyliime yavaslar (30). PWS biiyiime
egrilerinde boy 12-14 yaglarda 5 persantilin altina inerken, tart1 95 persantil civarindadir
(31). Ortalama nihai boy erkekte 155, kadinda 148 santimetredir (2,25).

Farmakolojik ve fizyolojik testlerde biiyiime hormonu diizeyleri ve IGF-I
diizeyleri dusiiktiir. PWS’de goriilen boy kisaligmin bugiin biiylime hormonu

eksikligine bagli oldugu kabul edilmektedir (30).
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2.5.5 Karakteristik Yiiz Bulgular

Dar bifrontal ¢ap, badem seklinde palpebral fissiir, dar burun kopriisii, asagi
dontik agi1z koseleri ile ince iist dudaktir. Dogumda belirgin olmayabilir ve yavas yavas
zaman i¢inde gelismeye baslar (2). Karakteristik yiiz goriiniimii Resim 2.2 'de
gosterilmektedir. Sag, gbz ve deride tirozinaz pozitif albinizmden kaynaklanan
hipopigmentasyon PWS’ 1i bireylerin yaklasik {i¢te birinde goriiliir. Ciinkii tirozinaz
veya melanin tiretimi i¢in gerekli diger enzimlerin aktivitesini kontrol eden gen(ler) 15
q tizerinde yer almaktadir (32). Sasilik %60-70, kalca displazisi yaklasik %10 oraninda
goriilmektedir (33). Skolyoz %40-80 oraninda mevcut olup baslangi¢ yasi ve siddeti
degisir.

Resim 2.2: Prader Willi Sendromu Olan Bir Cocuk (34)

2.5.6 Gelisimsel ve Bilissel Gecikmeler
Gecikmis motor gelisimi PWS’ lu ¢ocuklarin %690-100°1n da mevcuttur. Kaba
motor ve dil kilometre taslar1 gecikmelidir. Entelektiiel yetersizlikleri cocuk okul ¢agina

ulastig1 zaman genellikle belirgindir.

Olgularin ¢ogu hafif derecede mental retardedir (IQ ortalamasi 60-70). Bunlarin
yaklasik %40°’1 sinirda mental retarde ya da diisiik-normal zekaya sahiptir. %20’si ise
orta derecede mental retardedir (35). Olgiilen IQ*dan bagimsiz olarak PWS’li kisilerde
ciddi 6grenme gicliigii vardir ve bu kisilerin zihinsel yeteneklerine gore akademik

performanslar1 zayiftir. Ayrica artikiilasyonlarinin zayif oldugu bildirilmistir (25).
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2.5.7 Davramssal Sorunlar

Karakteristik bir davranis profili olur. Erken ¢ocukluk déneminde, 6tke
nobetleri, inat¢1 obsesif-kompiilsif 6zellikler, kontrol ve manipiilatif davranislar,
rutindeki degisimde zorlanma PWS’li bireylerin %70-90’1nda ortaya ¢ikmaktadir (36).
Yalan sdyleme, ¢alma ve saldirgan davranislar sik goriiliir. Davranigsal ve psikiyatrik

sorunlar yasam kalitesini en ¢ok yetiskinlik doneminde etKkiler.

2.5.8 Uyku Sorunlari

PWS’li cocuklarda uykuda solunum bozuklugu, santral ve obstriiktif uyku
apnesi, anormal uyarilma, REM uykusunda anormal sirkadiyen ritim, REM gecikme
stiresinde azalma, hiperkapniye anormal yanitin yani sira giindiiz saatlerinde asir1 uyku
hali (37,38) ve uyku apnesine sik rastlanir. Solunum kaslarinin yetersizligi ve farinks

darlig1 solunum bozukluklarinin nedenidir (30).

2.5.9 Norogoriintiileme Sonuclari

Bir caligmada 3 ay-39 yas arasinda 20 PWS’li hastanin kranial goriintiileri
incelenmis; hastalarin hepsinde ventrikiilomegali, %50’sinde beyinin oksipital parietal
lob dokusunda hacim azalmasi, %60’inda Sylvan fissiir polymicrogyria rapor edilmistir
(39). 91 PWS’li bireyin beyin MRG’leri ile yapilan bir calismada ise %67 oraninda bazi
nororadyolojik degisimler tespit edilmistir (40).

2.5.10 Mortalite
PWS’daki 6liim oranm1 epidemiyolojik olarak baska nedenlerden dolay1 zihinsel
engeli bulunan kontrol grubuna goére daha yiiksektir (41). Niifus incelemesine gore,

6liim orani yilda %3 olarak tahmin edilmistir (42).

Cesitli merkezlerde 6len PWS li bireyler iki seri olarak rapor edilmistir (43).
Cocuklarda en sik goriilen 6liim nedenleri solunum yolu ve diger atesli hastaliklar olup;
yetigskinlerde en sik obezite ile iligkili kalp-damar sorunlari, gastrik nedenler veya uyku

apnesi gorilmiistiir.

2.5.11 Eslik Eden Hastaliklar
Obezite kaynakli morbidite ve mortalite komplikasyonlari; kardiyorespiratuvar
yetmezlik, obstriiktif uyku apne sendromu, tromboflebit, ve kronik bacak édemidir (25).

Obez yetiskinlerin %25'inde tip 11 diabetes mellitus (NIDDM) (42) saptanmustir.
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2.6 PWS’nun Genetigi

Prader-Willi Sendromu ve Angelman Sendromu genomik imprinting ile ilk
tanimlanan insan hastaliklaridir (44). PWS babadan gelen 15q11-q13 kromozomun
tizerindeki genlerin ifade eksikliginden kaynaklanmaktadir (45). Bu bolgede PWS i¢in
aday genler imprintinge ugrar Ve anneden kalitilan kromozomda susturulur. Paternal
alleller kusurlu oldugu durumda PWS ortaya ¢ikar. Olgularin %75 ‘inde paternal
15911-q13 delesyonu , %22’sinde maternal uniparental dizomi, %3’tinde sporadik ya da
imprinting merkezinin (1C) kalitsal mikrodelesyonu nedeniyle imprinting hatalari,
%1’inden azinda ise paternal kromozomda bir translokasyon vardir (4). Genel olusum

sekilleri Sekil 2.1'de gdsterilmistir.
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Sekil 2.1: PWS Olusum Sekilleri

PWS’li olgularin %70’inde paternal kalitilan 15 nolu kromozomun q11.2
bolgesinde 3-4 Mb’lik delesyon vardir. Olgularin az bir kisminda ise 20-100 Kb’lik ¢ok
kiiglik delesyonlara rastlanmaktadir (46).
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2.6.1 15q11-g13 Mikrodelesyonu

Hawlkey ve Smithies (47) 1976 yilinda, 15 numarali kromozomdaki
translokasyonlarin bazi hastalarda PWS nedeni olabilecegini ileri siirmiislerdir. 1981
yilinda ise Ledbetter ve ark. (48) paternal 15 numarali kromozomun kisa kolunu iceren
sitogenetik delesyonlar tespit ettiler. Daha sonraki yillarda 15q11-13 gen bolgesi igin
spesifik DNA problar1 izole edilmis ve fiziksel olarak ilgili alani eslestirmek icin
kullanilir olmustur. 1992-93 yillarinda; PWS ve AS igin kritik bolge ve problari,
floresan in situ hibridizasyon kullanimi1 ve yapay maya kromozom klonlar

tanimlanmistir (49).

PWS’ndaki delesyon i¢in minimum bdélgenin D15S13 ve D15S10 lokuslari
arasmda yer aldif1 ve lokus D15S63 igerdigi gosterilmistir (49). Ozgelik ve ark. (50)
D15S13 ve DI5S10 arasindaki PWS i¢in kritik bolgesinin  kiigiik niiklear

riboniikleoprotein polipeptidini kodlayan bir genle eslenmis oldugunu tespit etmislerdir.

Cassidy ve ark. (51) Prader-Willi sendromlu 81 bireyi incelemis ve babalarinin
yaklagik yarisinin konsepsiyon sirasinda hidrokarbonlara maruz kaldigr islerde
calistiklarini tespit etmislerdir. 15q delesyon muhtemel mayoz boliinmenin bir asamada

babanin gametlerin olusmaktadir.

Hastalik genellikle sporadik olarak olusur ama birkag ailesel olgu rapor
edilmistir. Bozuklugun ailesel bir temeli olmasi beklenen durumlarda baba ¢ok nadirde
olsa PWS i¢in kritik alanm1 kapsayan dengeli bir translokasyon tasir dengesiz

translokasyonu alan ¢ocuklart bu hastaliga sahiptir (52).

2.6.1.1 Kirilma Noktalar:

PWS bolgesinin karakteristik bilyiik paternal kaynakli delesyonununda delesyon
iki boyuttadir. iki proksimal kirilma noktas: (breakpoint-BP) BP1 ve BP2 bir de distalde
BP3 vardir. Klinikte FISH analizi bu iki delesyonu algilar ve onlar arasinda ayrim
yapamaz. iki proksimal kirilma noktasi arasindaki mesafe yaklasik 500 Kb dir.
BP2'den D15S10 kadar uzanan 2 Mb bolge oOncelikle PWS aday bolge olarak
tanimlanmistir (53). BP1 ve BP2 arasindaki bolgede CYFIP1, GCP5, NIPA1, NIPA2
genleri (Sekil 2.3'de delesyonlarin kirilma noktalar1 ve eksprese olan genler

gosterilmistir.) tespit edilmistir  ve davramig farkliliklart ile iligkili olduklar
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bulunmustur (54). Bu genlerin imprinted degildir. NIPA1 yaygin olarak merkezi sinir
sistemi ifade edilir.

Karakteristik paternal kaynakli delesyonun 15g11-q13 bolgesindeki proksimal
delesyon kirilma noktas1t MKRN3 gen lokusuna sentromerik iki biiyiik duplikondan
herhangi birinde bulunan iki bdlgeden birinde meydana geldigi bildirilmistir. Daha
biiytik olan tip 1 (T 1) delesyon sentromere yakindir ve mikrosatellit marker
D15S1035’in proksimalinde olan BP1’i igermektedir. Buna karsin daha kiiciik olan tip
Il (T 1) delesyon D15S1035’e daha yakin ancak distalinde olan BP2’i igermektedir.
BP3 15911-q13 bolgesinin telomerinde bulunmaktadir ve 2 delesyon alt grubu igin
ortaktir (55). Tip 1 ve Tip Il delesyon Sekil 2.2'de gosterilmektedir.

Delesyon boyutlari ilk tahminlere gore tip 1 i¢in 4 Mb, tip II i¢in 3,5 Mb olarak
tahmin edilmistir. Ancak, yiiksek ¢oziinirliklii aCGH kullanilarak yapilan bir
caligmada; tip | delesyonun boyutu 8.147-5.721 Mb arasinda degismekte ve yaygin
boyutun yaklasik 6.6 Mb olabilecegini gostermektedir. Tip Il delesyon ise 4.770-6,435
Mb arasinda bulunmustur yaygin boyutu yaklasik olarak 5,330 Mb’dir (55).
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Sekil 2.3: Delesyonlarin yaygin kirillma noktalar (56)

Maviler paternal eksprese olan genleri, kirmizilar ise maternal eksprese olan genleri gostermektedir.

2.6.2 Uniparental Dizomi

Uniparental dizomi (UPD), homolog kromozom c¢iftinin her ikisinin de bir
ebeveynden gelmesi ve diger ebeveynden gelmemesi seklindeki anormal bir durumdur
(57). UPD kavrami 1980 yilinda Eric Angel tarafindan tibbi genetikte kullanilmigtir
(58). 1987 yilinda ilk UPD vakasi kanitlanmis molekiiler genetik yontemlerle tespit

edilmistir.

Maternal UPD 19 (ve Y) ve paternal UPD‘de 4, 17, 18, 19 nolu kromozomlarda
hi¢ bildirilmemistir. 15, 11, 7, 14 ve 16 nolu kromozomlar UPD olusumana en sik dahil
olan kromozomlardir. 1, 2, 6 nolu kromozomlar orta derecede siklikla geri kalan

kromozomlar daha seyrek UPD olusumuna dahil olur (59).

PWS’nda maternal uniparentel dizomi ilk kez 1989 yilinda Nicholas ve ark. (60)
tarafindan rapor edildi. 1989 yilinda DNA problart kullanilarak yapilan ¢aligmalarda
bazt PWS’li deneklerde silinen kromozomun paternal orjinli oldugunu dogrulamistir
(49). Ancak karyotipik olarak normal bazi hastalarda her iki kromozomun maternal
kokenli (uniparental maternal dizomi) oldugunu buldular. Bazi durumlarda goriiniirde
her iki bozulmamis maternal kromozom (heterodizomi) mevcuttu ve diger durumda

ayni maternal kromozomun iki kopyasi (isodizomi) mevcuttur.

Dizomik yumurta ve monozomik sperm birlesir bunu takiben paternal 15 nolu
kromozom kaybolur. Dizomik yumurta ve nullizomik sperm birlesir, monozomik

yumurta ve nullizomik spermden olusan monozomik zigot olusumunu takiben maternal
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15 nolu kromozom kendini duplike eder veya postfertilizasyonda ayrilamama sonucu
trizomik ve monozomik hiicre dizileri olusur sonraki asamada monozomik dizi duplike

olur boylece UPD olusur (61). Bu olusum sekilleri Sekil 2.4'de gosterilmektedir.

UPD ile olusan PWS olgularinda genellikle 15 nolu kromozom i¢in maternal
heteredizomisi  goriilir ve g¢ogunlukla trizomik bir embriyonun postzigotik

diizeltilmesinin sonucu oldugu diistiniilmektedir (62).

Gametlk
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Sekil 2.4: Uniparental Dizomi Olusum Mekanizmalari (63)
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2.6.3. Genomik Imprinting

Genomik imprinting, belirli bir genin ifadesinin ebeveyne bagli olarak
degismesidir. Normalde anne ve babadan gelen allellerde ifade farkliliklar1 bulunmakta
ve sadece bir allel ifade edilmektedir (64). Genomik imprinting hem maternal hem de

paternal allel varoldugunda olusur. Bir allel ekspresse olurken digeri inaktif kalir.

Maternal ve paternal genomlarin bazi bolgeleri islevsel olarak esit degillerdir.
Boyle bolgelerdeki gen lokuslari, parental kokenlerine gore aktivite farkliliklar
gosterebilirler. Bu nedenle bazi genler icin anne ve babaya ait genomlar embriyonun
gelismesine farkli sekillerde katkida bulunurlar (56). Genom iizerinde maternal ve
paternal katkinin esit olmadigr ilk kez 1984'te bagimsiz iki grup tarafindan niiklear

transfer ¢aligmalari ile gosterilmistir (65).

Genomik imprinting paternal ya da maternal kokenli bir gen lokusunu
kapsayabilir. Muhtemelen partenogenezi (kendi kendini délleyebilme) onleyen bir
mekanizma oldugu diisiiniilmektedir (56). Imprinted genlerde, DNA metilasyonunun
kayb1 ya da kazanimi sonucu allele-6zgiil gen ekspresyon profili bozularak hastaliklar
meydana gelmektedir (64). imprinte edilmis genler ana-babasal allelerin her birine
spesifik metilasyon paternleri ile karakterize edilmistir. Imprinted genlerin biiyiik
cogunlugunun biiyiime ve davranislarla iliskili oldugu gosterilmistir. Bu genler
cogunlukla beyinde ifade olmakta, bu nedenle fenotipte siklikla zeka geriligi
goriilmektedir (66).

Imprint genlerin, memeli genomunun yalmzca %0,1-1'ini olusturduklari
diistiniilmektedir. Kromozom parental orjinine gore isaretlenir. Bunun iki alelin
birbirinden fiziksel olarak farkli boéliimlerde bulundugu bir donemde (gametogenez ya
da zigotta ¢ekirdek birlesmesi Oncesinde) kazanilan bir 6zellik oldugu Ongoriiliir.
Parental orjine 6zgii isaret hiicre bdliinmelerinde ve farklilasma siirecinde korunur ve
stirdiiriiliir. Bu isaret transkripsiyonu gergeklestiren hiicresel birimler tarafindan taninir
ve boylece monoallelik ekspresyon saglanir. Germ hiicrelerinde silinerek yeniden uygun

sekilde diizenlenir (66). Bu mekanizma Sekil 2.5'de gosterilmektedir.
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Sekil 2.5: Gametogenez Sirasinda imprinting Olusumu

CpG metilasyonunun imprinting mekanizmasi i¢in en gii¢li aday oldugu
diisiiniilmektedir. Imprint genler genellikle kiimeler seklinde yerlesir ve birlikte kontrol
edilirler (67). Bu kontrol imprinting merkezleri ile saglanmaktadir (68).

DNA metilasyonu en ¢ok calisilan epigenetik mekanizma olup, gen ifadesinin
baskilanmasini saglamakta, embriyonik gelisim, transkripsiyon, kromatin yapisi, X-
kromozomun inaktivasyonu, genomik imprintingin diizenlenmesi ve kromatin
kararliliginin korunmasinda fonksiyon gostermektedir (69). DNA metilasyonu, DNA
metil transferaz (DNMT) enzimleri tarafindan katalizlenmekte ve DNA genellikle CpG
bolgelerindeki  sitozinden metillenmektedir. Genomda tekrar dizilerinin ve
transpozonlarin bulundugu heterokromatinin CpG bdlgelerinde metilasyon oraninin
yiiksek oldugu goriilmekte bu sayede transkripsiyon baskilanmakta ve transpozonlarin
genom icerisindeki hareketi engellenerek kromozomun kararli halde kalmasi
saglanmaktadir (64).

Birgok oOkaryotik organizmanin DNA’si, metil gruplarinin enzim (DNA
metiltransferaz) aracilifiyla bazlara eklenmesiyle replikasyondan sonra degistirilir.
Metillenme, DNA’daki CG giftleri halinde bulunan sitozinlerden ve genellikle de her iki

zincirde birden olur. Metilasyon, DNA dizisindeki guaninin oOniinde yerlesmis
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sitozinlerin (CpG) 5. konumundaki karbonuna metil grubu baglanmas: ile
gerceklesmekte ve bolgesel hipermetilasyon, promotor bolgede (gen ifadesini baslatan
bolge) bulunan CpG adaciklarini etkileyerek genin aktivitesini durdurmaktadir. Sekil

2.6’da DNA metilasyonu gosterilmektedir (70).
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2.6.4 15q11-q13 Bolgesinde Eksprese Olan Aday Genler

Aday bolgede lokalize ¢ok sayida paternal eksprese olmus gen ve transkript
tespit edilmistir ama PWS gelismesine katkilar1 anlasilmis degildir. Tanimlanan protein
tirtinleri SNURF-SNRPN, NDN, MAGEL2 ve MKRN3 genlerine aittir. Genlerin
lokalizasyonlar1 Sekil 2.7'de gosterilmektedir. Bunlardan SNURF-SNRPN geni en
yakin aday ve PWS’nun baz1 6zellikleri neden olabilir (71).

PWS Region AS
&
V\ (,Q,\:L Q & \)ﬂf(c) 20 g Q —> Dol %(’ <(3~O'
R g S o‘b@o@” o?g’@g’ SHGa
Cen ‘= Tel
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Sekil 2.7: 15q11-13 Kromozomal Bélgesinin Genetik ve Ekspresyon Ozeti (25).
Genler ve genetik belirteglerin (daireler) pozisyonlar1 gosterilmektedir. PWS bolgesinde (maviyle

gosterilen) paternal olrak eksprese olan 6adet kopya gen (MKRN3, MAGEL2, NECDIN, C150RF2 ve SNURF-
SNRPN ve paternal olarak eksprese olan 5 snoRNA gen ailesi) bulunmaktadir. Angelman Sendromu ile iliskili olan
UBE3A ve ATP10A (kirmiziyla gosterilen) fare ve insanlarda sadece maternal eksprese olmaktadir ve imprinting
ekspresyon bazi dokularda belirli bolgelerde sinirlidir (beyin gibi). Biparite imprinting merkezi SNURF-SNRPN‘nin
proksimalinde bulunmaktadir ve 3 mb PWS-AS imprinted bolgesindedir. GABA resptor gen kiimesi (GABRB3,
GABRA5 ve GABRG3) OCA2 (tip 2 albinizm) ve HERC2 imprinted degildir ve biparentel ekspresyonu
gostermektedir (siyahla gosterilir). Zik zak dikey ¢izgiler ortak olup 5-7 mb AS ve PWS breakpointlerini
gostermektedir. Bu bolge segmental duplikasyonlarla iliskili BP1, BP2 ve BP3 igerisindedir. iki proksimal ve distal
breakpoint vardir.BP1 ve BP2 arasinda 4 adet imprinting olmayan gen GCP (TUBGCP5), CYFIP1, NIPA2 ve
NIPA1 mevcuttur. Tip 1 delesyon BP1’den BP3’e ve tip 2 delesyon BP2 ile BP3 arasindadir. HBII-85 ve HBII-52

genlerinin gosterilenden daha fazla kopyast bulunmaktadir.
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SNURF/SNRPN promotorunun maternal kromozomda, gelismenin her
basamaginda hipermetile oldugu gosterilmistir. Delesyon haritalar1 PWS-IC'nin
SNURF/SNRPN promotorunu da i¢ine alan 4.3 Kb'lhik bir alan oldugunu
diisiindiirmektedir (72). Maternal allelde promotoru da igine alan bu bdlgenin
metilasyonu SNRPN geninin susturulmasi ile sonlanir (68). PWS hastalarinda SNRPN

geninin promotor bolgesinde sadece metillenmis alleller bulunur.

MKRNS3 (Markorin 3, ZNF127) geni bir halka (C3HC,) ¢inko-parmak ve ¢oklu
CsH ¢inko parmak motifine sahip olan bir proteindir ve riboniikleoprotein olarak
islevsel oldugu tahmin edilmektedir. MKRN3’iin DNA imprinting metilasyonunun
tamaminin sadece beyin ve germ hiicreleri oldugundan MKRN3’iin fonksiyonunun bu
kritik dokular oldugu ve MKRN3 geni PWS de davranis bozukluklari, sigsmanlik,

hipogonadizm ve infertiliteden sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir (73).

NECDIN (NDN) ve MAGEL2 genleri MAGE-NDN gen ailesine aittir. NDN
geni sadece post-mitotik fare noronlar ifade edilmis olup hiicre biiyliimesi ya da néronal
farklilasmasinin kontroliine karismaktadir. Insanlarda; bircok dokuda tespit edilmis olup
ekspresyonu beyin ve plasentada en yiiksek diizeydedir (74). Calismalara gore, insan
beyninde NDN gen kaybinin hipotalamik kusur ve gelisimsel gecikme PWS

karakteristik 6zelliklerine katkida bulunabilecegi varsayilmistir (71).

MAGEL2’de PWS etiyolojisinde olast rolii oldugunu diisiindiirecek sekilde

insan beyninde paternal allel tarafindan ifade edilir (75).

2.6.4.1 SNRPN Geni

Kiiciik niiklear riboniikleoprotein iligkili protein N insanlarda SNRPN geni
tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu gen tarafindan kodlanan kii¢clik niiklear
riboniikleoprotein kompleksi bir polipeptittir ve SNARNP SMB/SMN ailesine aittir. Pre-
MRNA islenmesinde, muhtemelen doku spesifik alternatif splicingde rol alir (76).
Paternal ifade edilen bu bodlgede bir translokasyondan kaynaklanan delesyon veya
alternatif splicingde parental imprint gegis hatasina bagli olarak Prader Willi

sendromundan sorumludur.

SNRPN fare ve insan ¢alismalarina dayanarak, gen ekspresyonu sadece paternal

kalitimsal kromozomda oldugu; beyin ve kalpte yogunlagmis oldugu séylenebilir.
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SNURF-SNRPN gen lokusunun promotoru ve ilk ekzonu PWS kromozomal
bolgesi IC’nin integral kismini olusturmaktadir. SNURF/SNRPN gen lokusu 465 Kb
uzunlugunda tahminen 148’den fazla ekzona sahip olduk¢a karmasik bir gendir.
Alterantif splicinge ugramis transkriptleri bulunmaktadir (4). SNRPN ayni zamanda

farklt soRNA’lar1 igeren alternatif splicinge ugrayan uzun bir transkript kodlamaktadir
(77).

2.6.4.2 snoRNA’lar

snoRNA HBII-52 Prader-Willi kritik bolgesinde lokalize ve farkli kromozom
tizerinde bulunan bir geni ifade eden mMRNA islenmesinde ©nemli oldugu
diistiniilmektedir (Sekil 2.8). Ancak Runte ve ark. (78) HBII-52 tiim kopyalarin
tamamen silinmesi belirgin bir klinik fenotiple iligskili olmadigi ancak HBII-52

snoRNA genlerinin PWS’de 6nemli bir rol oynadigi sonucuna varmislardir.

Son zamanlarda snoRNA HBII-85 PWS nedeni olarak sorumlu tutulmaktadir.
PWS‘na snoRNA HBII-85 kiimesinin neden oldugunu gosteren iki bulgu vardir.
SNURF-SNRPN ekspresyonunun korundugu dengeli translokasyonlar ve HBII-85
kiimesini promotorundan ayiran sentromerik genler PWS’e neden olmaktadir. Kisa bir
siire once HBII-85 kiimesinin mikrodelesyonu PWS’li bir cocukta tanimlanmistir. Bu
iki bulgu snoRNA HBII-85 eksikliginin PWS ‘deki karakteristik semptomlara yol
actigm1  gostermektedir. HBII-85 kiimesindeki snoRNAlarin paternal kaynakli
delesyonu PWS fenotipinden sorumludur (79). snoRNA HBII-85'nin bir takim protein
kodlayict genlerin i¢inde potansiyel baglanma hedefleri vardir ve alternatif splicingin

diizenlenmesinde bir rolii olabilir (80).

SNURF-SNRPN sense/UBE3A antisense transcript
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Sekil 2.8: 15911-13 Kromozomu Uzerinde Prader-Willi Domaini (81)
Mavi ve kirmizi dikey cubuklar paternal ve maternal genleri temsil etmektedir.Kalin yatay siyah ¢ubuk
Sohoo ve arkadaglari tarafinda yeni tanimlanan mikrodelesyon boyutudur.
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2.7 Genotip-Fenotip Korelasyonu

PWS*‘de 15q delesyonu olan bireylerle maternal uniparental dizomi (UPD) olan
bireyler arasinda bazi klinik farkliliklar vardir. UPD olan kisiler tipik delesyonu olan
kisilere gore gorev-mekansal islerde ve yap boz bulmacalarda daha basarisizdir, 1Q’lar1
biraz daha yiiksek olup, ancak otizm spektrum bozukluklar1 olmasi olasiligi daha
yiiksektir (82). 91 PWS hastasiyla yapilan bir ¢alismada UPD olgular ile delesyonlu
karsilastirildiginda UPD'de maternal yasin daha yiiksek oldugu; delesyonlu olgularda
ise 0zel beslenme teknikleri, uyku bozuklugu, hipopigmentasyon ve konusma

artikiilasyon kusurlarinin daha sik goriildiigii saptanmistir (83).

Kirilma noktalarina gore tip 1 delesyonu olan bireylerde, tip II delesyon tasiyan
bireylere gore kompulsif davranislar ve gorsel algi bozuklugu daha fazladir, akademik
performans disiiktir, glinlik yasam becerisi zayiftir ve fiziksel depresyon daha fazladir
(84).

2.8 Genetik Danisma ve Prenatal Tani
Delesyon ve UPD bigiminde kalitilan vakalarda tekrarlama riskinin %1’den az,

ailesel imprinting mutasyonlarinda ise riskin %50 nin iizerinde oldugu bildirilmistir.

Delesyon ve UPD kaynakli PWS'de prenatal tani tekrarlama riskinin diisiik
olmasindan dolayr 6nerilmemektedir. imprinting kontrol elementindeki defekte bagl
olusan PWS'de tekrarlama riski yiiksek oldugundan prenatal tan1 Onerilmektedir.
Olguda ki delesyon; 15 nolu kromozomu igeren dengeli translokasyon tasiyan
ebeveynden kalitildiysa bir sonraki gebelikte tekrarlama riski %25'tir.

Riskli gebeliklerde altta yatan genetik mekanizma (delesyon, UPD, imprinting
defekti) biliniyorsa prenatal tani miimkiindir. PWS'ye neden olan PWS/AS
bolgesindeki molekiiler genetik degisimlerin prenatal olarak tanimlanmasi 10-12.
gebelik haftasinda koryon villus Orneginden veya 15-18. gebelik haftasinda

amniyosentez drneginden elde edilen genetik materyalle gergeklestirilir.
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2.9 Genetik Tam

2.9.1 FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon) Teknigi

Molekiiler sitogenetik metodlar1 (ISH, FISH, CGH) klasik sitogenetik
yontemlerle tanimlanamayan kromozomal mikrodelesyonlar ve yeniden diizenlenmeleri
ortaya koyma olanagi saglar. Sitogenetikte rutin GTG bantlama tekniginde 6 Mb,
HRB (850 bant diizeyinde ) tekniginde de 4Mb'ye kadar olan diizensizlikler
saptanabilmektedir. Daha kiiciik olan yapisal diizensizlikler ancak FISH (1-3 Mb) ile
saptanabilmektedir. Interfaz nukleusunda kromozomlar daha az yogun ve metafaza gore

10-20 kat daha uzun oldugu i¢in rezoliisyon 100 kb kadar ¢ikabilir.

In situ hibridizasyon (ISH) ydntemi 1969 yilinda Gall ve Pardeu (85) tarafindan
tanimlandi. O zaman teknik sinirli olup radyoaktif isaretli problar kullanilip daha sonra
otoradyografik yontemlerle goriintiilenmistir. Problar genel olarak radyoizotopik olarak
H3 yada ljps ile isaretlidir. Manning ve ark. (86) avidin biyotin reaksiyonu ve niikleik
asit isaretleme sorunlari i¢in polimer kiire kullanimi ile ilgili bagimsiz calismalar

yapmuglardir.

1986 yilinda floresan in situ hibridizasyonda non radyoaktif isaretli problari
kullanilmaya baglanmistir. Problar ya direkt olarak florokrom-konjuge niikleotidlerle
yada dolayl1 olarak araci molekiillerle nick translasyon, rondom priming ya da ¢esitli

molekiiler genetik tekniklerle isaretlenmektedir (87).

Tablo 2.6: FiSH’ in Kullanim Alanlari

Tamisal Amach Arastirma Amach

1- Klinik sitogenetik 1- Gen haritalamasi

2- Prenatal tani 2- Tiimdr biyolojisi

3- Interfaz sitogenetigi 3- Mikrobiyoloji/Viroloji
4- Mikrodelesyon 4- Gen ekspresyon analizi
sendromlarinin tanisi 5- Somatik hiicrelerin

5- Dokuda enfeksiyon hibrit analizleri
ajanlarinin tanist 6- Mayoz/mitoz analizleri
6- Dokuda mRNA diizeyinde 7- Hiicre tanimlamasi
onkogenlerin degerlendirmesi
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Sitogenetikte ~FISH  teknigi; prenatal tamida andploidi taramasinda,
mikrodelesyon, duplikasyon gibi klinik tan1 almis sendromlarin tanisinda, klasik
sitogenetik analizler ile tan1 konamayan de novo yapisal anomalilerin aydinlatilmasinda,
MKA/MR'lerde subtelomerik anomali arastirmada ve kirik noktalarinin belirlenmesi
gibi pek ¢ok amagla kullanilmaktadir. Arastirma ve tanisal amagl kullanima alanlari

Tablo 2.6'da gosterilmektedir.

FISH prosediirii genel olarak su basamaklardan olusur:

1- Hedef DNA ve prob hazirlanir.

2- Hedef DNA ve prob birlikte ya da ayr1 ayri1 yliksek 1sida denatiire edilir.

3- Hedef DNA ve probun 37°C’de hibridizasyonu saglanir.

4- Posthibridizasyon yikamalar1 yapilir.

5- Kromozomlar kontrast olusturan bir renkle boyanarak goriiniir hale getirilir.
6- Floresans mikroskopta incelenir.

2.9.1.1 Problar

Prob denilen isaretli DNA parcalar cesitli tekniklerle hazirlanir. Bu yontemler;
(1) Rewers transkriptazla mRNA’larin ¢cDNA’larinin sentezi, (2) PCR veya jel
elektroforezi ile belirli dizilerin izolasyonu, (3) biiyiikk DNA fragmentlerinin bakteri
veya mayalarin igine plazmid, faj, cosmids, BACS veya YACS gibi klonlama
vektorleriyle eklenmesi, (4) spesifik kromozom ya da tiim kromozomdan elde edilen
DNA kiitiiphanelerinin parsiyal ya da tam olarak mikrodiseksiyonla izolasyonu ve

klonlanmasidir (88).

2.9.1.2 Problarin Isaretlenmesi

[saretleme ve sinyal tespitinde iki temel mekanizma kullamlir. Radyoizotopik
isaretlemede Hs, Sss, 1125, P32 ve son zamanlarda P33 kullanilir. X-ray veya emilsiyon
otoradyografiyle sinyaller goriintiilenmektedir. Ikinci yontem ise; biotin digoxigenin,
floresan madde, alkalin fosfataz ya da BrdU’nun kullanildigi non izotopik isaretlemedir.
Bu yontemde ise sinyaller histokimyasal veya immunohistokimyasal olarak

goriintiilenir (89).
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Nonradyoaktif problar ise direkt ve indirekt olmak {lizere iki sekilde

isaretlenmektedir.

Direkt isaretleme: Isaretli molekiil direkt olarak probun yapisina sokulur ve
yikama sonrasi direkt goriintilenebilir. Siklikla FITC-12-dUTP, AMCA-6-dUTP,
Rhodamine-6-dUTP, Cy3-dCTP, Texas Red-12-dUTP molekiilleri kullanilir.

Indirekt isaretleme: Isaretli molekiil bir hapten aracihigi ile probun yapisina
sokulur ve yikamalar sirasinda uygun antibody ile giiclendirilerek goriintii elde edilir.
Siklikla Biotin-11-dUTP, Digoxigenin-11-dUTP, Dinitrophenyl-11-dUTP molekiilleri
kullanilir.
2.9.1.3 Prob Cesitleri

2.9.1.3.1 Tekrarlayan Dizi Problari
Tim kromozomlarin sentromerlerine, 1, 9, 6 ve Y kromozomlarinin h

bolgelerine ve akrosentrik kromozomlarin kisa kollarinin ve satellitlerinin tekrar
dizilerine homologturlar (88).
a satellitler; kromozomlarin sentromerlerine 06zglin tekarlayan monomer

dizilerdir.

B satellit problar; perisentrik heterokromatin  bdlgelere, akrosentrik

kromozomlara ve 9. kromozoma lokalize olup kisiden kisiye farklilik gosterir

Klasik satellit problar; AATGG tekrar dizileri ile baglantili olarak 1, 9, 15 ve 16.
kromozomlarin perisentrik heterokromatin bolgelerine ve Y kromozomunun uzun

koluna 6zgiin DNA dizilerdir.

Subtelomerik problar; bunlar kendileri telomere bitisik olan ve her kromozom
kolu i¢in 70-300 Kb uzunlugunda 6zel dizileri (akrosentrik kromozomlarin kisa kolulari
harig) olan problardir (90).

Telomerik dizilerse; 6zel tekrarlanan sira (TTAGGG) n, her kromozom kolunun
sonunda bulunur. Her kol igin tekrarlar (n) sayisi, doku, farklilasma, yas ve genetik
faktorlere bagli olarak, minimal kalici sayis1 dnemli 6lgiide 17 Kb 300 bp aras1 degisir.
(91).
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2.9.1.3.2 Lokus Spesifik Problar

Bir gene veya genin i¢indeki bir bolgeye ait 6zgiin DNA dizileri olup bilinen
mikrodelesyon ve duplikasyon sendromlarmnin tanisinda kullanilir. 15-500 Kb
biiyiikliigiinde problardir. Ozellikle Di-George sendromu, Miller-Dieker sendromu,
PWS/Angelman sendromlar1 gibi mikrodelesyonlarin arastirilmasinda  ve kirik
noktalarinin ve gen lokalizasyonunun belirlenmesinde kullanilirlar. Or: Resim 2.3’de
sitogenetik olarak normal goriilen 15q11 bolgesindeki mikrodelesyonun FISH analizi

ile gosterilmistir.

2.9.1.3.3 Tiim Kromozomu Boyayan Problari

Biitiin kromozomdan izole edilen prob kiitiiphaneleridir ve genellikle non
spesifik DNA dizileri ¢ikartilir (88). Translokasyon degerlendirmesinde marker ve ring

kromozom incelemelerinde tercih edilen problardir.

2.9.1.3.4 Arm Spesifik Problar
Painting problarin gelistirilmesi ile kromozomun her bir kolunu ayri renklerde

boyayabilen arm spesifik problar iiretilmistir.

2.9.1.3.5 Bant Spesifik Problar

Yine painting problarin gelistirilmesiyle kromozomun belli bir bandin1 ya da her
bandin1 ayr1 ayr1 boyayabilen bant spesifik problar iiretilmistir. Bu problar ile 1-3 Mb'lik
baz cifti okunabilmektedir.

2.9.2 PWS ‘nun FISH Metodu ile Tanisinda Kullamilan Problar

2.9.2.1 VYSIS Firmasina Ait Prob

15g11-13 bolgesinde yer alan SNRPN (LSI SNRPN) boélgesini kirmizi renkte
(Sekil 2.9), 15p11.2 kontrol bolgesini yesil renkte ve 1522 kontrol bélgesini turuncu
renkte boyamaktadir (Sekil 2.10). 15 q11-q13’deki 125 kb’lik bdlgeyi iceren Prader
Willi sendromu igin kritik bolge SNRPN lokus spesifik probu igerir. Kontrol olarak
15922 LSI PML probu (Vysis, Illinois, USA) ve 15 pl11.2 LSI D15Z1 probu (Vysis,
Ilinois, USA) kullanilmaktadir.

Resim 2.3'de Vysis Prader-Willi/Angelman Region Probe - LSI SNRPN/CEP 15
(D15Z1)/LSI PML Tri Color Probu ile goriintiilenen delesyon pozitif bir metafaz plagi

gosterilmektedir.


http://www.abbottmolecular.com/us/chromosome/15.html
http://www.abbottmolecular.com/us/chromosome/15.html
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Sekil 2.9: LSI SNRPN probu ile kirmizi boyanan bolge
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Sekil 2.10: LSI PML probu ile yesil boyanan bolge

Resim 2.3: Vysis Prader-Willi/Angelman Region Probe - LSI SNRPN/CEP 15
(D15Z1)/LSI PML TriColor Probu ile goriintiilenen delesyon pozitif bir metafaz plag: (92).

Normal olan 15. kromozomda ii¢ bolgeye ait farkli renklerle hibridizasyon izlenmektedir. Delesyon olan 15.
kromozom okla gosterilmektedir ve bu kromozom {iizerinde sadece 15q22 (turuncu renk ile) ve 15p11.2 (yesil renk

ile) bolgelerine ait hibridizasyon izlenmekte, 15q11-13 bolgesinde ise delesyon goriilmektedir.


http://www.abbottmolecular.com/us/chromosome/15.html
http://www.abbottmolecular.com/us/chromosome/15.html

32

2.9.2.2 CYTOCELL Firmasima Ait Prob

Prader-Willi/Angelman Bolgesi probu genomik DNA’nin yaklasik 150 Kb’lik
kismina karsilik gelmekte ve SNRPN geni ve tiim imprinting merkezini kapsamaktadir.
Prob ile PWS/AS’de %70 oraninda goriilen SNRPN genindeki 3-4 Mb delesyonlar ve
yine ayn1 gendeki daha kiiciik delesyonlar1 belirlemek i¢in kullanilmaktadir. PWS’de
SNRPN geninin 200 Kb’ lik kismi1 ve imprinting merkezi bulunur. Prob periferik kan
hiicre kiiltiirtinde interfaz hiicrelerinde ve metafaz kromozomlarinda FISH analizine
olanak saglar. Hedef gen bolgesi dogrudan kirmizi floresan madde (Texas Kirmizi
spektrum) ile isaretlenirken 15 gter (klon 154P1) subtelomere 6zel yesil floresan madde
(FITC spektrum) ile isaretlenip 15 nolu kromozomun tanimlanmasi saglayan kontrol
probunu olusturur (Sekil 2.11). Prob daha kiigiik delesyonlar1, AS ‘de imprinting

merkezi mutasyonlarini ve uniparental dizomiyi tespit etmek i¢in kullanilamaz.

SNRPN 15gter

;lgl‘]‘l—l ]] Chromosome 15

'ﬂyl‘l.’!flr.h(ﬂ‘
SNRPN (SNURF)

LO0KR

——

Sekil 2.11: CYTOCELL Firmasina ait prob

Resim 2.4'de CYTOCELL firmasina ait prob ile goriintiilenen delesyon pozitif
metafaz plagi gosterilmektedir. iki adet kontrol bélgesine ait sinyal (yesil), 1 adet

mikrodelesyon bolgesine ait sinyal (kirmiz1) goriilmektedir.
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Resim 2.4: CYTOCELL Firmasina ait Prob ile Goriintiilenen Delesyon Pozitif Metafaz
Plag:

2.9.3 Metilasyon Spesifik PCR Yontemi

Metilasyon spesifik PCR ise, sodyum bisiilfitin DNA ile kimyasal tepkimesi
sonucu metillenmemis sitozinin urasile donlismesi reaksiyonu ve bunun ardindan
geleneksel PCR yapilmasi esasina dayalidir. Metillenmis sitozinler bu tepkimede urasile
doniismezler, durumu merak edilen CpG konumu ile ortlisen primerler kullanilarak

orasinin metillenip metillenmedigi anlasilir.

2.9.3.1 DNA izolasyonu

Hastadan EDTA’L tiibe kan almir. 15 cc’lik falkona hastanin kaninda 3 cc
konur. Uzerine 9-10 cc aras1 1XLB konulup hafifce calkalanir. 2300 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilir. Siipernatant atilir. 6-7 cc 1XLB konulup vortekslenir. 2300 rpm’de 10
dakika santrifiij edilir. Siipernatant atilir. 3 cc WBL konulup vortekslenir . 50 p SDS ve
30 p proteinaz K konulup vortekslenir. 1 saat 56-65 °C arasi 1sida bekletilir.Oda 1sisinda
bekletilip 1,5 cc amonyum asetat konulup vortekslenir. 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilir. Bagka bir falkona 3 cc etanol konulup siipernatantla birlestirilir. DNA gozle
goriiniir hale gelir. DNA eppendorfa alinip oda 1sisinda kurumaya birakilir, tizerine T.E.

konulup DNA ¢oziindiiriiliir.


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Metilasyon_spesifik_PCR&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Urasil
http://tr.wikipedia.org/wiki/PCR
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2.9.3.2 DNA Metilasyonu

DNA olgiiliir 50 nanogram ve iizeri yogunlukta DNA gerekmektedir. 1000
bulunan yogunluk degerine boliinlir. Sonu¢ olarak ¢ikan deger distile suyla 24 pl

tamamlanir.

Methylamp DNA Modification Kiti kullanilir.

1- Toplam {iriin 24 pl olmak iizere DNA 6rnegi ve distile su eppendorf tiipler eklenir.
2- 1 pl R1 eklenip calkalanir ve 37 °C’de inkiibe edilir.

3- Bir tiip R2 iizerine; 1,1 ml R3 eklenerek 2 dakika vortekslenir. Uzerine 40 pl R1

eklenerek kisa siire vortekslenir.

4- Ornegin iizerine 125 pl R1/R2/R3 karisimi eklenerek vorteklenir. 65 °C’de 90 dakika

inkiibe edilir.

5- 300 pl R4 ilave edilerek ornek karistirilir ve spin kolonlu tiiplere tasinir.12.000

rpm’de 15 saniye santrifiijlenir. Alttaki sivi dokiiliir.
6- Ornege 200 ul RS ilave edilir. 12.000 rpm’de 15 saniye santrifiijlenir.

7- 10 pl R1’el.1 ml %90 etanol eklenir ve karistirilir. 50 pul R1-etanol karisimi kolona
eklenir. 8 dakika oda sicakliginda bekletilir. 12.000 rpm’de 15 saniye santrifiijlenir.

8- 200 pl %90 etanol kolona eklenir, 12.000 rpm’de 15 saniye santrifiijlenir. Alttaki tiip
atilir yenisi konur. Yeniden 200 ul %90 etanol kolona eklenerek 12.000 rpm’de 15

saniye santrifiijlenir.

9- 1,5 ml’lik tiiplere alinir 8-18 pl direkt R6 eklenir. 12.000 rpm’de 15 saniye
santrifiijlenir DNA ayristirilir.

Modifiye DNA metilasyon amplifikasyonu i¢in hazirdir.
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2.9.3.3PCR )
Oiogen Hot Start Kit kullanilr. Ornegin, negatif kontroliin, pozitif kontroliin
hem metilenmis hemde normal DNA’lar1 i¢in met ve unmet PCR yapilir. Toplam

olarak 12 tiip tizerinden calisilir.

Her bir tiip i¢in: 5 pl Buffer
0,5 ul ANTP
0,5 ul Enzim
34 ul dH,0

2 ul DNA karistirtlir.

PCR cihazinda alindiktan sonra 4 pl Rewers primer eklenir . 72°C’de 38 dakika
bekletilir. 4 ul Forward primer eklenip 115 dakika daha 72 °C’de bekletilir.

2.9.3.4 Elektroforez

%1’lik agaroz jel hazirlanir. 0,50-0,70 gr arasi toz agaroz jel 50 cc 0,5 TBI
Buffera eklenip firinda 1 dakika dondiiriiliir. 1 pl Etidyum bromiir eklenip plakaya
dokiiliir plaka {izerinde iki sira seklinde kuyucuk agilarak sogumasi igin 15 dakika
bekletilir. Tk siraya metilenmis DNA’lar konulur. Ikinci siraya ise normal DNA’lar
konulur. Her bir kuyucuk i¢in 1 pl Loading ve 5 pl DNA 0&rnegi temiz bir zemin
lizerinde (parafilm) karistirilip kuyucuklara yerlestirilir. Ik kuyucuga Generuller

konulup 20 dakika elektroforezde tutulur.
2.9.3.5 Degerlendirme

Elektroforez isleminin ardindan UV 1sik altinda goriintiileme sistemi ile
bantlarin degerlendirilmesi yapilir. Genin promotor kisminin 6niinde bulunan CpG
adaciklart metillenir. Metilledigimiz CpG adaciklarin1 ¢ogaltabiliriz ve bunu da bant

olarak tespit ederiz.

Modifiye met DNA'da bantin olup; modifiye unmet DNA'da bantin olmamasi
PWS tanisini koydurur (Resim 2.5).



pws HASTA POZITIF KONT. NORMAL
met unmet met unmet met ¢ unmet

’

-

Resim 2.5: Metilasyon Spesifik PCR'da PWS Tespit Edilmis Hasta Goriintiisii
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Materyal

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg ve Hastaliklari
Anabilim Dal1 Genetik Bilim Dal1 poliklinigi 2009-2012 yillar1 arasinda basvuran veya
Yeni Dogan Bilim Dali ‘nda yatan 47 adet hipotonik bebek (0-24 aylik) ¢alismanin
kapsamini olusturdu. Periferik kandan elde edilen metafaz kromozomlar1 High
Resolution Bantlama Teknigi (HRBT) ve GTG boyama yontemi uygulanip kromozom
analizi yapildi. Kromozom analizinde sayisal veya yapisal dengesiz anomali saptanan
hastalar calisma disinda birakildi. ikinci asamada ise 15q11.13 bélgesinde delesyon
olup olmadigina arastirmak i¢in PWS/AS SNRPN probu ile FISH yontemi uygulandi.

3.2 Gereg ve Cihazlar
e Etiiv (Heraeus)
e Zaman ayarl santrifiij (Heraeus)
e Hassas terazi
e Vorteks
e Derin Dondurucu
e Su banyosu
¢ Inverted mikroskop (Nikon)
e Mikropipet (Eppendorf)

e Isik- floresan mikroskop (Nikon)
e Hychrome cihaz1

e Mikrosantrifiij (Heraeus)

e Floresan mikroskop filtreleri



3.2.1 Sarf Malzeme

Heparinli tiip
Enjektor
Santrifiij tiipii
Pastor pipeti
Meziir

Lam

Lamel

Sale

3.3 Kullanilan Cozeltiler

3.3.1 Periferik Kan Kiiltiirii icin Kullamlan Cozeltiler
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Chromosome medium B with Phytohemagglutinin (PHA) E (Biochrom)

(hazir medyum) (100 ml)

Karyotyping PB (hazir medyum) (100 ml)
Fitohemaglutinin (PHA) (Biochrom) (5 ml)
RPMI 1640 (Biochrom) (500 ml)
Kolsemid (Biochrom) (25 ml)

Timidin (Applichem) (5 gr):

-20 °C’de saklanir.

-20 °C’de saklanir.

+4 °C’de saklanir.

+4 °C’de saklanir.

+4 °C’de saklanir.

%?1’lik timidin ¢ozeltisi i¢in 0,1 gr toz timidin 10 ml distile suyla tamamlanir.

Hipotonik Cozelti: 0,075 M KCL(Merck) ¢ozeltisi: 1,4 gr KCL 250 cc distile

suda ¢Oziindiiriiliir.

Fiksatif: Metanol (Merck):Asetik Asit (Merck) (3:1)
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3.3.2 GTG Bantlamada Kullanilan Cozeltiler

e 2XSSC: 10 ml 20XSSC ve 90 ml distile su ile 100 ml’ye tamamlanr.
e Tripsin cozeltisi icin: 0.04 gr-0.01 gr toz Tripsin ¢oziiniir.

e Sorenson A tampon ¢ozeltisi: 500 ml distile suda 4,53 gr KH,PO, ¢oziiniir.

e Sorenson B tampon cozeltisi: 500 ml distile suda 4,68 gr Na,HPO, ¢6ziiniir.
e Leishman (Applichem) (25 gr)

0,225 gr toz Leishman boyasi 135 cc metanolde ¢oziiniir.
e Giemsa (Merck)

3.3.3 Floresan In Situ Hibridizasyonunda Kullanilan Cozeltiler
3.3.3.1 Yikama Soliisyonlar:
e 20XSSC Stok Soliisyonu: 87,66 gr. NaCl ve 44,116 gr Nasitrat 1000 ml
distile su i¢inde ¢Oziiniir.

e 0,4XSSC: 2 ml 20XSSC ve 98 ml distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

3.3.3.2 Alkol Cozeltileri

e %70’lik alkol icin: 70 ml etil alkol ve 30 ml distile su ile 100 ml’ye

tamamlanir.

o %385’lik alkol icin: 85 ml etil alkol ve 15 ml distile su ile 100 ml’ye

tamamlanir.

o %100’liik alkol i¢in: 100 ml etil alkol ile hazirlanir.
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3.3.3.3 NP40 Soliisyonlar:

e 0,4XSSC soliisyonu + %0,3 NP40 soliisyonu: 2 ml 20XSSC, 98 ml distile su,
300 pl NP40 ile hazirlanir.

e 2XSSC solusyonu + %0,1 NP40 soliisyonu: 10 ml 20XSSC, 90 ml distile su,
100 pl NP40 ile hazirlanir.

3.4 Prob
Calismada kullanilan Prader-Willi/Angelman Bolgesi probu CYTOCELL

firmasinda isarctlenmis olarak hazir alinmistir.

3.4.1 CYTOCELL Firmasina Ait Prob

Prader-Willi/Angelman Bolgesi probu genomik DNA’nin yaklasik 150 Kb’lik
kismina karsilik gelmekte ve SNRPN geni ve tiim imprinting merkezini kapsamaktadir.
Prob ile PWS/AS’de %70 oraninda goriilen SNRPN genindeki 3-4 Mb delesyonlar ve
yine ayn1 gendeki daha kiiciik delesyonlar1 belirlemek i¢in kullanilmaktadir. PWS’de
SNRPN geninin 200 Kb’ lik kism1 ve imprinting merkezi bulunur. Prob periferik kan
hiicre kiiltlirtinde interfaz hiicrelerinde ve metafaz kromozomlarinda FISH analizine
olanak saglar. Hedef gen bolgesi dogrudan kirmizi floresan madde (Texas Kirmizi
spektrum) ile isaretlenirken 15 gter (klon 154P1) subtelomere 6zel yesil floresan madde
(FITC spektrum) ile isaretlenip 15 nolu kromozomun tanimlanmasi saglayan kontrol

probunu olusturur (Sekil 3.1).

SNRPN 15qter
%Iﬁ“ “ll I_' Chromosome 15
k\'\\

Lmpeinting Ceftre \\\

LO0KDR

Sekil 3.1: CYTOCELL Firmasina ait prob
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3.5.Metod

3.5.1 HRB Yontemi ile Periferik Kan Kiiltiirii
Hazir besiyeri 15 cc’lik falconlara S'er cc gelecek sekilde boliiniir. Hastadan
heparinli tiibe alinan kan hastanin yasina ve cinsiyetine gore 3-7 damla arasi ekim

yapilir. Falcon egimli olarak 37 °C’lik etlivde 72 saat inkiibe edilir.

Ekimin 48. saatinde ignesiz ppd enjektoriiyle 3 damla %1'lik timidin eklenip
tekrar etiive konur. Ekimin 68. saatinde 1200 rpm'de 10 dakika santrifiij edilir.
Siipernatant atilir. Dip pellet hafifce vurularak karistirilir. Uzerine 5 cc RPMI 1640
konur. Tekrar 1200 rpm'de 10 dakika santrifiij edilir. Siipernatant atilir. 5 cc fitosuz
besiyeri konur. 3 saat 45 dakika etiivde inkiibe edilir. Sonrasinda 2 damla colsemid

damlatilip 15 dakika daha etiivde tutulur.

3.5.2. Kromozom Eldesi

72. saatte 1200 rpm'de santrifiij edilir. Siipernatant atilir. Dip pellete damla
damla 10 cc 0,075 M KCL eklenir. 30 dakika 37 °C’lik etiive konur. 1200 rpm'de 10
dakika santrifiij edilir. Stipernatant atilir. Soguk fiksatifle fikse edilir. Ayn1 fiksatifle en
az 3 kez yikanir. Son yikamadan sonra temizlenmis ve yayma yapilacak ylizeyi su
banyosunda 4-5 saniye tutulmus lama 40-45 plt dip pellet yayilir. Preparatlar su

banyosunun yaninda kurumaya birakilir.

3.5.3 GTG Bantlama Yontemi

Yayma yapilan preparatlar GTG bantlama i¢in 87°C’lik etiivde bir gece
yaslandirilir. Yaslandirilan preparatlar 65°C’lik su banyosunda 2XSSC de 6-10 dakika
arasinda bekletilir. Cesme suyuyla yikanip kurutulur. Preparatlar tripsin ¢ozeltisine
daldir c¢ikar yapilarak gegirilir. Cesme suyuyla yikanir. Preparatlar boyanin icinde
laboratuvar kosullarina gore 2-3 dakika arasi karanlik ortamda tutulur. Boyadan ¢ikan

preparatlar ¢cesme suyuyla yikanip kurutulur.

Kuruyan preparatlar entellanla kapatilip 151k mikroskobunun  100'Tuk
objektifinde imversiyon yagi kullanilarak incelenir. 20 metafaz sahasinin analiz

edilmesi gerekmektedir.
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3.5.4 FISH Yontemi

3.5.4.1 On Islem

Periferik kan lenfosit kiiltiirii ile elde edilen hiicre pelleti, temizlenmis lamlar
lizerine tam ortaya gelecek sekilde damlatilir. Preparatlarin kuruma iglemi bittikten
sonra kaliteli ve yeterli metafaz ve interfaz olup olmadigi kontrol edilir. Yayma
yapilan preparatlar bir gece 65°C’de yaslandirilir. Preparatlar 2XSSC solusyonunda 37
°C’de 45 dakika tutulur. Distile suyla yikanir. %70, %85, %100°liik etil alkol serisinde
3’er dakika dehidrate edilir ve kurumaya birakilir. 10 plt prob lamin ortasina

damlatilir. Lamelle kapatilir. Ustii parafilmle kaplanur.

3.5.4.2 Denatiirasyon
Preparat 5 dakika 73 °C’de bekletilerek prob ve hedef DNA hibridizasyonu i¢in

denatiirasyon saglanir.

3.5.4.3 Hibridizasyon

Denatiirasyondan sonra preparatlar, 37 °C’de nemli ve karanlik bir kutu iginde

18 saat bekletilerek hibridize edilir.

3.5.4.4 Hibridizasyon Sonras1 Yikamalar

Hibridizasyon sonrasinda lamin iizerinden parafilm ve lamel alinir. 74 derecelik
0,4XSSC+%3'luk NP40 c¢ozeltisinde 3 dakika bekletilir. Sonra oda sicakliginda 2XSSC
+%0,1'lik NP40 ¢ozeltisinde 1 dakika tutulur. Distile suyla yikanip karanlik ortamda dik
olarak kurutulur. Kuruyan preparatlara 10 plt DAPI uygulanip lamelle kapatilir.
Aliiminyum folyoya sarilip en az 20 dakika -20 de bekletilir.

Preparatlar floresan mikroskobunda DAPI-FITC-Texas red fglii filtresinde

incelenerek otomatik goriintiileme cihazinda goriintiilenir.

3.5.4.5 Sinyallerin Degerlendirmesi

Prob karisimindaki kontrol probu, kromozom 15 q’nun uglarmni (15 gter) yesile
boyar; kirmizi renk veren prob ise 15 q11.2 bolgesindeki SNRPN geninin varligini
gostermektedir. Tek bir kirmizi 15q11.2 sinyalinin goriilmesi, diger kromozomda
15911.2 mikrodelesyonun oldugunu ifade eder. Her hastada 10 tane metafaz alani ve

100 tane interfaz alaninda sinyaller sayilarak mikrodelesyon tanisi konulmustur.
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4. BULGULAR

4.1 Hasta Grubunun Degerlendirilmesi

Yas ortalamasi 9,15 ay (3 giin-24 ay) olan 47 tane hipotonik bebek caligma
kapsamina alindi. Hastalarin 8’i yenidogan déneminde, 29°u 1-12 aylik, 10’u ise 12-24
aylik idi. 23 tanesi erkek, 24 tanesi kizdi. Hastalara dnce kromozom analizi yapildi,
kromozom anomalisi saptananlar ¢alisma kapsamindan ¢ikarildi. Hastalar Holm ve ark.
(1) tarafindan belirlenen kriterlere gére puanlandirilmis olup 1 puan ile 6 puan arasinda
skorlandirilmigtir. 47 hastanin 5 (%10,6)’inde 15q11-13 bolgesinde mikrodelesyon
saptanmugtir. Tablo 4.1°de hasta grubunun Holm ve ark. (1) kriterlerine gére major ve
minor bulgular, Karyotip ve FISH analizi sonuglar1 gériilmektedir. Tablo 4.2°de ise

delesyon (+) ve (-) olan olgulardaki bulgularin dagilimi gosterilmistir.

Tablo 4.1 : Hasta grubunun Major ve Minor Bulgular,Karyotip ve FISH Analizi Sonuclari

FiSH
Yas/Cins. Major Bulgular* Minér Bulgular** | Kromozom Sonucu Sonucu

1. | OK. |6ay E Mikropenis 46,XY del (+)
inmemis testis
Hipotoni
Motor gerilik
Kiigciik agiz

2. | 0O.B.G |11lay,E Hipotoni El-ayak kiiciik 46,XY del (-)
MMR
Hipogonadizm
Obez
Agiz koseleri
asag1 bakiyor

3 | YES. |10ay, E Mikropenis, El-ayaklar kiigiik 46,XY del(-)
Testisler skrotumda Sag renkleri agik
Emme zayif
Hipotoni
Morbid obez

4 | AHS. | 3giin, K Zayif emme 46,XX del (+)
Hipotoni

5 B.Y. |12ay, E MMR Acik renk sag 46,XY del (-)
Hipotoni

6 K.AA. |27 gin, E Dolikosefali 46,XY del (-)
Hipotoni

7 I.S. |24ay K Hipotoni 46,XX del(-)

8. | RC. |6ay,K Emememe 46,XX del (-)
Hipotoni

Geligme geriligi
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9. | AS. |8ay,E Hipotoni El —ayak kiiciik 46,XY del (+)
Fetal hareket
Gelisme geriligi azhg
Sol testis inmemis
Emme refleksi zayif
Badem goz
10 | AD. |24ayE Obezite El ayak kiigiik 46,XY del (-)
Hipotoni
Inmemis testis
Emme refleksi az
11 | N.N.S. |11 giin, K Hipotoni 46,XX del(-)
12 | EY. |8ay,E Hipotoni 46,XY del (-)
Obezite
Inmemis Testis -/-
13| CD. |5ay,K Hipotoni 46,XX del (-)
Badem gozler
14 | BEK. |25ay, E Hipotoni 46,XY del (+)
Inmenmis testis
15| R.O. |45 giin,K Hipotoni 46,XX del (+)
Badem goz
Emme zayifligi
16 | 2G. |8ay,K Hipotoni 46,XX del(-)
Dokilosefali
17| Y.S. |1lay,K Hipotoni Goz ezotopik 46,XX del (-)
El —ayak kiigiik
18| B.M. |9ay, K Hipotoni 46,XX del (-)
19 | MH.P. |15ay, E Obezite 46,XY del (-)
Mikropenis
Hipotoni
Hipogonadizm
20 | AA. |34gin K Hipotoni El kiigiik 46,XX del (-)
Beslenme problemi
21 | M.C. |35gin, K Hipotoni 46,XX del(-)
22 | ZG. |6gin, K Hipotoni 46,XX del (-)
Emmede ve
hareketlerde azalma
23 | 1S. |10ay, K Hipotoni 46,XX del (-
24 | M.S. |7ay,K Hipotoni 46,XX del (-)
Zayif emme
Gelisme geriligi
25 | ZD.K. | 23 giin, K Hipotoni Fetal hareket azlig 46,XX del (-)
26 | AE.C. |18ay, E Obezite 46,XY del(-)
Hipotoni
MMR
27 | MEEB. |8ay,E Hipotoni 46,XY del (-)
Penis gomiilii
28 | D.K. |45ay,K Hipotoni 46,XX del (-)
MKA/MR
29 | K.C. |1llay, E Hipotoni 46,XY del (-)
Asirt obez
30| MY. |19ay, E Hipotoni 46,XY del (-)

Obezite
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31| CS. |18ay, E Hipotoni 46,XY del(-)
Gelisme geriligi
32 | YKT. |7ay, E Hipotoni Hipopigmentasyon 46,XY del (-)
33 | AES. | 5ay, E Hipotoni 46,XY del (-)
34 | B.O. |[12gin, K Hipotoni Fetal hareket azlig1 46,XX del(-)
Dolikosefali
35| HS.SS. |24ay,K MMR 46,XX del(-)
Hipotoni
36 | AY.T. |24ay,E MMR 46,XY del(-)
Hipotoni
37| MAA. |55ay,K Hipotoni 46,XX del(-)
Motor gerilik
38| MK. |[7ay,K Hipotoni 46,XX del(-)
Myotonik yiiz
Emememe
39| AE. |4ayE Hipotoni 46,XY del(-)
Sag testis inmemis
Geligme gerligi
40 | KK. |7ay,E Hipotoni Hipopigmentasyon 46,XY del (-)
MR
41 IMM.C.|10ay, E Hipotoni 46,XY del(-)
MMR
42 | EES. |7Tay, K Hipotoni 46,XX del(-)
Motor gelisim geriligi
Yutma disfonksiyonu
Balik agiz
43 | KK. |10ay, E Hipotoni 46,XY del(-)
Emme giicliigi
Hipospadias
44 | S.T. |17ay, K Hipotoni 46,XX del(-)
45| G.G. |1lay, K Hipotoni 46,XX del(-)
Geligim geriligi
46 | YMK.| 9ayE Hipotoni 46,XY del(-)
47 | MY. | 2layK Hipotoni 46,XX,inv(9)(p12;q13) del(-)
Emememe

Delesyon pozitif hastalar koyu puntolanmustir.
*Her major bulgu 1 puandir.

**Her mindr bulgu 0,5 puandir.



Tablo 4.2. Delesyon (+) ve (-) Olgularda Bulgularin Dagilimi

BULGULAR Delesyon (+) Delesyon (-)
Hipotoni 5/5 42/42
Hipogonadizm 4 /5 9/42
Badem goz 2 /5 1/42
Balik agiz 0/5 2/42
Kiigiik ag1z 1/5 0/42
Gelisim geriligi 2/5 1/42
Zayif emme 3/5 10/42
Dolikosefali 0/5 3/42
Obezite 0/5 7142
Fetal hareket azlig1 1/5 2142
El ayak kiigiikliigii 1/5 3/42
Hipopigmentasyon 0/5 3/42
Sasilik 0/5 1/42

46

Delesyon negatif bulunan hastalrin kromozom analiz sonuglar1 ve bilinen nihai
tanilar1 Tablo 4.3'de, hastalardan birine ait metafaz plagindaki kromozom analizi ve

FISH goriintiisii ise Resim 4.1a ve 4.1b'de goriilmektedir.
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Resim 4.1 a: Delesyon negatif bir olgunun karyotip goriintiisii (O.B.G.) b: Delesyon
negatif bir olgunun FISH metafaz plag goriintiisii. 2 adet kontrol sinyal (yesil), 2 adet
mikrodelesyon bolgesine ait sinyal (kirmizi) goriilmektedir.
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Tablo 4.3 : Delesyon Negatif Cikan Hastalarin Kromozom Kurulumu ve Nihai Tanilar

Hasta Kromozom Sonucu FiSH Sonucu Klinik olas1 tanmilar
1 | OB.G 46,XY del (5
2 | Y.ES. 46, XY del(-)
3 B.Y. 46,XY del (-) Gricelli Sendromu Tip 2
4 | KA 46, XY del (5
5 LS. 46,XX del(-)
6 | RC. 46,XX del (5
7 | AD. 46, XY del (5
8 | N.N.S. 46,XX del(-)
9 | EY. 46, XY del (5 SMATip 1
10| C.D. 46,XX del (-) Miiskiiler distrofi, Kas hastalig1?
11| ZG. 46,XX del(-) Epilepsi, Hipermobilite
12| Y.S. 46, XX del (-)
13 | B.M. 46,XX del (-) HIE Sekeli
14 | M.H.P. 46,XY del (-) Epilepsi, Hidrosefali
15| AA 46,XX del (-) Mobius Sedromu
16 | M.C. 46,XX del(-) Miiskiiler Distrofi ?
17| Z.G. 46,XX del (-) Zelweger Sendromu?
18| IS. 46,XX del (5)
19| MS. 46,XX del (5
20 | ZD.K. 46, XX del (-)
21| AEC. 46,XY del(-) HIE Sekeli
22 | M.E.B. 46, XY del (-) HIE Sekeli
23 | D.K. 46,XX del (-) Zelweger Sendromu
24 | K.C. 46,XY del (-) Distal Tiibiiler Asidoz
25| M. 46, XY del (-) Hafif HIE Sekeli
26 | CS. 46, XY del(-)
27 | YKT. 46, XY del (-)
28 | AEES. 46, XY del (5)
29 | B.O. 46,XX del(-)
30 | H.S.S. 46,XX del(-)
31 | AY.T. 46,XY del(-)
32| MA 46,XX del(-) Isitme kayb1, Makrozomi
33| MK. 46,XX del(-) HIE Sekeli?
34| AE. 46, XY del(-) SMA?
35| KK 46,XY del (-) Makrozomi
36 | MM.C. 46, XY del(-)
37 | EES. 46,XX del(-)
38| KK 46,XY del(-) Dandy Walker Varyanti
39| S.T. 46,XX del(-) Kabuki Sendromu?
40 | G.G. 46,XX del(-) SMA?
41 | Y.MK 46, XY del(-)
42 | M.Y. | 46,XX,inv(9)(p12;q13) del(-)
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4.2 Delesyon Pozitif Tespit Edilen Hasta Bilgileri

4.2.1Olgu |

Aralarinda akrabalik olmayan anne babanin ilk ¢ocugudur. 42. gebelik
haftasinda 3200 gr agirliginda, 53 cm boyunda dogmustu. Hipotoni nedeniyle
gonderilen 6 aylik erkek bebekte inmemis testis, motor gerilik ve kii¢iikk agiz bulgular
mevcuttu (Resim 4.2).

Resim 4.2: Olgu I'in karakteristik yiiz bulgulari,

hipotonisitesi, hipogonadizm, kiiciik el ve ayaklar gosterilmektedir.

Kromozom analizi sonucunda 46,XY tespit edilmis olan hastaya 15¢q gen

bolgesine ait Prader-Willi/Angelman Bolgesi probu uygulandiginda delesyon tespit
edilmistir (Resim 4.3 ve 4.4).
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Resim 4.3: Olgu I'in Metafaz Plagi: Normal 46,XY kromozom kurulumu.

Resim 4.4: Olgu I'in FISH Analizi Géoriintiisii: 2 yesil 1 kirmiz1 sinyal goriilmektedir.
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4.2.2 Olgu Il

Aralarinda akrabalik olmayan anne babanin ¢ocugudur. 2810 gr agirliginda, 49
cm boyunda, 34.5 cm bas ¢evresiyle dogmus kiz bebekti. 3 giinlikkken hipotoni ve zayif
emme nedeniyle PWS diisiiniilen bebegin 4,5 aylik muayenesinde, hipotonisite, yiiksek
damak, balik agiz, mikrognati bulgulart mevcuttu (Resim 4.5).

Resim 4.5: Olgu I1'in karakteristik yiiz bulgulari, hipotonisitesi,
hipogonadizm, kii¢iik el ve ayaklar gosterilmektedir.

Kromozom analizi sonucunda 46,XX tespit edilmis hastaya 15 q gen bolgesine
ait Prader-Willi/Angelman Bolgesi probu uygulandiginda delesyon tespit edilmistir
(Resim 4.6 ve 4.7). Hasta su anda 6zel egitim ve fizyoterapi almaktadir.
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Resim 4.6 : Olgu I1'in Metafaz Plag1 Goriintiisii: Normal 46,XX kromozom kurulumu.
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Resim 4.7: Olgu I1'in FISH Analizi Goriintiisii: 2 yesil 1 kirmiz1 sinyal goriilmektedir.
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4.2.3 Olgu 111

Aralarinda akrabalik olan anne babanin  dordiincii ¢ocugudur. 3200 gr
agirliginda, 55 cm boyunda dogmus erkek bebektir. 8 aylikken hipotoni ve gelisme
geriligi nedeniyle poliklinigimize sevkedilen bebekte ayrica el-ayak kiigiikligii,

inmemis testis Ve badem goz saptanmistir (Resim 4.8).

Resim 4.8: Olgu Ill'in karakteristik yiiz bulgulari, hipotonisitesi, kiiciik el ve
ayaklar gosterilmektedir.

Kromozom analizi sonucunda 46,XY tespit edilmis olan hastaya 15q gen
bolgesine ait Prader-Willi/Angelman Bolgesi probu uygulandiginda delesyon tespit
edilmistir (Resim 4.9 ve 4.10). 2 yasindayken 1Q’su 49 olan hasta 4 yas 10 aylikken

konusabiliyor ve ana siifina gidiyordu.
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4.9: Olgu I11'iin Metafaz Plag) Goriintiisii: Normal 46,XY kromozom kurulumu.

Resim 4.10: Olgu I11'iin FISH Analizi Goriintiisii: 2 yesil 1 kirmiz1 sinyal gortilmektedir.
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4.2.4Olgu IV

Aralarinda akrabalik olmayan anne babanin g¢ocugudur. Miadinda 2890 gr
agirhiginda, 47 cm boyunda dogmus erkek bebektir. 2,5 aylikken; hipotoni, dar ytliksek
damak, mikroretrognati, inmemis testis, az aglama sikayetleriyle poliklinigimize

sevkedilmisti (Resim 4.11).

Resim 4.11: Olgu IV'iin karakteristik

yiiz bulgular1 ve hipotonisitesi gosterilmektedir.

Kromozom analizi sonucunda 46,XY tespit edilmis olan hastaya 15q gen
bolgesine ait Prader-Willi/Angelman Bolgesi probu uygulandiginda delesyon tespit
edilmistir (Resim 4.12 ve 4.13). Hasta 1,5 yasinda exitus olmustur.



55

(% { 6~ i (¢
4 R | ‘
1 2 i 4
g | ] w5 ¢ L A § £
“ P ¥ Zf 3f \
[ B L) 10 11 I
i § s i 3¢ it
1R} A '
13 u 1 13 17 .
' Y
1 X Y

4.12: Olgu 1V'iin Metafaz Plag Goriintiisii: Normal 46,XY kromozom kurulumu.

Resim 4.13: Olgu 1V'iin FISH Analizi Goriintiisii: 2 yesil 1 kirmiz1 sinyal goriilmektedir.
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4.250Ilgu V
Ailenin ilk ¢ocugu olup 2400 gr agirliginda, 48 c¢cm boyunda dogmus kiz
bebektir. 45 giinliikken yapilan muayenesinde hipotoni, yiiksek damak, emememe,

retrognati, simian ¢izgisi, badem goz bulgular1 mevcuttu (Resim 4.14).

Resim 4.14: Olgu V'in karakteristik yiiz bulgulari, hipotonisitesi gosterilmektedir.

Kromozom analizi sonucunda 46,XX tespit edilmis hastaya 15 q gen bolgesine
ait Prader-Willi/Angelman Bolgesi probu uygulandiginda delesyon tespit edilmistir
(Resim 4.15 ve 4.16). 2 yas 8 aylikken yiirimeye yeni baglamig olup iki kelimelik

ciimleler kurabilen hastanin ailesi tarafindan sinirli oldugu sdylenmistir.



X e, s (-: 2 #
AN b s §
] “ 1%
' R , b ) ‘
1 3 4 H
2 &
¢ * {
o
% \
6 7 3 9 0 1 1
L} ‘-,
13 14 15 16 17 18
Ll 0 21 X Y

Resim 4.15: Olgu V'in Metafaz Plag1 Goriintiisii: Normal 46,XX kromozom kurulumu.

Resim 4.16: Olgu V'in FISH Analizi Goriintiisii: 2 yesil 1 kirmizi sinyal goriilmektedir.
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TARTISMA

Prader Willi sendromunda Klinik bulgular yasla iliskili olarak ¢ok
degiskendir; ciddi hipotoni ve emme zayiflig1 yenidogan déneminin en tipik bulgusu
iken, infantil donemde dolikosefali, dar alin, yuvarlak yiiz, badem goézler ve ince
dudaklardan olusan karakteristik yiiz sekli, kiigiik el ve ayaklar ve motor gelisme
geriligi ortaya ¢ikar. Onemli tani kriterlerinden olan asir1 yemek yeme, obesite ve
mental gerilik ise ge¢ cocukluk déneminde ortaya ¢ikan bulgulardir. Klinik bulgular
tipik olmadig1 i¢in 6zellikle yenidogan ve infantil donemde tanist olduk¢a zordur.

Dikkatli fizik muayene yapilmazsa ve akla getirilmezse kolaylikla atlanabilir.

Trifirio ve ark. (8) yenidogan déneminde ciddi hipotonisi olan ve PWS tanisi
konulmus 21 ¢ocugu klinik olarak sendromun erken tani bulgularini belirlemek
amaciyla ayrintili olarak incelenmislerdir. Dikkatli fizik muayene ile kraniofasiyal 3
adet minor anomaliyi 12 yenidoganda, 2 minor anomaliyi 6 yenidoganda, 1 minor
anomaliyi ise 3 yenidoganda tanimlanmiglardir. Kriptoorsidizm unilateral olarak 6,
bilateral 7 hastada, mikropenis 1 hastada, labium minor hipoplazisi 7 kizdan ikisinde
rapor edilmistir. Hipotoni hastalarin %100’nde, emme zorlugu ve beslenme bozuklugu
%95 nde kriptoorsidizm erkeklerin %93 nde, azalmis fetal hareket %81°nde,
dolikosefali ve dar bifrontal ¢ap %62’sinde, badem gozler, ince dudaklar ve asagi
dontik dudak koseleri %48’ nde saptanmistir. Klinik tan1 yas1 ortalama 7,4 ay, genetik
olarak taninin dogrulandigi ortalama yas ise 11 ay olarak belirlenmistir. Sonug olarak
dismorfolojik degerlendirme ile yenidogan doneminde taninin ¢ok zor oldugunu bu
nedenle ciddi hipotoni varliginda erken tani i¢in PWS genetik testinin yapilmasi

gerektigini onermisglerdir.

Prader Willi sendromu, yenidogan déneminde goriilen hipotoninin en sik
nedenleri arasinda yer almaktadir (6). Gerek hastaligin sik goriilmesi gerekse yenidogan
doneminde hipotoniye neden olan hastaliklarinin ¢esitliligi ve klinik bulgularinin
spesifik olmamasi nedeniyle, yenidogan bebekler ve infantlarda (0-2 yas grubu) PWS
sikligin1 aragtirmak i¢in planlanan bu ¢alismada, degerlendirdigimiz hasta grubunda

hipotoninin varligi temel kriter olarak kabul edildi.
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Prader Willi sendromlu olgularin %70’inde paternal kalitilan 15°nci
kromozomun q11-13 bolgesinde 3-4 Mb’lik bir mikrodelesyon vardir ve FISH analizi
ile hastalarin %70’ine kesin tan1 konulabilmektedir. FISH analizinden 6nce hastaya
kromozom analizi uygulanir ve ilgili gen bolgesiyle alakali parental gegisli kromozomal
bir anomalinin olup olmadig: incelenir. FISH analizi ile delesyon negative bulunmus
bir hastada PW S’ nin klinik bulgulari gii¢liiyse hasta molekiiler analizle degerlendirilir.
Klinik olarak PWS tanisi1 diisiiniilen vakalarda metilasyon analizi ile mikrodelesyon,
UPD ve imprinting mutasyonlar1 saptanarak hastalarin %99 una kesin tan1 konulmasi
saglanir (93). Metilasyon testi hastalarin %99'una tani koyar ancak hastaligin delesyon

mu veya maternal UPD nedeniyle mi ortaya ¢iktigini1 gostermez.

Calisma grubumuzu olusturan hipotonik 47 yenidogan ve siit gocuguna PWS

tanist i¢in FISH yontemi uygulandi ve delesyon sikhgi (5/47) %10.6 olarak saptandi.

Holm ve ark. (1) tarafindan 1993 yilinda PWS’nun major tani kriterleri olarak;
infantil santral hipotoni, karakteristik yiiz bulgular1 (dolikosefali, dar alin, badem goz,
asagiya dogru donmiis dudaklar, kiiciik agi1z), emme ve beslenme giicliigii, gelisme
geriligi, hipogonadizm (erkeklerde skrotum hipoplazisi, inmemis testis, kii¢iik penis
veya testis; kizlarda labia mindr veya klitoris hipoplazisi), hiperfaji ve 1-6 yas arasinda
hizli kilo alimi1, mindr tani kriterleri olarak; intrauterin donemde azalmis fetal hareketler
ve letarji, esotropia, miyop, kiiciik el ve ayak, boy kisaligi, hipopigmentasyon, uyku

bozuklugu veya apne, artikulasyon kusuru ve davranis problemleri belirlenmistir.

PWS tanisi i¢in major kriterler 1 puan, mindr kriterler 0,5 puan olarak
puanlandirilmis ve yenidogan donemi ile 3 yas arasinda dordii major kriterlerden olmak
lizere 5 puan ve lizeri; 3 yas ile adélesan donemi arasinda ise besi major kriterlerden

olmak {izere 8 puan iizerindeki skorlar tan1 koydurucu olarak kabul edilmistir.

Destekleyen kriterler ise; yliksek agr1 esigi, ndromuskiiler ¢aligmalarin normal
olmasi, osteoporoz, erken adrenars, skolyoz/kifoz gibi ortopedik anormallikler ve
termoregiilasyon kusurlari olarak eklenmistir (7). Augton ve Cassidy (23) neonatal
PWS’da bu bulgulara ek olarak orantisiz bas biiyiikliigii, 1liml1 mikrognati ve gingiva
anormalliklerinin de eslik edebilecegini bildirmistir. Whitman ve Accardo (24)
tarafindan belirli davranigsal 6zelliklere sahip olan ad6lesan donemi tigiincii donem

olarak tanimlanmustir.
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Holm’un tani kriterlerine baktigimizda hastalarin PWS tanis1 alabilmesi igin 3
yasin altinda dordii major olmak {izere 5 puan alabilmesi gerekmektedir. Oysa
yenidogan ve infantil donemde bu kriterlerden sadece hipotoni, hastalarin %100’nde,
beslenme bozuklugu ise %95°nde bulunmaktadir. Karakteristik yiiz bulgulari,
hipogonadizm ve gelisme geriligi hastalarin yarisinda bulunmakta, hiperfaji ve asir1 kilo
alimi ise daha sonraki yillarda belirginlesmektedir (1). Bu durumda yenidogan ve
infantil ddonemde PWS tani kriterlerine gore hastalarimizi degerlendirdigimizde 6nemli

bir grubunu atlayabiliriz.

Gilinay-Aygiin (94) tarafindan PWS tanis1 almis 5 ay ile 60 yas arasindaki 90
hasta retrospektif olarak degerlendirilmistir. Hastalarin 68’nde delesyon, 21 maternal
UPD, birinde imprinting defekti saptanmislardi. Bu hastalar klinik olarak
degerlendirildiginde major bulgu olarak hipotoni ve gelisim geriligi hastalarin
%98°nde, karakteristik yiiz bulgulari ise hastalarin %49°’nda mevcuttu. Infant dsnemde
beslenme problemleri, 1 yasindan sonra obesite, hipogonadizm ve hiperfaji hastalarin
%93 ’nden mevcuttu. Bu sonuglarla PWS de tani kriterlerinin degistirilmesini; 6zellikle
hipogonadizm ve yiiz bulgularinin degerlendirilmesinin uzman muayenesi gerektirdigini
bu nedenle hipotoni ve emme bozuklugu olan yenidogan bebeklerin hepsinde genetik

testin yapilmasini 6nermislerdir.

PWS tanist konmus hastalarimizda tan1 kondugu tarihteki bulgularini
inceledigimizde; 3 giinliik olan kiz bebekte heniiz dismorfik bulgular belirmemisti,
hipotoni ve emme problemi vardi, 45 giinliik olan diger kiz bebekte hipotoni ve emme
probleminin yan1 sira badem seklinde gozler mevcuttu. Diger 3 hasta 2.5 ay, 6 ay ve 8
aylik erkek bebeklerdi. Hipotoninin yani1 sira inmemis testisleri (unilateral 1/3;bilateral
2/3) mevcuttu, birinde mikropenis vardi.Iki hastada badem gézler, bir hastada kiigiik
agiz varken diger iki hastada dismorfik yiiz bulgusu yoktu. Iki hastada motor gerilik,
bir hastada el ve ayak kii¢iikliigii ve intrauterin hareket azlig1 vardi. Hastalarimiza tani
konuldugunda hentiz hiperfaji ve obesite mevcut degildi ancak takip siiresi i¢inde

hepsinde bu bulgular ve yani sira karateristik yiiz bulgular ortaya ¢ikti.

Bugiine dek yaymlanmis olan hipotonik bebeklerde PWS sikligin1 arastiran
kapsamli bir ¢alisma yoktur. Gillesen Kausbek 1995 yilinda sebebi bilinmeyen
hipotonisi olan PWS’den siiphelenilen 65 infanta metilasyon testi uygulamis, 29°nda

(%45) metilasyon azligi tespit ederek PWS tanist koymuslardir (95). Tan1 yilizdesinin
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bu kadar yiiksek olmasinin nedenini hasta grubunun klinik olarak PWS kriterlerine

uyanlardan se¢ilmesine baglamislardir.

Trifirio ve ark. (8) yaptiklart ¢alismada hipotoni orani 21/21 (%100)’dir.
Fridman ve ark. (44) galismasinda ise yenidogan donemi ve erken ¢ocukluk sirasinda
hipotoni oran1 %94’diir. Hipotoninin progresif olmayip ortalama 8-11 ay arasinda

gerilemeye basladig1 tespit edilmistir.

Son yillarda yenidogan ve infant doneminde hipotonisi olan bebeklerde daha sik
oranda PWS akla gelmekte ve tan1 konmaktadir. Ulkemizde yapilan 2 ¢aligmadan
ilkinde Tansug ve ark. (7) emme zorlugu ve hipotonisi olan bir yenidogandan FISH
analizi ile delesyon saptayarak PWS tanis1 koymus, Karaer ve ark. (92) ise 9 aylik hafif
dismorfik yiizii, beslenme problemi, kriptoorsidizm ve hipotonisi olan bebekte
kromozom analizinin normal bulunmasindan sonra FISH ile PWS bdlgesinde delesyon

saptamiglardir.

Tiirkiye’de mikrodelesyon sendromlarinin sikligin1 FISH yéntemiyle arastirmak
icin yapilan bir Yiiksek Lisans tez ¢alismasinda yaslar1 belirtilmeyen PWS 6n tanili 11
hastanin 7 tanesinde (% 64) neonatal hipotonisite bulunmakta olup bu hastalarda 15q

gen bolgesinde mikrodelesyon saptanmamastir (63).

Fridman ve ark. (44) Brezilya’da yaptiklari ¢alismada ise 3 yasin altinda klinik
olarak PWS diisiindiikleri 6 hipotonik bebegin 4'nde delesyon, 2’sinde ise maternal
UPD tespit edilmistir.

Neonatal hipotonisi ve beslenme problemi ge¢misi olan ve klinik olarak PWS
tanis1 almis 40 tane yetiskin hasta ile yapilan bir ¢alismada hastalarin 30 (%75)'una
genetik test yapilmis olup; FISH analiziyle 23 (%57) hastada, molekiiler analizlerle 3
(%8) hastada 15911.13 gen bolgesinde delesyon tespit edilmistir . 4 (%10) hastada
maternal UPD saptanmistir (96).

Yenidogan ve infantil donemde hipotoniye nedenleri arasinda yer alan tablolar,
genetik sendromlar, kas hastaliklari, kranial malformasyonlar, metabolik hastaliklar
ozellikle peroksizomal ve mitokondriyal hastaliklardir. Bu grup hastaliklar arasinda
ayirici tanist yapabilmek icin EMG, Kranial MR ve kas biopsisi gibi invazif testler

uygulanir. Yenidogan ve ¢ocuk uzmani dismorfik yiiz bulgular gordiigiinde kromozom
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analizi ister ancak PWS’da kromozom analizi normal bulunur, genetik tanis1 ancak

hastalik diistintildiiglinde yapilan FISH veya metilasyon analizi ile yapilabilir.

Sonug olarak, yenidogan ve infantil doneminde ciddi hipotoni varliginda PWS
akla getirilmesi ve tanimlanmasi, sebebi bilinmeyen hipotoninin nedenini olusturan pek
cok hastaligin tanisi i¢in yapilacak gereksiz invasif testlerin yiikiinden hastay: kurtarmis
olacaktir. Erken tani, ayrica, hastaliga 6zgii ortaya cikabilecek problemlerden korunma
ve erken tedavisi agisindan da bir o kadar 6nemlidir. Bu ¢alisma ile PWS'nun
yenidoganda hipotonisite tablosunun etyolojisinin ne kadarindan sorumlu oldugunu
gostermek ve bunun i¢in molekiiler genetik incelemenin yapilmasi gerektigi
vurgulanmak istenmistir. Hastaligin erken donemde tanisin1 koymak motor ve mental

rehabilitasyona daha erken baslama imkan1 saglayacagindan 6nem arz etmektedir.
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