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OZET

OZER BEKMEZ, B., Silver-Russell Sendromu (SRS) Bulunan Hastalarda
Epigenotip ve Fenotip iliskisinin Arastirllmasi. Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, Cocuk Sagh@ ve Hastahiklar1 Tezi. Ankara, 2014. Silver-Russell
Sendromu (SRS) ciddi biiyiime geriligi ile karakterli, klinik ve genetik ozellikleri
acisindan oldukga heterojen bir hastaliktir. Prader-Willi ve Angelman sendromuna
kiyasla nispeten daha ‘geng’ bir imprinting bozuklugudur. Silver- Russell Sendromu;
intrauterin ve postnatal biliylime geriligi, rolatif makrosefali, licgen yiiz gériinimii,
viicut asimetrisi, besinci falanksta klinodaktili ve beslenme problemleri ile
karakterlidir. Ozelliklerin sendroma 6zgii olmamasi ve siddetindeki farkliliklar
nedeniyle bu sendromun sikligin1 saptamak olduk¢a zordur. Buna ek olarak bulgular
en ¢cok bebeklik ve erken cocukluk doneminde belirgin oldugu i¢in daha biiyiik
cocuklarin degerlendirilmesi gii¢ olabilir. Bu 6zellikler SRS’ye 6zgli olmadigt igin
giivenilir bir klinik tan1 koymak oldukg¢a zordur ve tani siklikla atlanabilmektedir.
SRS’deki klinik seyir degiskenliginin molekiiler etiyolojinin heterojenitesiyle iliskili
olabilecegi diisiiniilerek bircok calismada epigenotip-fenotip iligkisi kurulmaya
caligilmig, molekiiler temele bagli fenotipik farkliliklar bildirilmistir. Molekiiler
etiyolojinin saptanmasinin, epigenotip-fenotip iliskisi kurulmasinda, sendromun erken
tanisinda ve wuygun multidisipliner yaklasim saglanmasinda o©Onemli olacagi
diisiiniilerek, bu calismada SRS ile klinik yonden uyumlu 24 hastanin DNA
orneginden MS-MLPA yontemiyle 11pl5 bolgesinde metilasyon degisikligi ve
kopya sayis1 degisiklikleri arastirilmistir. 11p15 bolgesinde hipometilasyon saptanan
ve saptanmayan olmak {izere iki grupta smiflanan hastalarda epigenotip-fenotip
iliskisi kurulmaya calisilmistir. Hastalar prematiirite, yardimci tireme teknikleri ile
dogum Oykiisii, diisiik dogum agirligi, diisiik viicut agirhig, boy kisaligl, rolatif
makrosefali, fazla terleme, c¢esitli yiiz goOriinimii bulgulari, iskelet anomalileri,
beslenme problemleri, besinci falanksta klinodaktili, diger konjenital anomaliler,
gelisme geriligi, anne baba arasinda akrabalik yoniinden incelenmisler, ancak gruplara
dagilan hasta sayilarmin az olmasi nedeniyle bu degiskenlerin ¢ogunda istatistiksel

olarak anlamli farklar bulunmamistir. SRS’ nin fenotipik ve molekiiler olarak c¢ok



heterojen bir hastalik olmasi nedeniyle, hastalarin olas1 tiim klinik bulgular yoniinden

yakin ve multidisipliner izlemi saglanmalidir.

Anahtar  Kelimeler: Silver-Russell Sendromu (SRS), epigenotip-fenotip

korelasyonu, hemihipoplazi, imprinting, uniparental dizomi

Bu calisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan

desteklenmistir (HUBAB Proje no: 014 D04 101 010).
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ABSTRACT

OZER BEKMEZ, B., Epigenotype and phenotype correlation in patients with
Silver-Russell Syndrome (SRS). Thesis in Pediatrics. Ankara, 2014. Silver-Russell
Syndrome (SRS) is a heterogenous disease in terms of clinical and genetic features,
characterised by intrauterine and postnatal growth restriction, poor postnatal growth,
relative macrocephaly, triangular face, asymmetry and feeding difficulties. SRS is a
relatively 'young' imprinting disorder compared to Prader-Willi and Angelman
disorders. As many of these wide range of the features are non-specific and clinical
severity is highly variable, clinical diagnosis of SRS remains difficult and frequency
is not known exactly. Pediatricians could face this syndrome during their medical
practice. The diagnosis is likely to be skipped due to these characteristics, so
knowledge and experience is necessary about SRS. Various previous investigations
showed that heterogeneous molecular etiology may contribute to clinical variability
and epigenotype-phenotype correlation exists in SRS. This study was performed to
detect the molecular etiology in our patients with SRS, in order to search for
epigenotype-phenotype correlation and to provide appropriate individualized
multidisciplinary approach. The epigenotype was determined using MS-MLPA for
copy number and methylation status of 11p15 and 24 patients were evaluated for
epigenotype-phenotype correlations. Different molecular etiology groups were
evaluated for prematurity, conception with assisted reproductive techniques, low birth
weight, low postnatal weight, short stature, relative macrocephaly, excessive
sweating, different facial characteristics, skeletal anomalies, feeding difficulties, fifth
finger clinodactyly, other congenital anomalies, developmental delay and
consanguinity between parents. Differences between groups were not statistically
significant owing to the small number of patients in individual groups. All patients
clinically suggestive of SRS should be followed-up in a multidisciplinary approach

for all possible manifestations of the disorder.

Keywords: Silver-Russell Syndrome (SRS), epigenotype and phenotype correlation,

hemihypoplasia, imprinting, uniparental disomy
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1. GIRIS ve AMAC

Biiylime, hayatin erken donemlerindeki fiziksel, zihinsel ve sosyal gelisimi
kapsayan; beslenme, genetik, hormonal, ¢evresel ¢ok sayida etken tarafindan
belirlenen ve c¢ocuklarin saglik durumlarimi en iyi yansitan Ol¢tdiir. Pediatrinin
amaglarindan biri her ¢ocugun biiylime ve gelisme agisindan kendi potansiyelini
kazanmasina, boylece olgun bir erigkin olmasina yardim etmektir. Bu amaca ulasmak
icin 6nemli bir yaklasim normal biiylime ve gelisme gidisati ve anormalliklerin

taranmasi i¢in her ¢ocugu aralikli olarak izlemektir.

Biiytimenin gidisindeki sapmalar ciddi hastaliklarin 6zgilin olmayan, ancak ¢cok
onemli gostergeleridir. Normal biiylime siirecinde hizlanmig donemler ve
duraksamalar vardir, bu nedenle biiyiime egrisinde bazi kaymalar beklenebilir, ancak
biiyiik sapmalar biiylime kisithiliginin patolojik nedenleri agisindan dikkat gerektirir.
Silver-Russell Sendromu fetal hayattan baslayip sonrasinda da devam eden biiyiime
kisitliligr ile karakterli, bulgular1 sendroma 6zgii olmayan, siddetindeki farkliliklar
nedeniyle taninin atlanma ihtimali oldukg¢a yiiksek ve tedavi edilmedigi takdirde ciddi

boy kisaligi ile sonuglanan bir sendromdur.

Silver-Russell Sendromu (SRS; MIM #180860) intrauterin biiyiime
geriligine, postnatal biiyiime yetersizliginin de eslik ettigi bir sendrom olup, evrensel
olarak kabul edilmis klinik tani kriterleri yoklugu nedeniyle molekiiler taninin mutlaka
gerektigi bir hastalik grubunu olusturmaktadir (1,2). En 6nemli sonucu olan biiyiime-
gelisme geriligi ve 6grenme problemleri nedeniyle bu sendromun tanisini koymak
basta tedavinin diizenlenmesi olmak iizere bir¢ok acidan énemlidir (3). Insan biiyiime
hormonu (hGH) tedavisinin herhangi bir nedenle intrauterin biiyiime kisithiligi (ITUBK)
tanist alan tiim hastalarda boy uzamasi konusunda belirgin yarar sagladigi
gosterilmistir (4). SRS den etkilenmis hastalarda hGH eksikligi olmasa bile tedavinin
biiyiimeyi hizlandirdig1 ve son boy tiizerine belirgin yarar sagladig: bir¢cok ¢alismada

ispatlanmigtir (5-8).

Klinik bulgulari ile SRS tanis1 diisiiniilen hastalarin yaklasik %30-40’1nda altta

yatan molekiiler mekanizma hala aydinlatilamamaktadir. Farkli ¢aligmalarda klinik



seyirdeki degisikliklerle altta yatan molekiiler mekanizmalar arasinda iliski
incelenmis, ancak heniiz molekiiler etiyolojisi ortaya konamayan oldukca biiyiik bir
grubun varligi bu durumu giiglestirmistir (9-15). Bu sendromun teshis edilmesi i¢in
hala evrensel olarak kabul edilmis Klinik tani kriterleri olmayisi, tan1 i¢in molekiiler
caligmalart gerekli kilmaktadir. Bdylelikle hem epigenotip-fenotip iliskisinin
kurulmaya calisilmasinda, hem de heniiz bilinmeyen farkli molekiiler mekanizmalarin
ortaya konmasinda, hem gelisebilecek biliylime-gelisme yetersizliginin, 6grenme
problemlerinin erken donemde farkedilip hem de hastaya uygun tedavinin

planlanmasinda faydali olacag: diisiiniilmektedir.

Calismamiz klinik o6zellikleriyle SRS ile uyumlu 24 hastalik serimizde;
etiyolojide biiyiik bir yiizdeyi olusturan molekiiler diizensizlikleri saptayan bir teknik
yontem araciligi ile oncelikle klinik taniy1 molekiiler olarak dogrulamak ve Klinikte
goriilen fenotipik heterojenitenin, neden olan molekiiler patofizyolojiyi ne Olciide
yansittigint anlamak, rutin uygulamada kullanilan klinik bulgularin 6ncelik ve dnem
yoniinden degerlendirmeye alinmasini saglamak ve epigenotip/fenotip iliskisini
arastirmak amaciyla yapilmistir. SRS’den etkilenen hastalarda klinikte en onemli
sorun olan boy kisalig1 ve 6grenme problemleri agisindan daha iyi izlenmelerini
saglayip Ozellikle hGH tedavisinin erken donemde uygun bir sekilde diizenlenmesine

yardimc1 olmak da 6nemli hedeflerimizden biridir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Biiyiimenin Fizyolojik ve Genetik Temelleri

Biiylime; hiicre sayis1 ve hiicre biiytlikliigiliniin artmasi sonucu viicut hacminin
ve kiitlesinin artmasi olarak tariflenirken, gelisme hiicre ve dokularin yapt ve
bilesimindeki degisimler sonucu biyolojik islevlerin  kazanilmasi olarak
tamimlanmaktadir. Cocuk organizmasini erigkinden ayiran en onemli 6zellik, siirekli
bir biiyiime, gelisme ve degisme siireci i¢cinde olmasidir. Fetal donemden itibaren ¢ok
sayida faktoriin etkilesimi hiicre farklilasmasi, ¢cogalmasi ve apoptozuna neden olur.
Bu etkilesim insan genomu ile genel saglik, beslenme durumu ve psikososyal ¢evre

arasinda olmaktadir (16).

Uzun kemiklerin distal epifiz ve santral metafiz bolgelerindeki biiylime
plaginda boyuna biiylime gergeklesir (17). Fetal hayattan baslayip ¢ocukluk ¢aginin
sonuna kadar devam eden biiylime siireci degisik donemlerde farkli etken ve

mekanizmalar ile gerceklesir.

Fetusun biiylimesi, birbirini takip eden doku ve organ biiylimesi, farklilasma ve
besinlerin anne tarafindan karsilanarak bunlarin plasenta araciligiyla transferi ve
genom tarafindan yonlendirilen fetal biiyiime potansiyeli ile belirlenen matiirasyonla
karakterlidir. Genellikle fetuslarin gebeligin ilk yarisindaki biiylime egrileri aynidir.
Biiytimedeki yavaslama genellikle ikinci yarida ortaya ¢ikar (18). Fetal gelisimin
yeterliligi i¢in basta insiilin olmak f{izere, insiilin benzeri biiylime faktori I — 11 (IGF)
gibi hormonal faktorler ilk trimesterden sonra esastir (19-20). Fetiisiin biiylimesi
genetik bir plan temelinde yiiksek oranda, plasenta tarafindan saglanan oksijen ve
besin maddelerine baglidir (21). Plasenta oksijen ve besin saglamanin yani sira, fetiis
icin hormonlarin ve biiylime faktorlerinin diizenleyicisi roliinii iistlenen bir endokrin
organ gibi gorev yapar (22). Postnatal donemde biiyimede temel rol oynayan
hormonlar, intrauterin déonemde kritik 6neme sahip degildir. Fetiiste hGH ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmasina ragmen, hGH reseptorleri bu donemde azdir (23).

Bu nedenle hGH’nin intrauterin donemde biiyiime iizerine etkisi kisithidir.



Postnatal ve intrauterin donem arasindaki en 6nemli fark da postnatal donemde
hGH etkisiyle diizenlenen IGF-1’in, fetal hayatta daha ¢ok metabolik faktorler ile
diizenleniyor olmasidir. Bu durum yine fetiisteki hGH reseptorii azligi ile
aciklanabilir. Bunun yani sira fetliste gebeligin basindan sonuna dogru hGH
konsantrasyonu azalirken, IGF-1 ve insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayici protein-
3 (IGFBP-3) konsantrasyonu giderek artmaktadir. IGF-1’in ve IGFBP-3’{in intrauterin
biiyiime iizerinde ¢ok belirgin etkisi vardir. Term bir bebekteki IGF-1 diizeyi bebegin
dogum agirhig ile dogru orantilidir (24).

Beslenme durumu intrauterin donemde oldugu gibi postnatal donemde de
biliylime tizerinde oldukc¢a etkilidir. Tiroid hormonu ve hGH bebeklik déneminden
itibaren biliyiime tizerinde 6nemli etkinlige sahip olur (25). Hipotiroidi varliginda
goriilen kemik yas1 geriligi tiroid hormonlarinin biiylime {izerine olan etkisini
kanitlamaktadir (25-26). Seks steroidleri IGF-I ve hGH diizeylerini artirarak etki eder

ve pubertal biiylimenin en énemli hizlandirici faktorleridir

hGH, hipotalamik biiyiime hormonu salgilatici hormonun (GHRH), ghrelin ve
somatostatin etksisi ile 6n hipofizden pulsatil bir sekilde salgilanan ve ¢ocukluk ¢agi
biiyiimesinde temel rol oynayan hormondur. hGH, biiyiik oranda karacigerde tiretilen
bir polipeptid olan IGF’ler ve onlarin baglayici proteinleri araciligiyla lineer biiylimeyi
etkiler (27). Aym zamanda direkt olarak da biiylimeye (6zellikle kikirdak biiyiimesi

tizerine) etkisi vardir.

Cesitli cevresel, hormonal ve genetik faktorler biiylime iizerine farkl
donemlerde farkli diizeylerde etkili olmakla birlikte nihai boyda temel belirleyici
kisinin genetik potansiyelidir (28).

2.2. Boy kisahig1

Boy kisaligi; o yas, cinsiyet ve etnik gruptaki ortalama uzunlugun iki standart
deviasyon (SD) degerinden daha diisiik boy degerleri veya boy persentil egrilerinde
boyun {iglincii persentilin altinda olmasi olarak tanimlanir (29). Boy kisaligi nedenleri
Tablo 2.1’de 6zetlenmistir. Boy kisaligin1 degerlendirirken en 6nemli ve oncelikli

nokta biiytime geriligi ile boy kisaligi, normal ve patolojik ayriminin yapilmasidir (29-



30). Normalin varyanti ile patolojik boy kisaliginin ayirici tanisinda en 6nemli
parametre biiyiime hizidir. Biiyiime geriligi, lineer biiylime hizindaki azalma olarak
tanimlanir. Etiyolojik acidan bakildiginda olgularin biiyiikk ¢ogunlugunu, normalin
varyantt boy kisalig1 olusturur. Bunlarin i¢inde genel olarak erkeklerde yapisal,
kizlarda ise ailevi boy kisaliginin daha 6n planda oldugu gériilmekle birlikte TUBK

gosteren hastalar da genellikle bu grup igerisinde yer almaktadir.

IUBK, boy kisaliginin ayirict tanisimi yaparken oykiide ilk sorgulanmasi
gereken ozelliklerden biridir (31-33). IUBK, siklikla ultrasonografik (US) &lciimlere
gore hesaplanan fetal agirligin gestasyonel yasa gore 10 persentilin altinda olmasi
olarak tanimlanir ve gebelik yasina gore kiigiik bir bebek (SGA) ile sonuglanabilir.
Onceleri bu iki ifade siklikla birbirinin yerine kullanilmaktayken su anda sadece
prenatal bliyiime geriliginin altta yatan nedeni saptanabilen hastalar i¢in kullanilmasi
onerilmektedir (34). I[UBK‘nin sadece viicut agirhgma dayali oldugu gériisii dogru
degildir. Fetal hayatin her asamasinda boy ve oksipitofrontal ¢evre uzunlugu i¢in
tanimlanmis standart 6lgiimler mevcuttur (35). Dogum agirligi ve/veya boyu gebelik
haftas1 ve cinsiyete gore ortalamanin en az iki SD (lii¢ persentil) altinda olan infantlar,
SGA (‘small for gestational age’) olarak tanimlanir (36-38). Bu bebekler genellikle iki
yas civarinda yasitlarinin boylarin1 yakalarken yaklasik %10-15’inde patolojik

nedenler saptanmaktadir.

[UBK tamisi konulduktan sonra yapilmasi gereken orantili/orantisiz ayrimimin
yapilmasidir. Orantisiz TUBK genellikle osteokondrodisplazi ile iliskilidir. Orantili
IUBK olan hastalar genellikle iki yasina kadar yasitlarmi yakalamakla birlikte bir grup
hastada boy kisaligi kalici olabilmektedir (39-40). Boy kisaliginin fetal hayatta
bagladig1 hastalarda ayiric1 tanida Cornelia de Lange, Rubinstein-Taybi, Johansson-
Blizzard ve Hallerman-Strieff gibi birgok genetik hastalik yer almaktadir. Fakat bu
sendromlarin ¢ogu tipik fenotipik bulgulari ile kolaylikla taninabilmektedir. Yine
benzer bulgulara neden olabilecek bir¢ok kromozom hastaligi, plasental kromozomal
mozaisizm durumlart ve teratojenler mevcuttur. Bunlarin disinda Bloom, Dubowitz,
Floating- Harbor, Microcephalic Osteodysplastic Primordial Dwarfism 2 (MOPD),
Mulibrey-Nanism, SHORT ,3 M ve SRS gibi fetal ve postnatal hayatta ciddi biiylime



kisithligr yapan ve patognomonik klinik bulgulari olmadigi i¢in taninmasi giig

sendromlar mevcuttur (41).

Tablo 2.1. Boy kisaligi siniflandirmasi (29)

A. Idiyopatik/ normalin varyant:

e Genetik-ailevi boy kisaligi

e Yapisal boy kisaligi

e Ikisinin birlikte oldugu ya da ayirt edilemeyen durumlar

B. Endokrin olmayan nedenler

e Intrauterin biiyiime kisithihig1 ve gebelik yasmna gore diisiik dogum

agirligy

e Malniitrisyon

e Boy kisaligi ile seyreden sendromlar ( Turner, Noonan, Prader-Willi,

Laurence-Moon, Bardet-Biedl, Silver-Russell, Bloom,

Lange, Cockayne sendromu gibi)

e Diger otozomal anomaliler ve dismorfik sendromlar

e Kronik sistemik hastaliklar

o

o

o

o

Malabsorbsiyon ve gastrointestinal hastaliklar
Hematolojik hastaliklar

Kardiyovaskiiler hastaliklar

Pulmoner hastaliklar

Renal hastaliklar

Immiinolojik hastaliklar

Romatolojik hastaliklar

Santral sinir sistemi hastaliklar1

Kronik karaciger hastaliklari

Kronik enfeksiyonlar

e Yutma bozukluklari

Cornelia de




e Iskelet sisteminin intrinsik hastaliklari
o Uzun kemikler ve omurganin gelisim bozukluklar
(akondroplazi, metatropik ciicelik, diastrofik ciicelik,
metafizyal kondrodisplazi)
o Kikirdak ve fibréz yapmin gelisim bozukluklar1 (¢oklu

kikirdaks1 ekzositozlar, cilt pigmentasyonu ile giden fibroz

displaziler)
C. Endokrin
e hGH eksikligi
o Herediter

= GHRH reseptor mutasyonu
* hGH gen delesyonu
* hGH direnci
= Konjenital hipopituitarizm
o Idiyopatik
» izole hGH eksikligi
= Kombine pituiter hormon eksikligi
o Edinilmis
* Gegici: psikososyal boy kisalig
= Organik: tiimdr, radyoterapi, enfeksiyon, travma
o IGF-1 ekslkligi/ duyarsizligi (Laron tipi ciicelik)/ reseptor defekti
e Hipotiroidi
e Fazla kortizol salgilanmasi — Cushing hastalig1 ve Cushing sendromu
e Puberte prekoks
e Psddohipoparatiroidizm
e Rasitizm

e lyi kontrol edilmemis diabetes mellitus




2.3. Epigenetik bozukluklarin molekiiler temelleri

Epigenetik bozukluklarin anlasilmast ic¢in Oncelikle baz1 kavramlarin

Ogrenilmesi gerekmektedir.
2.3.1. Epigenetik Diizenlenme

Epigenetik, ilk kez 1942 yilinda Conrad Waddington tarafindan genotipin
fenotipi nasil olusturdugunu inceleyen bir bilim dali anlami ile kullanilmistir. Bu
tanimlama yanlis olmamakla birlikte kalitimsal yonii basta olmak {izere ¢esitli eksikler
icermektedir. Yine DNA metilasyonunun gen ifadesini etkileme yetenegine sahip bir
kalitsal degisiklik olarak ilk kez 6ne siiriilmesinden bu yana da 30 yildan fazla bir siire
geemistir. Bir metil grubunun sitozin bazina eklenmesi primer DNA dizisini
degistirmez, bu nedenle ‘istiine’ veya ‘ilaveten’ anlamina gelen epigenetik bir
degisiklik olarak kabul edilmektedir.

Epigenetik, DNA dizilimine bagli olmayan gen aktivite ve ifadesinin
diizenlenmesindeki degisiklikleri inceleyen yeni bir bilim dalidir. Hem gelecek
nesillere aktarilabilen gen ifadesi degisiklikleri, hem de hiicrenin transkripsiyonel
potansiyelinde ¢ogunlukla kalitilmayan degisikliklere isaret eder. Prensip olarak, DNA
dizisini degistirmeden genoma diizenleyici bilgiler saglayan herhangi bir mekanizma
epigenetik olarak diistiniilebilir. Epigenetik degisiklikler; DNA  dizilimini
etkilemeyen, hiicrelerin kendi kimligini belirlemesine yardimci olan ve gen ifade
ozelliklerinin bir nesilden digerine geg¢isini saglayan diizenleyici mekanizmalari

icermektedir (42,43).

Epigenetik mekanizmalar, gen ekspresyonunu dogrudan veya dolayli yoldan
etkilemelerine gore iki bashikta degerlendirilebilir. Basta metilasyon olmak iizere
DNA modifikasyonlar1 ile asetilasyon gibi kromatin modifikasyonlari, ayrica
kodlamayan RNA dogrudan etkileyen grupta yer almaktayken; posttranskripsiyonel
degisiklikler dolayl yoldan etkisi olan epigenetik olaylar arasinda yer almaktadir(44).

DNA metilasyonu, tizerinde en ¢ok c¢aligilan epigenetik mekanizma olup, gen
ifadesinin baskilanmasini saglayarak; embriyonik gelisim, transkripsiyon, kromatin

yapisi, X-Kkromozom inaktivasyonu, genomik “imprinting” diizenlenmesi ve kromatin



kararliliginin korunmasinda fonksiyon gormektedir. DNA metilasyonu, DNA metil
transferaz  (DNMT) enzimleri tarafindan katalizlenmekte ve genellikle CpG
bolgelerindeki sitozinden (C) metillenmektedir. Genomda tekrar dizilerinin ve
transpozonlarin bulundugu heterokromatinin CpG boélgelerinde metilasyon orani
yiiksek goriilmekte, bu sayede transkripsiyon baskilanmakta ve transpozonlarin genom
icindeki hareketi engellenerek kromozomun kararli halde kalmasi saglanmaktadir.
CpG adaciklar1 ise genlerin promotor bdlgelerinde bulunan, yaklasik 500 baz cifti
uzunlugunda ve %55’ten fazla CpG igeren, metilasyon orani diisiik olan korunmusg
dizilerdir. DNA  metilasyonunun, transkripsiyon faktorlerinin  baglanmasini
engelleyerek veya metilli DNA’ya baglanan protein kompleksleri sayesinde kromatin

yapisini degistirerek genlerin ifadesini baskiladigi diistiniilmektedir (44).

Basta DNA metilasyonu olmak {izere epigenetik olaylarin herhangi birindeki
hata, genlerin ifadesini asir1 artirarak veya baskilayarak SRS gibi bazi hastaliklara

neden olmaktadir (44, 45).
2.3.2. Imprinting

Imprinting, genetik materyalin anneden veya babadan kalitilmis olmasina bagli
olarak, farkli ekspresyonudur. Genomik imprinting epigenetik bir mekanizmadir.
Farelerde yapilan ¢aligmalarda 1yi tanimlanmis olan bu mekanizmanin, muhtemelen
partenogenezi (kendi kendini délleyebilme) onleyen bir mekanizma oldugu
diistiniilmektedir. Genomik imprinting, hem maternal hem de paternal allel
varoldugunda olusur. Bir allel ekspresse olurken digeri inaktif kalir. Mendelyen
prensiplerine gore bir otozomal genin bir allelinin, anne veya babanin her birinden
erkek veya disi cinsiyetteki ¢ocuklarina esit olasilikla kalitildig1 diisiiniilse de maternal
ve paternal genomlarin bazi bolgeleri islevsel olarak esit degillerdir. Boyle
bolgelerdeki gen lokuslari, parental kdkenlerine gore aktivite farkliliklar
gosterebilirler. Bu nedenle bazi genler i¢in anne ve babaya ait genomlar embriyonun
gelismesine farkli sekillerde katkida bulunurlar (46). Imprinting kromatinde DNA
dizisini degistirmeyen ancak genin ekspresyonunu etkileyen bir degisiklik ile olusur.

Dolayistyla bir mutasyon degil, geri doniisiimii olanakli bir gen inaktivasyonudur.

Imprinting ¢ok basamakli bir siire¢ olarak tanimlanabilir:
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1. Kromozom, parental kdkenine gore isaretlenir. Bunun, iki allelin birbirinden
fiziksel olarak farkli boliimlerde bulundugu bir déonemde (gametogenez ya da zigotta

cekirdek birlesmesi 6ncesinde) kazanilan bir 6zellik oldugu 6ngdriiliir.

2. Parental orijine 6zgii isaret, hiicre boliinmelerinde ve farklilagsma siirecinde

korunur ve surdiralir.

3. Bu isaret, transkripsiyonu ger¢eklestiren hiicresel birimler tarafindan taninir

ve boylece ‘monoallelik expression’ saglanir.
4. Germ hiicrelerinde silinerek yeniden uygun sekilde diizenlenir.

Ilk isaretin nasil konuldugu kesin olarak bilinmemekle birlikte, CpG
metilasyonunun isaretleme mekanizmasi i¢in en giiclii aday oldugu diistiniilmektedir.
Her defasinda yeniden olusturuldugu germ hiicreleri disinda diger tiim hiicrelerde bu

imprintler korunmaktadir (47).

Imprinted genler, insan genomunun sadece % 0.1-1’ini olusturduklar1 halde
kapladiklar1 alanin hakettiginden ¢ok daha fazla ilgi cekmektedir (47). Imprint genin
komsulugundaki diger genler de olaydan etkilenir. Bu etkilenme metilasyonun
bifonksiyonel rolii nedeniyle karsilikli imprinting seklinde ya da komsu genlerin
isbirligi ile ¢alismasi seklinde gerceklesir. Bu nedenle farkli kromozomlarda biiyiime,
gelisme ve canliligi etkileyen imprinted genler “imprinting merkezler” (imprinting
center; IC) kontrolii altinda kiimeler halinde yerlesir ve birlikte kontrol edilir. IC’ler
ayirt edici isaretin olusturulmasi ve bunun gelisim boyunca stirdiiriilmesinden sorumlu
bolgelerdir (48). Bu mekanizmanin etkilenmesiyle olusan hastaliklar ise biiyiime,
gelisme ve metabolizmay etkileyen bir grup konjenital hastaliktan olugmaktadir (48-
51). Ebeveyne 6zgii gen ekspresyon profilinin bozuldugu bu durum, gen regiilasyonu
(6rnegin epigenetik mutasyonlar) ve daha nadir olarak gen kodlayan dizilimdeki

(0rnegin genetik mutasyonlar) degisiklikler nedeniyle olugsmaktadir.

Su ana kadar klinik olarak birgok imprinting hastaligi ( SRS, BWS, Transient
Neonatal Diabetes Mellitus, Psodohipoparatiroidzm tip 1b, Wang sendromu,
Angelman sendromu, Prader-Willi sendromu ve Temple sendromu) tanimlanmistir

(41). Bu grubun Klinik yelpazesinin olduk¢a genis ve bulgularin o hastaliga
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patognomonik olmamasi nedeniyle tani siklikla atlanmaktadir. Bu gruptaki her bir
hastaligin klinik bulgular1 ve spesifik kromozomal boélgelerdeki defektleri ayr1 olarak
tanimlanmasina ragmen ge¢mis bes yil icerisinde bu hastaliklar arasinda birgok klinik
ve molekiiler ¢cakismalar oldugu saptanmustir. Farkli klinik 6zellikler ile tani alan
hastalarda sadece hastaliga 6zgii bolgelerde degil diger kromozomal bolgelerde de
epigenetik bozukluklar oldugu goriilmiistiir. Bu ¢oklu bolge metilasyon sorunlarinin
tamimlanmasi, bu hastaliklarin ayr1 ayr1 degil tek bir klinik antite olarak

degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir.
2.3.3. Uniparental Dizomi (UPD)

Uniparental Dizomi bir ¢iftteki kromozomun iki iiyesinin timiiniin veya bir
parcasinin ayni ebeveynden gelmesi durumudur. Aktarilan kromozomlarin igerik
olarak ayni ya da farkli olmasina goére izodizomi (UPID) ve heterodizomi (UPHD)
olarak ayrilabilir. Kromozom biitiinliigli agisindan incelendiginde ise tiim kromozom
UPD’si (komplet UPD) ya da kromozomun bir pargasina ait UPD (segmental UPD)
olmak iizere yine iki tipi mevcuttur. Yalnizca molekiiler yontemlerle anlasilabilen bu
durumlarin ¢ogunda karyotip normaldir. UPD durumlar1 ve bunlarin fenotipik etkileri

bircok kromozom i¢in tanimlanmustir.

Su ana kadar UPD’ye sebep olan birgok mekanizma tanimlanmistir. En yaygin
bilineni mayotik hatalardir. Mayoz I’de olusan hata heterodizomi, Mayoz II’de olusan
hata izodizomiye sebep olmaktadir. Bunlarin disinda monozomik homologun kendini
eslemesi (‘monosomic rescue’) ya da trizomik homologlardan birinin kaybedilmesi

(‘trisomic rescue’) de etiyolojide rol oynayabilir.

UPD’ler ve fenotipik etkileri birgok kromozom i¢in tanimlanmakla birlikte
birgogu icin anne ya da baba kaynakli UPD’nin klinik 6nemi olmadig: belirlenmistir.
Ancak SRS gibi bazi1 hastaliklarin etiyolojisinde dnemli rol oynadigi ispatlanmustir.
UPD, hiicre boliinmesi sirasinda kromozom dagilimi olasiliklarina bagli olarak farkl
sekillerde karsimiza ¢ikmaya devam eden 6nemli genetik mekanizmalardan biridir.
Imprinted genlerin kromozom lokalizasyonunu arastirmak igin iyi bir kaynak, resesif
genlerin haritalanmasi i¢in bir firsat olusturmasiyla genetik biliminde ©Onemini

korumaktadir. Biiylime gelisme geriligi, bilissel gerilik ve UPD ile de olusabilecek
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Klinik sendromlarda genetik danisma sirasinda verilecek tekrarlama risklerinin

belirlenmesinde var olup olmadigini belirlemek gerekmektedir (52).
2.4. Silver-Russell Sendromu
2.4.1. Tamim

Silver-Russell sendromu (MIM #180860) ciddi intrauterin ve postnatal biiyiime
yetersizligi, tipik yiiz bulgular1 ve viicut asimetrisi ile karakterli klinik olarak oldukga
heterojen bir hastaliktir (10-13). Sendrom ilk olarak 1953’te Silver ve arkadaslari
tarafindan konjenital hemihipertrofi, diisitk dogum agirligi, kisa boy ve artmis idrar
gonadotropinleri olan iki vakada tanimlanmistir (53). Russell ise 1954’te intrauterin
bliylime geriligi, tipik yiiz bulgular1 ve viicut asimetrisi olan bes hasta tanimlamistir
(53). Her iki bilim insami tarafindan farkli klinik ozellikler vurgulanmis olmakla

birlikte tiim klinik tablo 1988 yilinda Silver-Russell Sendromu olarak tanimlanmustir.

Ortak fikir birligi ile kabul edilmis tani kriterlerinin yoklugu ve Kklinik
Ozelliklerin oldukga genis bir yelpazede olmast SRS’yi siklikla olasi bir tan1 haline
getirmektedir. Bu stipheli vakalarin sadece bir boliimii molekiiler tan1 alabilmektedir.
Tipik fenotipik 6zelliklere sahip IC1’de metilasyon azlig1 olan hastalarda genetik test
yapmak i¢in vaka se¢imi daha kolay olmakla birlikte bu durum diger molekiiler
gruplarda ve idiyopatik SRS’de oldukg¢a zordur (11-12). Ayni zamanla ge¢ ¢ocukluk
doneminde yiiz bulgular1 belirginligini yitirdigi i¢in tan1 koymak daha zor bir hale

gelir.

Cesitli arastirma gruplari, genetik test yapilmasi amaciyla vaka se¢imi igin
kullanilabilecek farkli klinik puanlama sistemleri gelistirmistir. Bununla birlikte heniiz
evrensel olarak kabul gormiis klinik tani kriterleri bulunmamaktadir. Su ana kadar
gelistirilmis olanlar da bir arastirma laboratuarinda, o g¢alisma igin segilmis hasta
kohortlarinda, 6zel ilgi alan1 SRS olan klinisyenler tarafindan yapilmig ¢alismalara
dayanmaktadir. Genetik testin temel klinik bilimin bir parcast olabilmesi ig¢in
molekiiler testten fayda gérecek hasta se¢iminin sadece uzman hekimlerce degil, tim
klinisyenler tarafindan yapilmasini saglayan giivenilir kilavuzlar gerekmektedir. Su

ana kadar yapilan ¢alismalarda ¢esitli tan1 kriterleri gelistirilmistir (54). Silver ve
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Russell tarafindan bildirilen hastalardan sonra ilk kez 1994 yilinda Lai ve arkadaslari
tarafindan diisiik dogum agirligi, postnatal boy kisaligi, tipik yiiz goriiniimii, asimetri
ve klinodaktili olarak bes tani kriteri belirlenmis, bunlardan {i¢iiniin varlig1 durumunda
SRS tanis1 konulabilecegi ileri stiriilmiistiir (55). 1999 yilinda hastaligin tani kriterleri
Price ve arkadaglari tarafindan diisilk dogum agirligi, postnatal donemde biiylime
yetersizligi, nispeten normal bas c¢evresi, klasik yiiz bulgulart ve asimetri olarak
tanimlanmis ve dordiiniin varligi durumunda tani1 konulabilecegi belirtilmistir (56). Bu
iki farkli arastirmaci tarafindan belirlenen tani kriterleri, IC1’de metilasyon azliginin
SRS ile iligkili oldugu gosterilmeden onceki doneme denk gelmektedir. 2007 yilinda
Netchine ve arkadaslari ozellikle IC1°de metilasyon azligi olan hasta grubunu
degerlendirme amagli kullanilabilecek tani kriterleri olusturmustur. Zorunlu Kkriter
olarak TUBK belirlenerek iki yasindan sonra kisa boy, rolatif makrosefali, belirgin
alin, asimetri ve beslenme problemlerinin ii¢iiniin varliginda SRS tanisi koyulabilecegi
ileri stirilmustiir (57). Bartholdi ve arkadaslari, sadece IC1 metilasyon azligi degil
mUPD?7 hastalarini1 da degerlendirmek igin kullanilabilen kriterler gelistirmistir. Klinik
ozellikleri; dogum parametreleri, postnatal seyir, asimetri, fasiyel ve diger 6zellikler
olmak tiizere bes gruba ayirmiglardir. Her bir grup i¢inde en az li¢ 6zellik olusturulmus
ve klinik bulgularin varligina gore 0-3 arasi puanlandirma yapilmistir (58). Tim bu
aragtirmalar ile belirlenen tani kriterlerinin diginda, arastirmalara dayanmayan
Birmingham SRS puanlama sistemi gelistirilmistir. SGA, boy kisaligi, goreceli
makrosefali (bas ¢evresinin >1.5 SD) ve asimetri olmak tizere dort kriter belirlenmis

ve iicliniin varliginda SRS tanis1 diisiintilecegi ileri siirtilmiistiir.
2.4.2. Epidemiyoloji

SRS insidansi kullanilan tani kriterlerine bagh olarak farkli ¢alismalarda
1/3000 ile 1/100.000 araliginda seyretmektedir. Ancak hafif klinik bulgulari olan
hastalarin gézden kagmasi, bazi molekiiler gruplarda fenotipik oOzelliklerin ¢ok
belirgin olmamasi, o6zelikle cocukluk doneminden sonra tipik yiiz bulgularinin
belirginligini yitirmesi ve sendromun ¢ok iyi bilinmemesi nedeniyle insidansin daha
yiikksek oldugu diisiiniilmektedir. Kadin ve erkeklerde esit siklikta rastlanir. Siklikla
sporadik olarak goriilmektedir (59).
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2.4.3. SRS’nin Molekiiler Temeli

Genetik faktorlerin etiyolojideki rolii SRS tanili birden fazla ¢ocugu olan
ailelerin gosterilmesi ile belgelenmistir. Vakalarin ¢ogu sporadik olmakla birlikte
hastalarin %19’una varan oranda ailesel bir yatkinlik oldugu Duncan ve arkadaslar
tarafindan gosterilmistir. Ailesel vakalarin biiyiik bir kisminin otozomal dominant
kalitildigint bildirilmistir. Otozomal resesif kalitim sekiz ailede diisiiniilmiis, fakat
bunlarin altisinda klinik tani netlestirilememistir. Bartholdi ve arkadaslari 11pl5
bolgesinde IC1 metilasyon azlig1 olan ilk ailesel vakalar1 yaymlamistir. Ilerleyen
zamanlarda kromozom 7 ve 11’in kisa kolunun kalitimsal dengesizlikleri olan bir¢cok
aile daha saptanmistir. Aslinda ikiz calismalari SRS’ye genetik faktorlerin katkisi
oldugunun giiclii bir kanit1 olmakla birlikte ne yazik ki ikiz ¢aligmalarinin sayisi su

anda yetersizdir (59).

SRS’nin bazi o6zelliklerinin kromozomal hastaliklarda sik goriilen klinik
bulgulara benzerligi olmasi bir¢cok hastada saptanan kromozomal dengesizliklerin
fenotipik Ozelliklerle iliskisi olabilecegini akla getirmektedir. SRS tanisi diisiiniilen
hastalarda bir¢cok farkli kromozomal aberasyon varligi gosterilmekle birlikte tani
kriterlerini tasiyan hastalarda sadece kromozom 7, 11, 15 ve 17 anormallikleri
gosterilmistir. Diger kromozomlarda goriilen aberrasyonlar hastalik i¢in tipik olmayan

klinik bulgular ile iliskilendirilmistir (60).

SRS’nin molekiiler temeli yiiksek oranda heterojenite gdstermektedir. ilk
tanimlanan molekiiler mekanizma hastalarin %10’unda gézlenen kromozom 7’nin her
iki kopyasinin maternal kaynakli oldugu durum olan maternal uniparental dizomidir
(mUPD). UPD birkag mekanizma ile gerceklesebilmekle birlikte en yaygin bilineni
mayotik hatalardir. Bunlarin disinda, ii¢c kromozomal kopyasi olan dollenmis ovumun
normal diploid hale gelmek i¢in bir kopyasin1 kaybetmesi sonucunda geriye kalan iki
kopyanin da ayni ebeveynden gelmesi halinde UPD’ye neden olan bir genetik olay
olan ‘trisomic rescue’ ya da monozomik bir zigot olusumu ve sonrasinda bu
kromozomun duplikasyonun gergeklestigi ‘monosomic rescue’ olarak ifade edilen

mekanizma da etiyolojide rol oynayabilir.
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UPD nedeniyle ortaya c¢ikan hastaliklar da baglica iki mekanizmayla
gerceklesmektedir. Ya resesif allelin homozigositeye rediiksiyonu, ya da imprinted
genlerin ekspresyonunun bozulmasi aberran fenotiplerin nedeni olabilir. SRS fenotipi
ile iligkili olan genler su ana kadar net olarak tanimlanamamistir. Hemen hemen tiim
vakalarda mUPD(7) heterodizomi gozlenmesi nedeniyle trizomi 7 mozaisizminin
etiyolojide rol oynadigi disiiniilmiistir. Bazi1 calismalarda SRS’li hastalarin ne
l6kositlerinde ne de fibroblastlarinda trizomi 7 hiicrelerinin saptanmamasi
muhtemelen, trizomi 7 letalitesi ve bu vakalarda analiz edilen doku sayisinin kisitlilig
ile iligkilidir. mUPD7 ilk kez CFTR gen mutasyonu i¢in homozigot olup biiyiime
geriligi olan bir kistik fibrozis hastasinda gosterilmigtir. Bu ylizden resesif
mutasyonlar SRS fenotipinin nedeni olarak diistiniilebilir, ancak ortak bir izodizomik
segment varligi mevcut degildir. Bu yiizden bu durumun en muhtemel agiklamasi ya
maternal kaynakli biiyiimeyi baskilayan genlerin fazla ekspresyonu ya da paternal

kaynakli bliyimeyi indiikleyen genlerin az ekspresyonudur (61,81-82).

Pegl/ Mest ( mesoderm expressed transcript) geni kromozom 7q32’de yer alan
ve SRS etiyolojisinde rol oynadigi diisiiniilen bir imprinted gendir. Paternal eksprese
edilen (paternally expressed genes- Pegs) sekiz gen igerisinde embriyolarda 6zellikle
de mezodermde en ¢ok miktarda eksprese edilen ve kromozom 7°de ilk tanimlanan
imprinted gendir. Ancak sekans ve metilasyon caligmalari ile heniiz gosterilen bir
kanit yoktur (62,64-67).

Grb10 ( Growth factor receptor-bound protein 10) geni ise kromozom 7p13-
p12.1 bolgesinde yer alan bir imprinted gen olup, insulin receptor (IR) ve insulin-like
growth factor-1 receptor (IGF1R) gibi hiicre yiizeyinde yer alan tirozin Kkinaz
reseptorlerinin mitojenik sinyal yolagina, epidermal growth factor receptor (EGFR)
ve platelet derived growth factor receptor (PDGFR) baglanmasini kolaylastiran
sitoplazmik bir adaptor protein kodlamaktadir. Bu gen, SRS patogenezi i¢in ¢ok giiclii
bir adaydir. SRS hastalarinda goriilen biiyiime geriliginin, Grb10 geninin fazla
ekspresyonu ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte yeri ve ileri
stiriilen fonksiyonuna ragmen, SRS’nin Grb10 imprinting kaybi/fazla ekspresyonu
veya fonksiyon kazanimina neden olan mutasyonlar nedeniyle olduguna dair kesin

bildiriler mevcut degildir (68-71).
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Maternal 11pl5 duplikasyonu tasiyan hastalarin tanimlanmasini, bu
kromozomal bdlgenin epimutasyonlar1 ile ilgili c¢aligmalar izlemis ve 11plS5
epimutasyonlar: tanimlanmistir. Kromozom 11p15.5, imprinting merkezler tarafindan
kontrol edilen iki imprinted gen kiimesi igerir. Diger bir ad1 da farklilasarak metillenen
bolgelerdir (differentially methylated region; DMR). ilki IC1 (DMRI) tarafindan
kontrol edilen IGF2 / H19 domaini, digeri ise IC2 (DMR2) tarafindan kontrol edilen
CDKNI1C / KCNQ1OT1 / KCNQ1l domainidir. SRS’ye neden olan molekiiler
mekanizmalarin gergeklestigi bu bolgeler Sekil 2’de belirtilmistir.

Kromozom 11p15.5 bélgesinde IC1 (DMR1) tarafindan kontrol edilen domain
1’de iki imprinted gen vardir: IGF-2 ve H19. IGF-2 paternal, H19 ise maternal
allelden eksprese edilir. H19 iliskili IC1 paternal kromozomda metile iken maternal
kromozomda metile degildir. IC1°nin maternal kromozomdaki etkisi transkripsiyonel
‘insulator’ modeli ile agiklanabilir. ‘Insulator’, promoter ile enhancer arasinda yer
aldiginda transkripsiyonu engelleyen DNA dizisi olarak tanimlanir. Bir insulator olan
H19 bolgesinin metilsiz oldugu durumda CTCF proteininin bu bolgeye baglanmasi
miimkiin olurken metilasyon bu proteinin fonksiyonunu engeller ve IGF-2
ekspresyonu olusur. CTCF transkripsiyon faktorii olarak calismaktadir. Paternal
kromozomda birinci domain metilasyonu bu baglanmayi ve dolayisi ile dniindeki H19
geninin transkripsiyonunu engeller. CTCF baglanmasinin metilsiz olan maternal
kromozoma 6zgii oldugu gosterilmistir. CTCF baglanmasi ile H19’dan transkripsiyon
baglar. Diger yandan metilsiz IC1, aktif insulator olarak IGF-2 promoter ile enhancer

iliskisini engeller ve IGF-2 ekspresyonunu azaltir.

IGF2 fetal biliylime faktorii ve SRS patogenezi i¢in miikemmel bir adaydir.
Sadece paternal kromozomda ifade edilir. Hastalarin fibroblastlarinda 1GF2
ekspresyonu azalmasmna ragmen serum diizeyleri normal smirlardadir. Serum
diizeylerindeki negatif bulgular nedeniyle IC1 bolgesindeki metilasyon azliginin 1IGF2
salmmmin direkt olarak etkilemedigi, fakat bu bozulmus IGF2 {iretiminin fetusta
muhtemelen bir parakrin etkisinin oldugu diistiniilmektedir. Bu genin, fetal ve erken
cocukluk donemindeki fazla ekspresyonu ile asir1 bilylimeye neden olmas1 ve sporadik
tiimdrlerin biliylik ¢ogunlugu ile iliskisi BWS patogenezinde 6nemli bir rol oynadigini

diistindirmektedir. H19 metilasyon azliginin, bu genin biallelik ekspresyonuna ve
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IGF2 ekspresyonunun ise azalmasina neden olarak biiyiime geriligine neden oldugu

ileri siiriilmektedir (72-74).

H19 evrimsel siiregte ¢ok iyi korunmus bir protein kodlamayan RNA’dir.
Maternal kromozomda ifade edilir. ilk tanimlanan kodlamayan transkriptlerden
olmasma ragmen fonksiyonu hala tam bilinmemektedir. H19’un RNA kodlayan
diziliminin uzaklastirilmasinin IGF2 ekspresyonu {iizerine etkisi yoktur. Bu da
RNA’nin kendisinin fonksiyonel olmadiginin kanmitidir. Bununla birlikte H19un
memeli hayvanlar arasinda ¢ok iyi korunmus bir gen oldugu gercegi heniiz bilinmeyen
onemli fonksiyonlar1 oldugunu gostermektedir. Yakin zamanda yapilmis bir ¢alisma
H19’un, bazi mRNA’larin posttranskripsiyonel downregiilasyonunda primer mikro
RNA prekiirsorii  olarak fonksiyon gordiigiinii  gostermistir  (72-73).  Artmis
ekspresyonunda fetal hayattan baslayan agir bitylime geriliginin goriilmesi, bitylimenin

siirlandirilmastyla iliskili oldugunun kanit1 olarak kabul edilebilir (60-61).

Domain 2’de yer alan imprinted genler olan KCNQ1OT1, KCNQ1 ve CDKN1C
ve IC2 (DMR?2) tarafindan kontrol edilmekte ve kromozom 11p15.5’te sentromerik /
proksimal yerlesmektedir. Burada maternal allel metiledir ve KCNQZ1OT1 sessiz iken,
CDKNI1C ve KCNQ1 eksprese olmaktadir. Paternal allel ise metile degildir ve
CDKN1C ve KCNQL1 ekspresyonu azalirken KCNQ1OT1 ifade edilir.

Kromozom 11p15 duplikasyonlar1 ve mUPDI11 daha nadir molekiiler bulgular
olmakla birlikte IC1 bolgesinde metilasyon azlhigr farkli ¢alismalara gére %40-60
oranla su anda bilinen temel molekiiler degisikliktir. Bununla birlikte, lenfositlere
dayanan rutin tanisal yaklasim, mozaisizmin lenfositler disindaki dokular1 da
etkileyebilmesi nedeniyle bir grup hastay: saptamakta basarisiz olabilir. Ayrica IC1’de
metilasyon azhigmm diizeyi fenotipin ciddiyetini etkileyebilmektedir. IC1
hipometilasyonu saptama oranlar1 farkli calismalarda %19.3 ile %63.8 arasinda
degismektedir. Bu biiyiik farkliliklar kullanilan metodlarin farkliligina bagli olmakla
beraber biiyiik oranda genetik test igin kullanilan tani kriterlerinin gesitliligi ve
farkliligy ile iliskilidir (74).

11p15°deki IC2’nin SRS patogenezinde rolii olup olmadig: hala tartigsmalidir.
IC2 bolgesine sinirli duplikasyonu olan bir hasta bildirildigi i¢in bu bdlgenin de
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etiyolojide rolii olabilecegi disiiniilmiistir. Aslinda tim 11pl5 duplikasyonu
tastyicilarinda her iki IC de etkilenmelidir. IC1’de hipometilasyon saptanan hastalarin
sadece %4’iinde IC2 hipometilasyonu saptanmasi oldukea ilgingtir, fakat bu durum

diizgiin bir metilasyon saglanmadaki genel basarisizlig1 yansitmaktadir (74).

Hemen tiim SRS hastalarinda saptanan 11pl5 epimutasyonunun mozaik
dagilimi, dollenme sonrasi hatayla iliskilendirilebilir. Bu mozaiklik klinik olarak
kendini bir¢ok hastada bulunan hemihipoplazi ile gstermektedir. Ikiz ¢calismalarindan
aliman veriler de bu mozaik dagilimla uyumludur (76-77). Su ana kadar dort
diskordant, bir tane de konkordant monozigotik ikiz bildirilmistir. Diskordant tek
yumurta ikizleri IC1 epimutasyonunu lenfositlerde tasimalarina ragmen etkilenmis
ikizin cilt fibroblastlarinda metilasyon kaybi oldugu gosterilmistir (78-79). BWS
ikizlerinde de benzer bulgulara rastlanmigtir. Sonugta IC1 ve IC2 epimutasyonlarinin
dollenme sonrasi meydana gelmesi, SRS ve BWS tanili ikizlerin birbiriyle
uyumsuzlugunu agiklamaktadir. Tim bu farkli durumlardan alinan veriler, aberran
metilasyon mozaikliginin fertilizasyon sonrast olusan epigenetik hatadan
kaynaklandigin1 ve imprinted bolgelerdeki metilasyon sinyallerinin korunmasini

etkiledigini gostermektedir (80-82).
2.4.4. SRS’deki Molekiiler Degisiklikler

SRS’de ilk tanimlanan molekiiler mekanizma olan mUPD(7) hastalarin
yaklasik %7-10’unda bulunur. Bu hastalardaki SRS fenotipinin en muhtemel
aciklamasi kromozom 7°deki imprinted genlerin bozulmus ekspresyonudur. mUPD(7)
genellikle biliytime geriligi ve SRS fenotipik 6zellikleri ile uyumlu olmakla birlikte
paternal UPD(7)’de bu bulgulara rastlanmaz. Kromozom 7p32’°de yer alan Pegl/ Mest
ve 7p13-p12.1 bolgesinde yer alan Grbl0 imprinted genleri suglanmakla birlikte
patofizyolojideki rolii kanitlanmamistir. Sonu¢ olarak maternal kaynakli biiylimeyi
baskilayan genlerin fazla ekspresyonu ya da paternal kaynakli biiyiimeyi indiikleyen

genlerin az ekspresyonu nedeniyle SRS gelistigi diisiiniilmektedir.

Yakin zamanda gosterilmis olan ve SRS’de farkli ¢alismalara gore hastalarin
%35-60"1nda goriilen molekiiler degisiklikte, birinci domain’de paternal allelin

metilasyonunun kaybi nedeniyle normalde paternal allelde eksprese olan IGF2
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ekspresyonunun kaybir ve normalde sessiz olan H19 ekspresyon paterni gelisir (Sekil
2B). Hastalarin %1’inden azinda ise selektif IGF2 veya H19 metilasyon kaybi
saptanmaktadir. Kromozom 11p15.5 bolgesindeki imprinted gen kiimelerinde m(UPD)
SRS’li hastalarin %1-2’sinde bulunur. Bu hastalarda kromozom 11p15.5 i¢in iki
kopya maternal allel bulunurken bu boélge igin paternal allelin katkist yoktur. Yani

mUPD nedeniyle her iki domainde biallelik maternal ekspresyon profili olusur.

Hastalarin yaklasik %4’tiinde maternal 11p15.5 segmental duplikasyonu
nedeniyle bir kopya paternal ekspresyona karsilik iki kopya maternal ekspresyon
paterni gosteren imprinted domain olusmasi da gézlenen mekanizmalardan biridir. Bu
hastalarin  higbirinde sentromerik IC1’de KCNQ1OT1 geninde metilasyon
degisikliklerine rastlanmamakla birlikte bazi1 hastalarin lenfosit ve fibroblastlarinda
parsiyel metilasyon azlhigr oldugu goriilmiistir. Dolayisiyla H19 gibi maternal
ekspresyonu olan biiyiime baskilayici genlerin ekspresyonu artarken IGF-2 basta
olmak lizere paternal eksprese olan biiylime diizenleyici genlerin ekspresyonu kaybi
olur (Sekil 2B). Ilaveten, bu bolgedeki metilasyon azligmin diizeyinin klinik

bulgularin agirlig ile iliskili oldugunu iddia eden galismalar mevcuttur.

Ikinci domain’deki metilasyon bozukluklarinin etiyolojide rolii olabilecegine
dair kanitlar sadece vaka raporlar1 ile sinirli olmakla birlikte SRS’1i hastalarin %1-
4’inde ikinci domain’de maternal kopyanin metilasyonunun kaybi nedeniyle
normalde maternal allelde sessiz olan KCNQ1OT1 eksprese olur ve CDKNI1C ve
KCNQ1I’in maternal ekspresyonunun  kaybi gergeklesir. Bu mekanizma ile
gerceklesen intrauterin biiylime geriliginin, hiicre ¢ogalmasi ve biiylime geriliginin
negatif diizenleyicisi olan CDKN1C veya PHLDAZ2 geninin artmis ekspresyonu ile

meydana geldigi gosterilmistir.

H19 normal metilasyonu ile birlikte kromozom 6g25-q27 bolgesinde yer alan

IGFR2R hipermetilasyonu da yine nadir goriilen mekanizmalardan biridir.

7 ve 11 disinda kromozom 1, 8, 15 ve 17°de de SRS icin aday olabilecek
bolgeler yer almaktadir. Bunlarin daha iyi anlasilabilmesi i¢in bu molekiiler

diizensizliklerin daha fazla sayida gosterilmesi gerekmektedir.
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Hastalarin ~ yaklagik  %30-40’mda  SRS’nin = molekiiler  etyolojisi
belirlenememistir. Bu grupta mozaisizm nedeniyle aslinda dokuda var olan metilasyon
azlig1 lenfositlerde gosterilemeyen, diger bolgelerde metilasyon diizensizlikleri (Sekil

1) ya da hala tanimlanmamis baska mekanizmalar1 olan hastalar yer alabilir.

DNA replikasyonu ve imprinting
basarisizlig1 i¢in semikonservatif
metod

l

AN

Rastgele kromozom ayrilmasi

|

Dokuya 6zel epigenotip

Sekil 1. Embriyogenez sirasinda imprinting bozuklugu varliginda dokuya 6zgi
epigenotip olusum mekanizmalar. I¢i dolu semboller normal metillenmis
kromozomlari, bos olanlar ise imprinting bozuklugu nedeniyle metillenmemis

kromozomlar1 temsil etmektedir.
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Sekil 2.1. Kromozom 11p15.5 iliskili Silver-Russell Sendromu- Imprinting Cluster
(IC) sematik gosterimi (75)

PAT | COKNIC | KCNQ1 - _m| H19 |

74 4 ic1
Ic2
Domain 2 Domain 1
XCNQIOTY // i1

IC2

Sekil 2A. Kromozom 11p15.5’deki IC fonksiyonel olarak iki domain’e ayrilir.

Domain 1. Bu bdlgenin diizensizligi 11p15.5 iligkili SRS’ye neden olur. Bu bolgede
iki imprinted gen vardir: IGF-2 ve H19. H19 iliskili IC1 paternal kromozomda metilli
iken maternal kromozomda metilsizdir; bu yiizden IGF-2 paternal, H19 ise maternal

allelden eksprese edilir.

Domain 2. CDKN1C, KCNQ1 ve KCNQ1OT1 basta olmak tizere birgok imprinted gen
igerir. Normal durumda, ikinci domainde maternal allel metiledir ve  KCNQ1OT1
sessizdir. Bu sayede CDKN1C ve KCNQL1 eksprese olabilir. Paternal allel ise metile
degildir ve KCNQZ1OT1 ekspresyonu nedeniyle CDKN1C ve KCNQ1 sessizdir.
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1. Paternal kromozomdaki [C1'de metilasyon kaybt |

PAT [ coknic | | xewan | o [ er2 | h_
// 1
«2

Domain 2 Domain 1
/77 =
2. Maternal [pl55 i igeren segmental duplikasyon
’/ i
Domain 2 Domain 1
/ / Kl

B - atenal ckspree olan gen | | =] Paternal eksprese olmayan gen m =| Metillenmis alanlar
- =|Matenal eksprese olan gen : =| Maternal eksprese olmayan gen r" Transkripsiyon yonii

Sekil 2B. SRS’ye neden olan iki imprinting bozuklugu 6rnegi

1. Paternal IC1’de metilasyon kaybi sonucu H19 ekspresyonu ve IGF-2 ekspresyonu

azhig

2. Maternal 11p15.5 segmental duplikasyonu

SRS’de goriilen molekiiler bozukluklar ve izlenmesi gereken tan1 yontemleri

Tablo 2.2’de verilmistir.



Tablo 2.2. SRS’de goriilen molekiiler bozukluklar ve tani yontemleri (9)
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SRS Genetik Test metodu | Mutasyon / Genetik
molekiiler tipi | mekanizma Genetik mekanizmanin
diizensizlikler | yiizdesi
Kromozom Paternal Metilasyon Paternal %35-50
11p15.5 iliskili | kromozomda IC1°de | analizi IC1°de
SRS metilasyon kayb1 metilasyon
azlig1
Maternal 11p15.5 Delesyon/ 11p15.5 %1-4
duplikasyonu duplikasyon | duplikasyonu
analizi
Kromozom?7 | UPD UPD analizi | Kromozom 7 %7-10
iligkili SRS (maternal) (farkl maternal
metodlar) dizomi
Delesyon/ Delesyon/ Kromozom 7 Nadir
duplikasyon duplikasyon | anomalileri

analizi
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2.4.5. Klinik Bulgular
2.4.5.1. Bilyiime

SRS’li hastalarda siklikla intrauterin hayatin ortalarinda baslayip, sonrasinda
boy kisalig1 ile sonuglanan bir biiyiime geriligi goriiliir. Bliytime hizi normal olmakla
beraber esas problem boy kisaligi ve ¢ok diisiik viicut kiitle indeksidir. Term
bebeklerde dogum agirligi genellikle 1900-2000 gram civarindadir. Hastalarin biiyilik
bir kisminda dogum kilosuna ilaveten degerlendirme anindaki viicut agirligiyla boyu
yasa ve cinsiyete gore iki SD’nin altindadir. Boy uzunlugu dort yas civarinda
normalden ii¢ ile dort SD asagidadir. Kemik yasi da genellikle gecikmistir. Yine de
biiyiime parametrelerinin etkilenme siddeti arasinda ciddi farkliliklar vardir. hGH
tedavisi almamig SRS tanili yetigkin erkeklerin boyu ortalama 151.2 cm iken
kadinlarin ise 139.9 cm’dir (61,83-84). Bazi hastalar tedavisiye ragmen normal boya
ulagamamaktadir. Hastalarin bir kisminda normal alt-iist segment oraniyla birlikte
boya gore kisa kula¢ uzunlugu saptanmasina ragmen genellikle orantil1 bir biiyiime
beklenir (85-88). Plasental yetmezlige bagli IUBK gelisen hastalarm aksine gogunlugu
dogum sonras1 donemde biiyiime egrisini yakalayamazlar. Ge¢ ¢ocukluk doneminde
yasitlarini yakalayan hastalarda klasik SRS disinda baska durumlarin varligr akla
gelmelidir. Hastalarda orantili boy kisaligina normal sinirlarda bas ¢evresi uzunlugu

eslik etmektedir.

Etkilenen kismin biiylime azligina bagl olarak gelisebilen hemihipotrofi,
ekstremite uzunlugunda asimetriye neden olabilmektedir. Bunun diginda gévde ve
yiizii de etkileyebilen asimetri hastalarin {i¢te birinde goriilmektedir. Ekstremiteler
arasindaki uzunluk farki en fazla iki buguk cm olmakla birlikte eriskin cagda
genellikle iki cm’dir. Cocukluk déneminin ilerleyen zamanlarinda veya erigkin

donemde bu farkta bir degisiklik olmamaktadir (6-13).

Biiytime geriliginin mekanizmasi yapilan ¢alismalarda tam olarak
aydinlatilamamistir. Hastalarin biiytik bir kisminda hGH eksikligi varligi
gosterilmistir. IC1°de metilasyon azlig1 saptanan hastalarda biiyiime geriliginin ¢ok
Onemli bir prenatal biiylime faktorii olan IGF-2 iiretiminin azalmasi ile iligkili oldugu

diisiiniilmektedir. Saglikli kontrollere gore bu epimutasyonu tasiyan hastalarin
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fibroblast kiiltiirlerinde daha az miktarda IGF2-mRNA oldugu gosterilmistir. 1C1
metilasyon durumunun, 6nemli bir fetal ve postnatal biiyiime faktorii olan IGF-1
regiilasyonunda etkisi olmadigi diistiniilmektedir. IGF-1 biiyiime ve gelismede rolii
olan 6nemli bir protein molekiilidiir. IGF-1 ve IGF-2 biyolojik etkilerini IGF-1R
aracilig1 ile gostermektedir. Yakin zamanda, IGF2/H19 metilasyon azlig1 bulunan
hastalarin kisa boy ve diistik kilolara ragmen IGF-1 ve IGFBP-3 diizeylerinin
yiiksekligi IGF-1 direnci varhigimi diisiindiirmektedir. Bu durumun aksine mUPD7
olan hastalarda ise boy ve kilolarina gore diisiik IGF-1 diizeyleri oldugu goériilmiistir.
Su ana kadar SRS tanil1 hastalarda IGF-1 reseptor (IGF-1R) defekti bildirilmedigi i¢in
biiyiime geriligi patogenezinde rol oynadigi diisiiniilmemektedir (89-93).

2.4.5.2. Kraniyofasiyal bulgular

SRS tanili hastalarda belirgin alin ve dar ceneyle karakterli liggen yiiz
goriiniimii, asag1 doniikk agiz kenarlari, diisiik yerlesimli kulaklar, géz ve dis
anomalileri gibi karakteristik yiiz bulgulari olabilir. SRS’li hastalarin yiiz bulgular
siklikla ¢ocukluk doneminden sonra hafifler, bu yilizden etkilendigi diisiiniilen

adolesan ve erigkin hastalarin erken ¢ocukluk ¢agindaki fotograflarini degerlendirmek

yararli olur (6,56-60,83).
2.4.5.3. Diger konjenital anomaliler

Biiytime ve gelisme geriliginin yani sira Pierre-Robin sekansi, yarik damak,
bifid uvula, mikrodonti, yliksek damak, rolatif mikrognati ve kii¢lik agiz yapisina
ikincil gelisen dis bozukluklar1 gibi anomaliler hastalarin az bir kisminda

goriilmektedir (94-95).

Hipospadias ve kriptorsidizm en sik goriilen genitotiriner problemler arasinda
olmakla birlikte hidronefroz, renal tiibiiler asidoz, posterior iiretral valv ve atnali

bobrek gibi renal anomaliler de goriilmektedir (96).
2.4.5.4. Beslenme problemleri

Erken c¢ocukluk doneminde beslenme problemleri SRS’nin temel

ozelliklerinden biridir. Aileler siklikla dogumdan itibaren olan emme ilgisizlii ve
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istah yoklugundan sikayet ederler. Hastalarin %34’linde gastrodzefageal reflil,
%?25’inde 6zefajit, %32’sinde beslenmeye kars1 isteksizlik bildirilmistir (6). Baska bir
calismada beslenme problemlerinin %86 oranla en sik goriilen 6zellik oldugu
belirtilmistir. Hastalarin bir¢ogunda nazogastrik ya da gastrostomi tiipiiyle beslenme
ihtiyac1 olmaktadir. Bu problemler zamanla birkag yil i¢inde diizelme egilimi gosterir.
Istahlarinda belirgin degisiklik olmamakla birlikte okul ¢agina geldiklerinde genellikle

normal beslenme egilimi gostermeye baslamaktadir (97).
2.4.5.5. iskelet anomalileri

SRS tanili hastalarda iskelet sorunlar1 genellikle alt ekstremite uzunlugu ve ¢ap
farklilig ile sinirli olmakla birlikte besinci parmakta klinodaktili en sik tanimlanan
iskelet anomalilerinden birini olusturmaktadir. Metakarp ve falanks problemleri,
skolyoz, ayak parmaklarinda sindaktili ve gelisimsel kalca displazisi de bu hastalarda
nadir gozlenen iskelet bulgular1 arasindadir. SRS’den etkilenen hastalarin yaklagik
%20’sinde terminal interfalangeal eklemlerde gelisen artrogripozisle birlikte jeneralize
kamptodaktili goriilebilmektedir. Yine hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda kemik yasi
geridir. Alt ekstremite uzunluk farki olan bazi hastalara ekstremite uzatma, gelisimsel

kalga displazisi olanlara ise pelvik ve/veya femoral osteotomiler yapilmaktadir (98).
2.4.5.6. Gelisim problemleri

Biiylime ile ilgili sorunlara ilaveten biligsel gelisim SRS tanili hastalarin
ailelerinin en ¢ok merak ettikleri konularm basinda gelmektedir. ik yapilan
caligmalarda normal zeka gelisimi olduguna dair bir¢ok veri olmasina ragmen son
yillardaki yayinlarda SRS tanili hastalarin hem gelisme geriligi (motor ve biligsel
gelisim), hem de 6grenme problemleri agisindan ciddi risk altinda olduklarina dair
birgok kanit mevcuttur (6,13). Lai ve arkadaslari tarafindan yaslar1 alt1 ile 12 arasinda
degisen SRS tanili 20 hastanin degerlendirildigi bir calismada ortalama ‘Intelligence
quotient” (IQ) 86 olarak bulunmustur. SRS tanili 36 hastanin katildigi Noeker ve
arkadaslarinin yaptig1 farkli bir calismada ise ortalama 1Q diizeyleri 95.7 iken
kardeslerinin 104.2 olarak saptanmistir. Yine ayn1 ¢alismada biligsel gelisimin dogum
boyu, dogum kilosu, hGH tedavisi, fenotipik bulgularin agirligi ya da cinsiyet ile
iliskili olmadig1 gosterilmistir. Global gelisme geriligi hastalarin yaklasik {icte birinde
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mevcuttur. Erken donemde motor gecikme olduke¢a sik goriiliir ve bu durum bebeklik
doneminde nispeten biiylik bas ¢evresi ve diisiik kas kiitlesinin etkisine

baglanmaktadir.

Konugma gecikmesi de nispeten sik goriilen bulgulardandir. Davranis
problemleri genellikle nadir ve hafiftir. Literatiirde iki hastada otistik regresyon
bildirilmistir (6,13,100-102).

2.4.5.7. Fazla terleme ve hipoglisemi

Ciltalt1 yag dokularinin azligi, oldukca zayif ve istahsiz olmalar1 hipoglisemi
acisindan risk altinda olmalarinin sebepleri arasindadir. Zayif istahlar1 ve beslenme
azligina ikincil olarak diisiik miktarda kalori alimi, kas kiitlesi azlig1 ve bir¢ok hastada
mevcut olan hGH eksikligi hipoglisemi gelisimini agiklamaktadir. Fazla terleme gibi
hipoglisemi belirtileri bir¢ok hastada gozlenmekle birlikte bazi hastalar hipoglisemi
ataklarin1 asemptomatik atlatmaktadir. Terleme hipoglisemi ile iligkilendirilmis olsa

da hipoglisemi olmadan da goriilebilmektedir (6,13,103).
2.4.5.8. Myoklonus-distoni

mUPD(7) olan hastalarin myoklonus-distoni gelisimi agisindan risk altinda
oldugunu gdsteren ¢alismalarin sayisi artmaktadir. Bu hastalik kromozom 7q21°de yer
alan paternal kaynakli imprinted bir gen olan & -sarcoglycan ( SGCE) mutasyonlari ile
iligkilidir. Genellikle erigkin dénemden once hafif distoni (servikal distoni veya
‘writer’s cramp’ gibi) ve/veya 6zellikle kol veya aksiyal kaslarda myoklonik atimlar
gelismektedir. Yakin zamanda yapilan bir calismada mUPD(7) olan hastalarin
%15’inde benzer sikayetler oldugu goriilmistiir (6,13,104).

2.4.6. Yardimaa Ureme Teknikleri (Assisted Reproductive Techniques;
ART)

Yakin zamanda yapilan bir¢ok ¢alismada yardimer tireme teknolojisi ile olusan
gebeliklerde Beckwith-Wiedemann Sendromu ve Angelman Sendromu gibi imprinting
hastaliklarinin sikliginin arttig1 gosterilmistir. Ancak bu ¢alismalar da temel olarak

vaka raporlarina dayanmaktadir. Mevcut bilgilerimizle SRS ve ART arasinda, diger
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imprinting hastaliklarina benzer sekilde iliski kurmak olanakli degildir. Su ana kadar
bildirilen ART vakalar1 Tablo 2.3’te verilmistir. ART sonrasi dogdugu bildirilen 13

hasta mevcuttur. Bu hastalarin iigiinde molekiiler veriler mevcut olmayip diger

hastalarin 9’unda 1C1’de metilasyon azlig1 saptanmistir. Diger hastada ise MEST

lokusunda metilasyon kazanimi varligi goriilmiistiir. Bununla birlikte SGA, ART

sonrasinda oldukga sik bir bulgu olup imprinting defektlerinin bu gézleme katkisi

oldugu ileri siirtilmektedir.

Sonug olarak az sayida hasta ile yapilmis kisith sayida ¢calismada SRS

sikliginin da arttig1 farkedilmekle birlikte iliskili oldugunu sdyleyebilmek i¢in daha

fazla sayida ¢alisma yapilmasi gerekmektedir. Bu artisin nedeni tam olarak

bilinmemekle birlikte embriyo kiiltiirii etkisi veya infertilite ile iliskili olabilmektedir

(105-115).

Tablo 2.3. ART ile iligkili oldugu bildirilen SRS vakalar (77)

Hasta Cinsiyet | Gebelik | Konsepsiyon Fenotip Molekiiler data
Svensson kiz tek IVF/ICSI Tipik ?
(2005)-1
Svensson kiz tek IVF/ICSI Tipik ?
(2005)-2
Bliek (2006) kiz tek IVF/ICSI* Benzer IC1°de metilasyon
(pre/postnatal azlig
biliylime geriligi
Kagami (2007) | kiz ikiz IVF Tipik MEST parsiyel
metilasyon fazlalig
Galli- kiz tek IVF Tipik ?
Tsinopoulou +(mezokardi ve
(2008) klitoral biiyiime)
Douzgou erkek tek IVF Tipik IC1°de metilasyon
(2008) azligl
Chopra (2012) | kiz ikiz IVF/ICSI Tipik IC1°de metilasyon

azlhigt
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Hiura (2012)-1

IVF

Tipik

IC1, ZNF597
metilasyon azlig1

PEG1, PEG10,
GRB10 metilasyon
artis1

Hiura (2012)-2

IVF

Tipik

IC1’de metilasyon
azlig1

Hiura (2012)-3

IVF

Tipik

IC1’de metilasyon
azlig1

PEG1 metilasyon
artis1

Hiura (2012)-4

IVF

Tipik

IC1’de metilasyon
azlig1

PEG10 metilasyon
artist

Hiura (2012)-5

IVF

Tipik

IC1’de metilasyon
azlig1

GRB10 metilasyon
artist

Cocchi (2013)

kiz

ikiz

IVF

Tipik

IC1’de metilasyon
azlhigt

*: intracytoplasmatic sperm injection

2.4.7. Epigenotip-Fenotip Tliskisi

SRS’nin etiyolojisindeki molekiiler farkliliklarin klinik bulgular tizerindeki

etkisini aydinlatmak amaciyla birgok ¢alisma yapilmustir (6,13,57-59,116-124).

MUPDY7 saptanan hastalarla yapilan ilk ¢alismalarda bu hastalarin daha hafif bir

fenotipi oldugu gosterilmistir. Ciddi beslenme problemleri, konusmada gecikme ve

asir1 terleme gibi 6zellikler nispeten sik olmakla birlikte tipik yiiz goriiniimii ve

asimetri bu grupta daha az goriilmektedir. Birinci domainde metilasyon kaybi olan

gruptaki hastalar ise TUBK, boy kisaligy, tipik kraniyofasiyel 6zellikler ve bircogunda

olan asimetri ile daha tipik bir fenotipe sahiptir. Ancak bu iki molekiiler grubu, klinik

ozelliklere gore agikga ayirt etmek olanaksizdir (6,13,57-59,116-118).
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Bazi caligmalar fenotip agirliginin metilasyon azlig1 derecesiyle iliskili
olabilecegini ileri siirmiis Olsa da bu durum tam olarak netlik kazanmamstir. Bruce ve
arkadaglar1 Hpall veya Notl gibi metilasyona duyarl restriksiyon enzimleri yardimi ile
H19 metilasyon diizeyini 6lgiip fazla hipometilasyon, orta hipometilasyon ve normal
metilasyon olarak siniflandirma yaparak bu hastalarda klinik 6zellikleri
degerlendirmisler. Birinci domainde fazla metilasyon kaybi SRS tanili hastalarda, orta
diizeyde hipometilasyon kayb1 veya mUPD7 olan hastalara gore daha yiiksek oranda
ekstremite asimetrisi, mikrognati ve iskelet sorunlari (anormal yiiksek lomber
vertebra, lomber hareket azlig1, radiohumeral dislokasyon, farkli el ve ayak
anomalileri, sindaktili ve skolyoz) oldugu gosterilmistir. Bunlar disinda kizlarda
Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser sendromu es degeri olan konjenital uterus ve {ist
vajina aplazisi, erkeklerde ise kriptorsidizm ve testikiiler agenezi fazla metilasyon

kaybi olan grupta bildirilen diger sorunlardandir (117).

Klinik bulgularin ¢ok genis bir yelpazede olusu agisindan olasi agiklamalar;
birinci domainde metilasyon kaybinin doku mozaisizmi igermesi, H19 veya IGF2’de

secici metilasyon azligi, ¢oklu imprinting bolgesinin metilasyon kaybi olabilir (122).

SRS’den etkilenmis hastalarin biiyiik bir kisminda dogum kilosu ve boyu iki
SD’nin altindadir. Plasental yetmezlige bagli [UBK hastalarinin aksine dogum sonrast
donemde biliyiime hizin1 yakalayamazlar. Bazi ¢aligsmalara gore biiyliime
parametrelerinin etkilenme derecesi konusunda farkli molekiiler gruplar arasinda
farkliliklar vardir. Bu ¢alismalarda mUPD7 saptanan hastalarla kiyaslandiginda birinci
domainde metilasyon azlig1 olan grupta dogum agirliginin daha diisiik, dogum

boyunun ise daha uzun oldugu saptanmistir (123,124).

Ucgen goriiniimlii yiiz, alin belirginligi, asag1 doniik agiz kenarlar1 ve
mikrognati tipik 6zelliklerdir. Goreceli makrosefali ve frontal ¢ikintinin birinci
domainde metilasyon azlig1 olan hastalarda daha sik olmasi, bu hastalarin daha
karakteristik bir yiiz goriiniimii olmasin1 agiklamaktadir. Uggen yiiz goriiniimiine ise
mUPDY7 olan hastalarda daha sik rastlanmaktadir. Ancak hastalarin bir kisminda bu
bulgularin ¢ogunlugu saptanmayabilir. Yagla birlikte tipik yiiz goriinlimii bulgular
daha az asikar bir hale gelir. Biiyiik ¢ocuklarin erken bebeklik fotograflarina bakmak

fikir verici olabilir.
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Asimetri govde, yiiz ve/veya ekstremiteleri etkileyebilmekle birlikte hastalarin
ticte birinde goriilmektedir. Yetigkin yasta alt ekstremitede uzunluk fark: yaklasik iki
cm’dir (6,13). Asimetri, birinci domainde metilasyon azlig1 olan grupta daha sik
goriilmektedir ve bu durum doku seviyesinde metilasyon azlig1 a¢isindan mozaikligi

yansitiyor olabilir.

Beslenme problemleri erken ¢cocuklukta SRS’den etkilenmis hastalarda 6nemli
problemlerden biridir. Aileler siklikla ¢ocuklarinin emme isteksizliginden ve
istahsizligindan yakinir. Yapilan bir ¢calismada beslenme problemlerinin %86 oranla
en sik karsilasilan klinik bulgu oldugu gosterilmistir (6,13). Bu problemler hayatin ilk
birkag¢ yili igerinde gitgide diizelir. Okul ¢agina geldiklerinde istahlar1 oldukca az
olmakla birlikte normal beslenirler. Beslenme sorunlar agisindan farkli molekiiler

gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur (6,13).

Hastalarin iigte ikisinde 6zellikle bebeklik doneminde asir1 terleme ve bazi
hastalarda hipoglisemi bildirilmistir. Ancak iki temel molekiiler bozukluk olan grup

arasinda bu a¢idan anlamli bir fark saptanmamustir (6,13).

Entellektiiel disabilite, SRS’den etkilenmis hastalarin {i¢te birinden ¢ogunda
bildirilmistir (6,13). Global gelisme geriligi genellikle hafiftir ve ¢cocukluk déneminin
sonuna kadar agikar hale gelmeyebilir. mUPD7 olan hastalarda gelisme geriligi ve
konusmada gecikme daha sik oldugu i¢in 6zel egitim alan hastalarin sayisi bu

molekiiler grupta daha fazladir.

Konjenital anomaliler bu hastalarin oldukga az bir kisminda gosterilmistir.
Yarik damak, konjenital kalp hastaliklari, genitotiriner anomaliler ve ekstremite
defektleri bunlarin bir kismidir. Hastalarin yaklasik %20°sinde yaygin kamptodaktili
olmakla birlikte diger eklem kontraktiirleri ile birlikte besinci parmakta klinodaktili
normal popiilasyona gore oldukea siktir. Klinodaktili dahil tiim bu anomaliler birinci

domainde metilasyon azlig1 olan grupta daha sik goriillmektedir (6-13).

Tablo 2.4’te SRS’de epigenotip-fenotip korelasyonu gosterilmistir.
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KLIiNiK OZELLIiKLER

MOLEKULER ETiYOLOJIi

ASIMETRI

mUPD?7 (daha az siklikta)
IC1’de metilasyon kayb1 (en sik)

BUYUME GERILIiGi
DOGUM AGIRLIGI < -2SD

IC1°de metilasyon kaybi (en sik)
mUPD7 (en sik)

BOY <-28D
ROLATIF MAKROSEFALI mUPD7 (en sik)
GELISIM
I.GLOBAL GELiSME GERILIiGi mUPD7 (en sik)
ILKONUSMA PROBLEMLERI IC1’de metilasyon kayb1 (daha az siklikta)
BESLENME PROBLEMLERI mUPD?7 (en sik)

IC1’de metilasyon kayb1 (daha az siklikta)
ASIRI TERLEME mUPD? (en sik)

IC1’de metilasyon kayb1 (daha az siklikta)
KONJENITAL ANOMALILER IC1°de metilasyon kaybi (en sik)

mUPD?7 (daha az siklikta)

MYOKLONUS-DiSTONi

mUPD7

KRANIYOFASIYEL OZELLIKLER
UCGEN YUZ

ALINDA BELIRGINLIK
MIiKRO/RETROGNATI

KULAK ANOMALILERIi

mUPD?7 (en sik)/ IC1°de metilasyon azligi
mUPD?7 / IC1’de metilasyon azlig1 (esit)

mUPD?7/ IC1°de metilasyon azlig1 (en sik)
mUPD7 (en sik)/ IC1°de metilasyon azlig1

5. PARMAKTA KLIiNODAKTILI

IC1°de metilasyon kaybi (en sik) / mUPD7
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2.4.8. Tam ve Aile OyKkiisii
2.4.8.1. Aile Oykiisii ve Klinik Tam

SRS genetik ve klinik olarak olduk¢a heterojen bir hastaliktir. Etkilenmis
bireylerin ¢ogunda sporadik goriiliir. Literatiirde otozomal dominant, otozomal resesif
ve X’e baglh kalittm modeli olan vakalar bildirilmistir. Ayrica hem konkordant hem
diskordant ikizler bildirilmistir. Ailesel vakalarin biiyiikk bir kisminda da de novo
otozomal dominant kalitim goriilmektedir. Su ana kadar otozomal resesif kalitim
gosteren sadece birkag vaka vardir. Kardeste tekrarlama riski ¢ok diisiik oldugu i¢in
diger kalitim sekilleri g6z 6niinde bulundurulmalidir. Bu durum ebeveynlerden birinde

imprinted gen veya IC’de bir mutasyon varliginda s6z konusu olabilir (53,99).

IC1°de metilasyon kayb1 gibi molekiiler degisikliklere bagli SRS’de, hastanin
cocugunda tekrarlama riski germ hiicrelerindeki imprint normalse diisiiktiir.
mUPD7’ye bagli SRS’de de hastanin ¢ocugunda tekrarlama riski diisiiktiir, ancak bu

konuyla ilgili veriler yeterli degildir.

Su ana kadar Netchine, Bartholdi, Eggermann ve Wakeling tarafindan yapilan
farkli  ¢alismalardan edinilen verilere dayanarak tanisal amagh kriterler
olusturulmustur. Asagidaki kriterlerden {i¢ major veya iki major ve iki minor kriter

olmasi durumunda SRS klinik tanis1 konulmaktadir:
Major Kkriterler
1. Intrauterin biiyiime kisithlig1 / gebelik yasma gore diisiik dogum agirligt
2. Postnatal boy kisaligi
3. Normal bag ¢evresi uzunlugu (3-97 persentil)
4. Ekstremite, govde ve /veya yliz asimetrisi
Minor Kkriterler

1. Normal {iist-alt segment oranina eslik eden kisa kulag
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2. Besinci falanksta klinodaktili

3. Uggen yiiz goriiniimii

4. Frontal belirginlik

Destekleyici kriterler

1. Cafe au lait lekeleri /pigmentasyon degisiklikleri

2. Genitoiiriner anomaliler (kriptorsidizm, hipospadias)
3. Motor, dil ve/veya bilissel gerilik

4. Beslenme bozukluklari

5. Hipoglisemi

2.4.8.2. Molekiiler tam

SRS molekiiler tanisi, kromozom 11p15°teki IC1 ile kromozom 7’nin uzun ve
kisa kolunun bilinen imprinted bolgelerini saptayabilen metilasyona duyarli
yaklasimlar ile konmaktadir. Bu amagcla, oncelikli tercih edilen yontem olan MS-
MLPA ile kromozom 11p15°de farkli lokuslardaki metilasyon bozukluklar1 ve kopya
sayist degisiklikleri saptanabilir. Bu yontemle her iki IC’deki metilasyon sorunlarina
ilaveten bu bolgenin duplikasyon ve UPD’leri de tanimlanabilir. Mozaisizm nedeniyle
baz1 hastalardaki metilasyon degisiklikleri atlanabilir. Eger klinik sliphe ¢ok gii¢lii ise
farkli bir hiicrede molekiiler tetkik yapilmasi Onerilebilir. MS-MLPA’dan sonra
dogrulama amacli ikinci bir teste genellikle ihtiya¢ olmamakla birlikte kromozom
11pl5 bolgesinin delesyon, duplikasyon ve UPD’leri mikrosatellit analizi veya
kantitatif PCR ile gosterilebilir (9).

MS-MLPA yontemi ile kromozom 11°de bir diizensizlik bulunmazsa,
literatiirde 6zellikle kromozom 7’nin uzun kolunun segmental UPD’si olan birgok
hasta bildirildigi i¢in sirasiyla 7p13 ve 7q32°deki lokuslar i¢cin UPD7 analizleri

kullanilmalhidir. Pozitif bir sonu¢ elde edilmesi halinde mUPD7’yi dogrulamak ve
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izole imprinting bozuklugu ve delesyonlar1 diglamak igin mikrosatellit analiz

yapilmasi gerekir.

Bu iki bolgenin molekiiler analizlerinin normal bulunmasi halinde
submikroskopik kromozomal diizensizliklerin ortaya konmasi i¢in karyotip analizi

yapilmasi Onerilir.
2.4.8.3. Prenatal tani

Genellikle tek bir aile bireyinde goriilmesi nedeniyle diger gebeliklerde artmis
bir riskten bahsetmek olanakli degildir. Bu yiizden prenatal tan1 su anki mevcut

bilgilerimizle miimkiin degildir (125-127).

Fetal US ile ITUBK saptanan gebeliklerde, amniosentez ile elde edilen fetal
hiicrelerde 1C1’de metilasyon kaybi1 ve mUPD7 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
gosterilerek prenatal tani koymak miimkiin olabilmektedir. Ancak fetal hayatta
metilasyon diizenlemelerinin ne zaman gergeklestiginin bilinmemesi nedeniyle bu
donemdeki tanisal tetkikler yaniltici olabilir. Ayrica giivenli bir [UBK tanis1 koymanin

genellikle Giglincii trimesterde olanakli hale geldigi unutulmamalidir (128-129).
2.4.9. Izlem, Tedavi ve Prognoz

SRS klinik tanis1 konulan bir hasta ile karsilagildiginda oncelikle biiylime egrisi
degerlendirilmelidir. Fizik muayenede kraniyofasiyel 6zellikler ve muhtemel alt
ekstremite asimetrisi varligi sorgulanmalidir. hGH eksikligi agisindan hormonal
tetkikleri yapilmalidir. Asir1 terlemesi olan ¢ocuklar hipoglisemi agisindan tetkik
edilmelidir. Gastrodzefageal reflii siiphesi olan hastalara baryumlu grafi, pH
monitorizasyon ve list endoskopi planlanabilmektedir. Yine norobiligsel gelisim ve

konusma agisindan mutlaka psikometrik degerlendirme yapilmalidir.

Bu sendromun tanisint koymak bir¢ok agidan faydalidir. hGH tedavisinin
herhangi bir nedenle {UBK tanisi alan tiim hastalarda boy uzamasi konusunda belirgin
yarar sagladig1 gosterilmistir. Birlesik Krallik’ta NICE kilavuzlari dogum boyu
ve/veya agirhig -2 SD altinda olup biiylime egrisini yakalayamayan dort yas ve

tizerinde boy kisaligi devam eden ¢ocuklara hGH tedavisine onay vermektedir. SRS
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tanisi olan hastalarin birgogu bu kriterleri karsilamaktadir. Baz1 pediatrik
endokrinoloji uzmanlart ise ciddi SRS siiphesi olan hastalara tedavinin daha erken
baslanmasinin yararli olabilecegini savunmaktadir. Tiim bunlara ragmen 6zellikle SRS
tanisi olan hastalarda hGH’nin etkili olduguna dair randomize kontrollii ¢alisma
mevcut olmamakla birlikte etkin oldugunu gosteren ¢aligmalar az sayida ve genellikle
molekiiler tanis1 olmayan hastalara dayanmaktadir. Yine de diger SGA tanili gocuklara
kiyasla 6zellikle SRS’den etkilenmis hastalarda, hGH eksikligi olmasa bile tedavinin
bliylimeyi hizlandirdig1 ve son boy tizerinde belirgin yararlar sagladig: diisiindiiren
kamitlar mevcuttur. Ispatlanmis hGH eksikligi olmayan hastalarda bile tedavi verilmesi
gerekebilmektedir. Bu yiizden SRS tanis1 konulan hastalar tedavi agisindan
degerlendirilmek iizere mutlaka pediatrik endokrinoloji uzmaninin bulundugu bir

merkeze yonlendirilmelidir (6,13).

Yapilan ¢alismalarda mUPD7 ve idiopatik SRS tanili hastalara kiyasla IC1°de
metilasyon azligi olanlarda muhtemelen IGF-1 duyarsizligina bagli olarak IGF-1 ve
IGFBP-3 diizeyleri oldukga yiiksektir. mUPD7 saptanan hastalarda hGH tedavisine
yanit ile boy uzamasindaki artisin, muhtemelen bu mekanizmaya baglh olarak birinci
domainde metilasyon azlig1 olan gruba gore daha iyi oldugu gosterilmistir. Buna
ragmen, birinci domainde metilasyon azlig1 olan ve uzun dénem hGH tedavisiyle
birlikte normal sinirlarda eriskin boya erisen ¢ok sayida hasta bildirilmistir. Beserra
ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada, hGH tedavisinden sonra IGF1 ve
IGFBP3 diizeyleri ile biiylime hiz1 arasinda bir iligki gosterilememistir. Ancak bu
caligmadaki hastalara SRS tanisi klinik bulgulara gére konulmus, herhangi bir
molekiiler inceleme yapilmamistir. Ortalama 9.8 yil boyunca hGH tedavisi verilmis 26
hastanin incelendigi bir ¢aligmada, tedavi basinda -2.7 SD olan boy uzunlugunun
tedavi bitimiyle -1.3 SD oldugu goriilmiistiir. Genetik heterojeniteye gore farkli
molekiiler mekanizmalar saptanan hastalarda hGH tedavisinin etkinligindeki
farkliliklarin daha genis ve prospektif arastirmalar ile gosterilmesi gerekmektedir

(130).

hGH tedavisinin ekstremite veya govde asimetrisi, dzellikle alt ekstremitede
uzunluk farki agisindan etkisi olmadig1 gosterilmistir. Bu farkin ii¢ cm’den fazla

oldugu durumlarda kompansatuar skolyoz gelisebilmektedir. Ilk yaklasim taban
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yiikseltici kullanimi olabilir. Etkisiz kaldig1 durumlarda miidahale gerektirebilir ve
cocukluk ¢aginin ilerleyen dénemlerinde distraksiyon osteogenez ve epifizyodez

yapilmasi diisiiniilebilir.

hGH’nin diger muhtemel faydalar1 arasinda lipid profilini iyilestirici etkisi,
kemik mineral dansitesinde artis, davranis degisiklikleri ve farkindalik algis1 yer
almaktadir. Yan etki olarak, yeteri kadar kanit olmamakla birlikte, insiilin rezistansi

gelisimi goriilebilmektedir (6,13).

Bu ¢ocuklarin zihinsel gelisiminin yakin takip edilmesi de olduk¢a 6nemlidir.
Hipotonisi olan infantlarin erken donemde miidahale edilerek fizik tedavi ve &zel
egitim programina alinmast gerekmektedir. Siklikla karsilasilan dil ve konusma
problemleri, 6grenme giigliikkleri nedeniyle cesitli testler yapilarak gerekirse bireysel
Ozel egitim programlarina yonlendirilmelidir. Bir¢ok calismada SGA bebeklerin
ilerideki yasamlarinda diyabetes mellitus, hipertansiyon, hiperkolesterolemi, kalp
hastalig1, hiperkoagiilabilite ve osteoporoz riski altinda oldugu gosterilmistir (6,13).
Bu yilizden SRS tanili hastalar uzun donemde bu hastaliklar yoniinden takip

edilmelidir.

SRS’li ¢ocugu olan, riskli gebeligi olan veya pozitif aile oykiisii olan ailelere
genetik danigmanlik verilmelidir. Genetik danigma bireylere ve ailelerine, genetik
hastaliklarin dogasi, kalitim1 ve etkileri lizerine bilgi verme, tibbi ve kisisel karar

verme agamasinda dnemli bir siirectir.

SRS’de rutin uygulamada kullanilan klinik bulgularin o6ncelik ve Onem
yoniinden degerlendirmeye alinmasini saglayip klinik gesitliligin altta yatan molekiiler
patolojiyi ne ol¢iide yansittigini aydinlatmak amaciyla bazi ¢alismalarda hem MLPA
hem de UPD7 analizi gibi yontemlerden yararlanarak, su ana kadar tanimlanan iki
temel molekiiler grup arasinda epigenotip-fenotip iligkisi kurulmaya caligilmistir.
Boylelikle heniiz herkes tarafindan kabul edilmis klinik tami kriterleri olmayan bu
hastalikta klinik bilgular siklik ve 6nem yoniinden degerlendirilip siklikla gelisen
biiyiime ve gelisme geriliginin erken donemde yakalanmasini ve gerekirse tedavi
edilmesi saglanacaktir. Calismamiz bu nedenlerle SRS’li hastalarin molekiiler

etiyolojisinin belirlenerek epigenotip-fenotip iliskisi kurmak tizere planlanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Calisma Plan1 ve Hasta Secimi

Calisma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghg ve Hastaliklari
Anabilim Dali, Cocuk Genetik Hastaliklar1 Bilim Dali’nda SRS klinik tanisi alan 24
pediatrik hastada yapilmistir. Morfolojik bulgulari ile SRS’den siiphelenilen hastalara
kromozom 11p15°teki kopya sayist ve metilasyon degisiklikleri agisindan MS-MLPA
yontemiyle molekiiler caligma yapilmistir. Sonrasinda hastalar MS-MLPA yontemiyle
patoloji gosterilen ve gosterilmeyen olarak iki grupta degerlendirilmistir. Bu iki grup,
hastalarin  sik  goriilen ozellikleri yoniinden istatistiksel olarak incelenmis ve

epigenotip-fenotip iliskisi kurulmaya ¢alisilmistir.

Bu ¢alisma, Hacettepe Universitesi Etik Kurulu tarafindan tibbi etik agisindan
uygun bulunmustur (Proje No:GO 13/410, Karar No: GO 13/410 - 03). Calismamiz
Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan desteklenmistir
(HUBAB Proje no: 014 D04 101 010). Retrospektif olarak diizenlenen bu calismaya
dahil olmalari i¢in hastalarin sorumlu ebeveynlerinden, onay verdiklerini beyan edip,
“Bilgilendirilmis Onam Formu”nu imzalamalari istenerek yazili ve sozli izin

alinmistir.
3.2. Calismanin Yiiriitiilmesi ve Yontem

Yardimer iireme teknikleri kullanimi, infertilite dykiisii, ebeveynlerin yaslari,
intrauterin veya postnatal gelisme geriligi, prematiirite, dogum agirligi, dogum boyu
ve bas cevresi, gelisim basamaklart gibi 6zellikler ve dl¢iimler agisindan fikir sahibi
olup; bebeklik déneminde asir1 terleme, beslenme problemleri, hGH tedavisi alip

almadig1 sorgulanmistir.

Fizik muayenede hastalarin viicut agirligi, boy ve bas ¢evresi Olgiimleri, fizik
muayene bulgulari, fenotipik 6zellikleri, malformasyon ve anomalileri kaydedilmis ve
fotograflar1 ¢ekilmistir. Rolatif makrosefali, degerlendirme yapilan yastaki boy

uzunlugu ile oksipitofrontal ¢evre uzunlugu arasinda en az bir SD fark olmasi olarak
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tanimlanmistir. Hemihipoplazi varligi agisindan ekstremite uzunluklar1 ve ¢aplari
Olgiilerek farkliliklar kaydedilmistir. Genis alin ve mikrognati ile karakterli iggen yiiz
gorliiniimii, asag1 egimli agiz kenarlari, kulak ve dis anomalileri ve rélatif makrosefali
gibi tipik kraniyofasiyel bulgular agisindan degerlendirilmistir. Tiim hastalar sik

rastlanan besinci parmakta klinodaktili yoniinden degerlendirilmistir.

Denver Gelisim Tarama Testi veya psikometrik degerlendirme ile nérobiligsel
gelisim degerlendirilmistir. Anne-baba arasindaki akrabalik varli§i agisindan

sorgulama yapilmistir.

Metilasyona duyarli multipleks ligasyon-bagimli prob amplifikasyonu
(Methylation Specific-Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification; MS-MLPA)

yontemiyle DNA orneklerinde molekiiler inceleme yapilmistir.
3.2.1. DNA izolasyonu

Hastalardan DNA elde etmek amaciyla EDTA’I1 tiiplere 10 ml periferik kan
ornegi alinmistir. DNA Ornekleri hastalardan alinan periferik kandan, yliksek tuz

konsantrasyonu yontemi ile izole edilmis ve -20°C’de saklanmugtir.

DNA izolasyonu amonyum asetat tuzuyla ¢oktlirme yontemiyle yapilmistir.
Tuzla ¢oktiirme yonteminde 10 cc’lik EDTA’D tiiplere alinan periferik kan Falcon®
tiipine bosaltilarak, otoklavlanmis soguk distile su ile 50 ml’ye tamamlanmis ve
kuvvetlice ¢alkalanmistir. Yirmi dk boyunca 1750 rpm santrifiijden sonra siipernatan
dokiilerek otoklavlanmig soguk distile suyla 45 ml’ye tamamlanmistir. Dipteki pelet
hafifce calkalanarak ¢ozdiiriilmiis ve 1900 rpm 20 dk santrifiij edilmistir. Siipernatan
dokiildiikten sonra tiipe 3 ml NLB soliisyonu eklenmis ve tiipiin kapagi kapatilarak
kuvvetlice calkalandiktan sonra kapak tekrar agilarak Onceden dondurucudan
cikarilarak eritilmis 150 pl Proteinaz-K ve 200 pl %10’luk SDS pipetlenmistir.
Vorteksle karistirildiktan sonra 16 saat siireyle 37°C etiivde bekletilen tiipe 3 ml
amonyum asetat eklenerek kuvvetlice c¢alkalanmis ve oda sicakliginda 20 dk
bekletilmistir. 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek, iginde DNA bulunan siipernatan
pastor pipetiyle dipteki pelete dokunmadan ikinci bir Falcon® tiipiine alinmis ve

lizerine ayni miktarda alkol eklenmistir. Calkalandiktan sonra alkol eklenmesiyle
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gozle goriliniir hale gelen DNA yumagi pipet ucu yardimiyla toplanarak, bir ependorfa
konan TE tampon igine yerlestirilmistir. DNA’nin ¢6ziinmesi i¢in bir gece daha

etiivde bekletilen DNA kullanilacagi zamana kadar -20°C*de bekletilmistir.
3.2.2. MS-MLPA Analizi

MLPA bir primer c¢ifti ile ayn1 anda birden fazla genomik bdlgenin
incelenmesini saglayan bir multipleks PCR yontemidir (131). MLPA sadece
multipleks bir teknik oldugu i¢in degil, aym1 zamanda ¢ok kisa diziler (50-70 nt)
hedeflendiginden, kiigiik oldugu i¢in diger yontemler ile tespiti miimkiin olmayan sik
tek gen degisiklerinin belirlenebilmesi saglamasit bakimindan avantaj sunmaktadir.
Genomik DNA veya RNA dizisinde normal olmayan Kkopya sayisinin tespitini
saglamaktayken tek bir niikleotid degisikligi olan dizilerin dahi ayrimimi saglayacak
kadar hassas bir yontemdir. MLPA bu bélgelerin hem kopya sayist degisikliklerini,
hem de metilasyon durumlarini gosterebilir. MS-MLPA ise metilasyon durumlarimin
ve kopya sayisi degisikliklerinin metilasyona duyarli enzim araciligi ile saptandig1 yari

kantitatif bir MLPA teknigi tiirevidir (132).

MLPA yontemi (Sekil 3.1.) yan yana yerlestirilmis iki probun hibridizasyonu
ile incelenecek her bir noktadaki hedef niikleotid dizisinin varligini belirler. Bir
ligasyon reaksiyonu araciligiyla hibridize olan problar bir araya getirilerek primerlerle
yapilan multipleks PCR ile amplifiye edilir. Ligasyona ugrayan problar sadece hedef
diziye hibridize olanlardir ve PCR ile amplifiye olurlar. Bu asamada PCR {ir{iniiniin
bir kism1 metilasyona duyarli Hhal enzimi ile kesime birakilir. Sadece metillenmis
kopyalarin amplifiye olmasini saglamak i¢in farklilasmis metillenmis bolgelerde
metillenmemis allellerin kesilmesi saglanir. Bdylece imprinted bolgelerdeki
metilasyon durumu saptanabilir hale gelmektedir. Amplifiye edilen tiriinler 130 ile 480
nt arasindaki uzunluklarda degisir ve kapiler jel elektroforez ile analizi yapilabilir.
Hedef dizinin rolatif kopya sayisi amplifikasyon {iriiniiniin pik alant normal

kontrollere gére oranlanarak tespit edilir.
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Sekil 3.1. MS-MLPA prensibi.

MS-MLPA, metilasyon degisikliklerinin etiyolojide biylik bir yiizdeyi
olusturdugu imprinting hastaliklarinin yani sira tiimoérlerin  siniflandirilmast  ve

taranmasinda da kullanilmaktadir (133,134).

Sekil 4.1.’de c¢alismamizda kullanilan MS-MLPA probunun 6&zellikleri

verilmistir.
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% o0 expected Chrom_o_somal
Lengk: SALSA MLPA probe Hhal | methylated in % ShecE position
(nt) site | normal blood- reduction |reference BWS/RSS
derived DNA
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosome
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome
130 Reference probe 11622-112379 10925
135 ¥ H19 probe 08743-120532 Yes 50% 50% H19DMR/IC1
141 ¥ KCNQ10T1 probe 07173-119191 Yes 50% 50% KvDMR/IC2
148 * £ Reference probe 12415-113416 14g24
154 Reference probe 02944-L02376 7931
160 ¥ H19 probe 14731-101713 5’ Region
166 £ KCNQ10T1 probe 06276-L05782 Yes 50% 50% KvDMR/IC2
171 XA IGF2 probe 06269-.20841 Yes 0% 100%" 5" DMRO
178 * Reference probe 05725-L05164 - 9921
184 ¥ H19 probe 14063-L08764 Yes 50% 50% H19DMR/IC1
190 * H19 probe 16671-119242 - 5’ Region
196 = CDKN1C probe 06262-L05768 Exon 1b
202 * + Reference probe 05927-L07395 22gi1
208 * Reference probe 07404-L07051 12q13
214 H19 probe 10586-L11141 5' Region
221 * KCNQ1 probe 14791-L16502 Exon 3
228 * H19 probe 16670-119241 Exon 5
238 * H19 probe 14792-1L16503 Yes 50% 50% H1SDMR/IC1
256 = Reference probe 01462-L00927 - 17pi2
266 ~ ¥ KCNQ1 probe 14733-118343 Exon 13
274 ¥ KCNQ10T1 probe 16654-119204 Yes 50% 50% KvDMR/IC2
284 = IGF2 probe 06272-L05778 - Exon 7
292 * Reference probe 03262-L20515 3929
301 H19 probe 06266-L05772 Yes 50% 50% H19DMR/IC1
310 Reference probe 04528-L03917 2q24
319 * NSD1 probe 16702-L02529 Exon 24
328 ¥ KCNQ1 probe 15055-L04802 Exon 7
337 * Reference probe 02416-L01862 16922
346 * + CDKN1C probe 15054-L18042 Yes 10% 90% Exon 1b
355 * # Digestion control probe 09153-L09311] Yes 0% 100% 8p21
364 ¥ KCNQ1 probe 16669-L19240 Exon 8
373 * KCNQ1 probe 14753-L16504 Exon 15
383 * Reference probe 00973-L18737 10g21
393 KCNQ10T1 probe 07172-L06781 Yes 50% 50% KvDMR/IC2
400 ¥ KCNQ1 probe 16655-L20510 - Exon 9
411 £ ¥ KCNQ1 probe 03555-L21092 Exon 17
418 * NSD1 probe 17048-L02071 Exon 22
427 * Reference probe 07800-L07555 18g21
436 £ ¥ KCNQ1 probe 14732-L02903 Exon 2
445 + ¥ CDKN1C probe 14734-.20842 Exon 3a
454 = H19 probe 10588-111143 5’ Region
463 * Reference probe 13471-111729 2p25

Sekil 4.1. SALSA MS-MLPA PROBEMIX ME030-C3 BWS/RSS. Kromozom 11p15 bolgesinde yer alan BWS/SRS bolgesine
0zgii 26 prob igermektedir. Bunlarin 10 tanesi Hhal taniyan bolgelerdir ve hedef dizilimin metilasyon durumu konusunda bilgi
verir. Problarin genisligi, isimleri, Hhal taniyan bolgeler, beklenen tahmini sinyaller ve kromozomda yer aldigi pozisyonlar
belirtilmistir. Metilasyon bozukluklarinin saptanmasinin disinda analiz edilen 6rnekteki kopya sayisi degisiklikleri konusunda da
faydali olmaktadir. Sotos sendromu ile iligkili olan NSD1 bélgesi i¢in iki prob bulunmaktadir. IC1lve IC2’deki imprinted genler
burada mevcuttur. H19 ile KCNQ1OT1 genlerini hedefleyen problar birbirine ¢ok yakin yerlesimlidir. Normal kisilerde
metillenmemis kopyamin Hhal enzimiyle kesimi sonrast bu problarin amplifikasyon triinleri diger problarin yaklagik %50’si
kadardir. Her iki allelde de metillenmemis bolgelere ait ve amaci enzimin ¢aligmasimi kontrol etmek olup sinyal yaratmayan baz
problar da mevcuttur.
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Calismamizda SRS’den patogenezinden sorumlu metilasyon ve kopya sayisi
degisikliklerinin ticari olarak ulasilabilen uygun ve hazir prob karisimi (Ek 2)
kullanilarak yapilan MS-MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification)

asagidaki basamaklar izlenerek yapilmistir:

1. DNA’nin denatiirasyonu ve SALSA problar: ile hibridizasyonu: Bu
basamakta uygun konsantrasyondaki (4-100 ng/mL) DNA o6rnegi 98°C’de 5 dk
denatiire edildikten sonra 25°C’ye sogutularak, 1.5 mL SALSA prob karisimi ve 1.5
mL MLPA tamponu ile karistirilmis ve 95°C’de 1 dk boyunca birlikte denatiire

edilmistir. Bundan sonra 60°C’de 16 saat hibridizasyona birakilmistir.

2. Ligasyon reaksiyonu: Hibridizasyon siiresinin sonunda 3 mL Ligase
tampon A ve 10 mL su eklenerek, karistmm 10 mL’si bir baska tiipe alinmis ve
49°C’de 1 dk inkiibasyon sonrast tiiplerden birine 10 mL Lig karigimi (1.5 mL Ligase-
65 B tamponu, 8.25 mL su ve 0.25 mL Ligase-65 karigimi), digerine 10 mL Lig-Dig
karisimi (1.5 mL Ligase-65 B tamponu, 7.75 mL su, 0.25 mL Ligase-65 ve 0.5 mL
Hhal (Promega R6441, 10 inite/mL) eklenerek, 30 dk boyunca 49°C’de inkiibe
edildikten sonra 5 dk boyunca 98°C’de tutulmustur.

3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR): Elde edilen karigimlardan 5 mL
aliarak ve {izerine 2 mL 10xSALSA PCR tamponu, 13 mL su, 10 mL MLPA
ligasyon reaktant ve 5 mL polimeraz karisimi (1 mL SALSA PCR primeri, 1 mL
SALSA enzim dilusyon tamponu, 2,75 mL su ve 0.25 mL SALSA polimeraz)
eklenerek polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yapilmistir. PCR 95°C’de denatiirasyon
(30 sn), 60°C’de hibridizasyon (30 sn) ve 72°C’de elongasyon (60 sn)
basamaklarindan olusan 33 dongii sonrasinda 72°C’de 20 dk inkiibasyon ile

sonlandirilmistir.

4. Amplifikasyon iiriinlerinin ayirilmasi ve miktarlarinin belirlenmesi: Bu
asamada 1 mL PCR iriiniine 0.5 mL ROX-500 ve 8,5 mL deiyonize formamide
eklenmistir. ABI-3100 dizi analizi cihazinda 36 cm kapillerlere ytliklenerek 60°C’de

calistirilmis ve veriler elde edilmistir.
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3.2.3. Sitogenetik Analiz

Kromozom analizi yapmak i¢in, once periferik kan 6rneginden 1 ml alinarak
10 ml’lik kiiltiir ortamina (25 ml RPMI, 2 ml glutamin, 0,2 ml gentamisin ve 2 ml
fitohemaglutinin iceren karisim) eklenmistir. Hiicre kiltirii 37°C’de 72 saat
bekletilmis ve sonra tiipiin i¢ine kolsemid eklenerek 37°C’de 20 dk bekletilmistir.
Ardindan tiipe %0,56’lik KCI eklenerek santrifiijlenmis, bu agsamadan sonra tiipe 3:1
oraninda hazirlanmis metanol : asetik asit karigimi ile fiksasyon yapilmistir. Daha
sonra Ornek lama yayilarak minimum 550 bandin ayirdedilebildigi metafaz

kromozomlar1 tizerinde ve toplam 20 metafaz sayilarak karyotip analizi yapilmistir.
3.3. Istatistiksel Analiz

Sonuglarin istatistiksel degerlendirmesi “Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) for Windows 18.0” paket programi kullanilarak yapilmistir. Say1 ve
yiizde tanimlayici istatistiklerde nitel degiskenler i¢in; ortalama, standart sapma,
ortanca, minimum ve maksimum degerler sayisal degiskenler i¢in kullamlmustir. 2
(ki-kare) analizi ve Fisher’in kesin y° testinin ¢ok gdzlii tablolara genellenmis hali nitel
degiskenler arasinda iliskilerin arastirilmasi i¢in kullanilmistir. Gruplar arasinda
sayisal degerlerin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi ve Mann-Whitney U testi
kullanilmigtir. Istatistiksel testlerin tiimiinde p degerinin 0.05’in altinda olmasi

istatistiksel anlamlilik olarak tanimlanmaistir.
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4. BULGULAR

Bu c¢alisma Agustos 2013 - Agustos 2014 tarihleri arasinda Hacettepe
Universitesi  Thsan  Dogramaci  Cocuk  Hastanesi  Genetik  Unitesi’nde
gerceklestirilmigtir. Calismaya ilk degerlendirmede klinik bulgularina gore SRS ile
uyumlu oldugu disiiniilen 24 hasta alinmistir (EK 1).

Bu asamada 24 hasta MS-MLPA sonuglarina gére 2 gruba ayrilmistir: Grup 1:
MS-MLPA ile altta yatan molekiiler patoloji gosterilenler (n=16); Grup 2: Altta yatan
patolojinin gosterilemedigi hastalar (n=8). Grup 1 hastalarin tiimiinde saptanan
patoloji IC1°de metilasyon kaybi iken Grup 2’de diger mekanizmalara bagli olarak

SRS olan hastalar ve tanisi aslinda SRS olmayabilecek hastalar vardir.

Gruplarda saptanan molekiiler degisiklikleri gosteren 6rnek MS-MLPA analiz
ciktist Sekil 4.1°de gosterilmigstir. Tiim hastalarin kromozomal analizleri de yapilmis

ve normal bulunmustur.
4.1. Demografik Ozellikler

Calismamiza dahil edilen 24 hastanin 12’si (%50) kiz, 12’°si (%50) erkektir.
Grup 1°deki 16 hastanin 5’1 (%31) kiz, 11°1 (%69) erkek; Grup 2’deki 8 hastanin 7’si
(%87) kiz, 1’1 (%13) erkektir. Gruplar arasinda cinsiyet dagilimi agisindan istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmistir (p=0,007).

Tim gruptaki hastalarin yas ortalamast 92.3+57.8 aydir (14-243).
Calismamizdaki 12 kiz hastanin yas ortalamasi 84.1+£65.2 ay (14-243) ve 12 erkek
hastanin yas ortalamasi 100.5+50.9 ay (43-199) olarak hesaplanmistir. Grup 1’deki 16
hastanin yas ortalamas1 100.5+51.3 ay (14-199), Grup 2’deki 8 hastanin yas ortalamasi
76.1+£70 ay (27-243) bulunmustur.



Tablo 4.1. Hastalarin cinsiyet, yas, viicut 6l¢iimleri ortalamasi

46

Grup 1 Grup 2 Tiim grup p
(n=16) (n=8) (n=24)
Kiz : erkek 5:11 7.1 12:12 0,007
Yas (ay) 100.5 76.1 92.3 0,716
Dogum agirhg (g) 1787.5 2283 1952.9 0.518
Boy (cm) 101.4 95 99.3 0,234
Viicut Agirhig (kg) 15.75 15.53 15.6 0,962

4.2. Prenatal ve Perinatal Ozellikler

Tim gruptaki 24 hastanin 9’unda (%38) prematiire dogum Oykiisli varken,
15’inde (%62) yoktur. Grup 1°de 16 hastanin 7’inde (%44); Grup 2’de 8 hastanin
2’inde (%25) prematiirite Oykiisii vardir. Prematiirite agisindan da gruplar arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0,371).

Toplam 24 hastadan 2’sinin (%8) yardimci tireme teknigi (ART) ile, 22 (%92)
hastanin ise spontan gebelik sonucu dogdugu 6grenilmistir. Bu hastalarin ikisi de
Grup 1’de yer almaktadir (2/16, %12.5). Grup 2’de ART ile dogum Sykiisii yoktur ve
ART acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamigtir

(p=0,536).

Tim gruptaki 24 hastanin dogum agirligi ortalamasi1 1952.9+501 g (1160-
2900) olarak hesaplanmistir. Dogum agirliklar1 ortalama degerleri Grup 1°de
1787.5+£508 g (1160-2900) iken Grup 2’de 2283+291 g (1840-2790)’dur.
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Calismadaki 24 hastanin 17’sinde (%71) gestasyonel yasa gore diisiik dogum
agirligr bulunmustur. Grup 1°deki 16 hastanin 12’°sinde (%75), Grup 2’deki 8 hastanin
5’inde (%63) diisiik dogum agirligt mevcuttur. Bu bulgu yoniinden gruplar arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0,647).
4.3. Biiyiime ile Tlgili Ozellikler

Hastalarimizin poliklinik bagvurularinda yapilan fizik muayene ve Sl¢limler

sonucunda viicut agirligi, boy ve bas ¢evreleri 6lglimlerinde yapilmistir.

Hastalardan viicut agirligr {i¢ persentilin altinda olanlar diisiik viicut agirlig
olarak degerlendirilmistir. Tiim grupta 24 hastanin 22’sinde (%92) diisiik viicut
agirligr saptanmistir.  Grup 1°de 16 hastanin 15’inde (%94), Grup 2’de 8 hastanin
7’sinde (%88) viicut agirhigr disiikliigli mevcuttur. Bu 6zellik agisindan gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamaistir (p=1).

Toplam 24 hastanin 20’sinde (%84) boy kisalig1 saptanmistir. Grup 1’deki 16
hastanin 14’inde (%88), Grup 2’deki 8 hastanin 6’sinda (%75) boy kisaligi oldugu
Ogrenilmistir. Bu parametre acisindan gruplar arasinda istatistiksel agidan anlaml fark

bulunamamastir (p=0.578).

Hastalarin 15’inde (%63) yiliz ve/veya ekstremitelerinde hemihipoplazi
mevcutken, 9’unda (%37) hemihipoplazi yoktur. Grup 1’deki 16 hastanin 11’inde
(%81), Grup 2’deki 8 hastanin 4’tinde (%50) hemihipoplazi mevcuttur. Grup 1’deki
16 hastanin 11’inde (%69) ekstremite asimetrisi varken, Grup 2’deki 8 hastanin
4’linde (%50) ekstremitelerinde asimetri bulunmustur. Grup 1’deki 16 hastanin
6’sinda (%38) asimetrik yiiz bulgusu varken, Grup 2’de 8 hastanin 2’sinde (%?25)
goriilmistiir. Hemihipoplazi agisindan ve hemihipoplazi bolgesi (yiiz/ekstremite)
dagilimi agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir

(sirayla p=0.271 ve p=0,540/0,371).
4.4. Kraniyofasiyal Ozellikler

Calismamizda incelenen 24 hastanin 20’sinde rélatif makrosefali bulunmustur.

Grup 1’deki 16 hastanin 15’inde (%94), Grup 2’deki 8 hastanin 5’inde (%63) goreceli
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makrosefali goriilmiistiir. Bu bulgu ac¢isindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmamstir (p=0.091).

SRS’li hastalarda goriilebilen iiggen yiiz, alin belirginligi, asag1 egimli agiz
kenarlari, mikro/retrognati ve kulak anomalileri bulgular1 goz 6niinde bulundurularak
yapilan dismorfolojik degerlendirmede 24 hastanin 24’{inde (%100) karakteristik yiiz

goriiniimii bulgularindan en az biri mevcuttur.

24 hastanin 24’tinde (%100) tiggen yiiz gériinimii saptanmistir. Grup 1 ve
2’deki hastalarin tiimiinde mevcut bir bulgudur. Sabit bir degisken olmas1 nedeniyle

istatistiksel analiz yapilamamuistir.

Calismadaki 24 hastanin 21’inde (%87,5) alinda belirginlesme varken, 3’tinde
(%12,5) alin belirginligi yoktur. Grup 1°de 16 hastanin 15’inde (%93,7) ve Grup 2’de
8 hastanin 6’sinda (%75) belirgin alin saptanmistir. Alin belirginligi agisindan gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0,249).

Yirmidort hastanin 18’inde (%75) mikro ve/veya retrognati saptanmustir,
6’sinda (%62,5) mikro ve/veya retrognati yoktur. Grup 1°deki 16 hastanin 14’{inde
(%87,5), Grup 2’deki 8 hastanin 4’iinde (%50) mevcuttur. Bu bulgu agisindan gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamistir (p=0,129).

Tiim hastalarin 13’tinde (%54) asag1 egimli agiz kenarlar1 saptanmis, 11’inde
(%46) asag1 egimli ag1z kenar1 yoktur. Grup 1’deki 16 hastanin 11’inde (%69), Grup
2’deki 8 hastanin 2’sinde bu bulguya rastlanmistir. Bu bulgu agisindan gruplar

arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0.082)

Calismadaki hastalarin 18’inde (%75) ¢esitli kulak anomalileri saptanmuistir.
Grup 1°deki 16 hastanin 14’iinde (%87) Grup 2’deki 8 hastanin ise 4’iinde (%50)
kulak anomalileri mevcuttur. Kulak anomalileri ac¢isindan iki grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p=0.129)
4.5. Beslenme problemleri

Toplam 24 hastanin 22’sinde (%92) beslenme problemleri oldugu
ogrenilmistir. Grup 1°deki 16 hastanin 15’inde (%94), Grup 2’deki 8 hastanin ise



49

7’sinde (%88) beslenme problemi saptanmistir. Bu bulgu agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamstir (p=1,00)
4.6. Besinci parmakta klinodaktili

Yirmidort hastanin 18’inde (%75) besinci parmakta klinodaktili saptanmistir.
Grup 1’deki 16 hastanin 12’sinde (%75) , Grup 2’deki 8 hastanin ise 6’sinda (%75)
besinci parmakta klinodaktili goriilmiistir. Bu bulgu acisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p=1,00)
4.7. Fazla terleme

Tiim gruptaki 24 hastanin 15’inde (%62,5) bebeklik doneminde fazla terleme
oldugu 6grenilmistir. Grup 1’deki 16 hastanin 8’inde (%50), Grup 2’deki 8 hastanin
ise 7’sinde (%88) fazla terleme Oykiisii oldugu saptanmistir. Bu bulgu agisindan

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p=0,074)
4.8. Gelisim problemleri

Toplam 24 hastanin 17’sinde (%70) global, dil veya motor alanda en az
birinde gelisme geriligi saptanmistir. Grup 1°deki 16 hastanin 14’tinde (%87,5) en az
bir alanda gelisme geriligi varken Grup 2’deki 8 hastanin 3’tinde (%37,5) gelisme
geriligi goriilmiistiir. Gelisme geriligi agisindan gruplar arasinda istatistiksel agidan
anlaml fark bulunamamistir (p=0,122). Global gelisme geriligi 24 hastanin 5’inde
(%20); Grup 1°’deki 16 hastanin 3’iinde (%19), Grup 2’deki 8 hastanin ise 2’sinde
goriilmiistiir. Bu 6zellik agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamistir (p=0,722). Motor alanda gelisme geriligi 24 hastanin 12’sinde (%50);
Grup 1’deki 16 hastanin 10’unda (%63), Grup 2’deki 8 hastanin 2’sinde (%25)
bulunmustur. Motor gelisme geriligi agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunamamistir (p=0,193) Dil alaninda geligme geriligi toplam 24
hastanin 12’sinde (%50); Grup 1’deki 16 hastanin 10’unda (%63), Grup 2’deki 8
hastanin 2’sinde (%25) goriilmiistiir. Dil alaninda gelisme geriligi agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p=0,193). Grup 1’deki 16
hastanin 3’tinde (%19) tekrarlayan ndbet Oykiisii ve antiepileptik ilag kullanimi

mevcuttur. Higbir hastada davranis problemine rastlanmamustir.
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4.9. Diger konjenital anomaliler

Toplam 12 erkek hastanin 2’sinde (%17) hipospadias bulunmustur. Bu 2
hasta da Grup 1’de yer almaktadir. Tiim 12 erkek hastanin 6’sinda (%50)
kriptorsidizm bulunmakla birlikte 5 hasta Grup 1’de, 1 hasta ise Grup 2’de yer
almaktadir. Hasta sayis1 azlig1 nedeniyle istatistiksel analiz yapilamamistir. Grup 1°de

yer alan 1 erkek hastada ‘ambigius’ genitalya saptanmustir.

Grup 1’de yer alan hastalarin birinde ventrikiiler septal defekt (VSD) ve
pulmoner hipertansiyon (PH); digerinde total pulmoner vendz donlis anomalisi
(TPVDA), pulmoner yetmezlik (PY), trikiispid yetmezlik (TY); Grup 2’de yer alan bir
hastada da sekundum atriyal septal defekt (ASD) olmak iizere toplam 24 hastanin
3’tinde (%13) konjenital kalp hastaligi (KKH) saptanmustir.

Grup 1°de yer alan 16 hastanin 2’sinde (%13) cafe au lait lekeleri saptanmistir.

Toplam 24 hastanin 4’tinde (%17) ayak parmaklarinda sindaktili saptanmistir.
Sindaktili saptanan 4 hastanin 3’ grup 1’deki 16 hasta arasinda yer almaktayken
(9%19), 1 hasta Grup 2 ‘deki 8 hasta i¢indedir (%13). Tiim hastalarda da ayak 2. ve 3.
parmaklar arasinda yer alip 1 hastada parsiyel sindaktili mevcuttur. Grup 2’de yer alan
1 hastada da dogumsal kalg¢a displazisi saptanmistir. Grup 1°de yer alan 16 hastanin 2

hastanin 2’sinde (%13) simian ¢izgisi saptanmistir.

Yirmidort hasta igerisinde 4 hasta (% 17) hGH tedavisi almistir. Bu hastalarin
3’0 Grup 1°deki 16 hasta arasinda iken (%19), 1 hasta Grup 2’deki 8 hasta
icerisindedir (%13).



Tablo 4.2. Hastalarin klinik bulgulari
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Grup 1 Grup 2 Tiim Grup p

(n=16) (n=8) (n=24)
Diisiik dogum agirhgi 12 (%75) 5 (%63) 17 (%70) 0,647
Prematiirite 7 (%44) 2 (%25) 9 (%38) 0,371
ART 2 (%13) 0 2 (%8) 0,536
Boy kisalhig 14 (%88) 6 (%75) 20 (%84) 0,578
Diisiik viicut agirhg: 15 (%94) 7 (%88) 22 (%92) 1
Ucgen yiiz 16 (%100) | 8 (%100) 24 (%100) | *
Belirgin alin 15 (%94) 6 (%75) 21 (%88) 0,249
Mikro ve/veya retrognati | 14 (%88) 4 (%50) 18 (%75) 0,129
Kulak anomalisi 14 (%88) 4 (%50) 18 (%75) 0,129
Asagi egimli agiz kenar1 | 11 (%69) 2 (%25) 13 (%54) 0,082
Rolatif makrosefali 15 (%94) 5 (%63) 20 (%83) 0,091
5. parmakta klinodaktili | 12 (%75) 6 (%75) 18 (%75) 1
Asiri terleme 8 (%50) 7 (%88) 15 (%63) 0,074
Beslenme sorunlari 15 (%94) 7 (%88) 22 (%92) 1
Asimetri-ekstremite 11 (%69) 4 (%50) 15 (%63) 0,371
Asimetri-yiiz 6 (%38) 2 (%25) 8 (%33) 0,540
Gelisme geriligi-global 3 (%19) 2 (%25) 5 (%21) 1
Gelisme geriligi-dil 10 (%63) 2 (%25) 12 (%50) 0,193
Gelisme geriligi-motor 10 (%63) 2 (%25) 12 (%50) 0,193
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Inmemis testis 5 (%31) 1 (%13) 6 (%25) **

Hipospadias 2 (%13) 0 2 (%8) *

Konjenital kalp hastaligi | 2 (%13) 1 (%13) 3 (%13) o

*: Sabit degisken olmasi nedeniyle istatistiksel analiz yapilmamaistir.
**: Gruplardaki hasta sayis1 nedeniyle istatistiksel analiz yapilmamustir.

5. TARTISMA

Epigenetik, bircok sendromun ve hastaligin bilmedigimiz etiyolojisini
aciklama konusunda yakin gelecekte ¢ok kritik rol oynayacagi diisiintilen heyecan
verici bir bilim dalidir. Kanser ile olan iligkisi bir¢ok c¢alisma ile kanitlanmis olmakla
birlikte yakin gegmiste sizofreni ve Alzheimer hastaligi gibi ndropsikiatrik
hastaliklarin da etiyolojisinde rol oynadigini destekleyen kanitlar vardir. Cevresel
faktorlerin de daha fetal hayattan baslayarak isleyisi etkiledigi gercegi epigenetik
olaylar1 anlagilmasi gii¢ kilmakla birlikte her gegen giin umut verici yeni ¢alismalar
ortaya cikmaktadir. Epigenetigin, fetal bliylime ve gelismede rol oynadigi asikar
olmakla birlikte gen ekspresyonunu etkileyen molekiiler mekanizmalar ve onlarin gen
isleyisi tizerine olan etkileri heniiz aydinlatilamamistir. SRS gibi insan epigenetik

modelleri bunun anlasilmasina ciddi katkilar saglayacaktir (53).

Imprinting hastaliklar, ekspresyonu sadece bir ebeveyne bagli imprinted
genleri etkileyen mutasyon ve epimutasyonlarla iligkilidir. Tan1 koymak, temel olarak
iki nedenle zordur. Birincisi, fetal hayattan baslayip postnatal donemde devam eden
bliylime geriligi basta olmak {izere klinik 6zellikleri oldukca heterojen ve siklikla
birbiriyle cakismaktadir. Ikincisi ise molekiiler etiyolojisinde mutasyon, epimutasyon,
kopya sayisi farkliliklart ve kromozomal hatalar gibi ¢ok farkli mekanizmalar olup
somatik mozaisizm ve ¢ok bolgeli metilasyon bozukluklart da olay1 daha karmasik bir
hale getirmektedir. Klinikte goriilen bu fenotipik heterojenitenin, neden olan
molekiiler patofizyolojiyi ne olglide yansittigi hala belirsizligini korumaktadir (1).
Imprinted genlerin ve epigenetigin fetal hayattan baslayan biiyiime iizerindeki rolii

asikar olmakla birlikte nasil etkiledigi konusu heniiz netlik kazanmamistir (10,11).
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Boy kisaligi, birgok genetik hastaligin temel bilesenlerinden birini
olusturmakta ve pediatristlerin ¢ok sik Kkarsilagtiklari bir hasta grubunu temsil
etmektedir. Buna ragmen ginliik pratiklerinde daha nadir karsilastiklari, ¢ok iyi
bilmedikleri ve Kklinik 6zelliklerin tanimlayict olmadigi SRS gibi sendromlar

pediatristler i¢in zorlayici olabilmektedir.

Bir¢ok ¢aligmada SRS sikligi 1/10.000-1/100.000 olarak bildirilmesine
ragmen, hastaligin ¢ok iyi bilinmemesi ve klinik tani kriteri yoklugu nedeniyle tani
almamis bir grubun varligi bu oranin daha yiiksek oldugunu diisiindiirmektedir.
Fenotipik 6zelliklerin ¢ok genis bir yelpazede olusu daha hafif morfolojik bulgulari
olan hastalarin kolaylikla gézden kagmasina neden olmaktadir (6,9,13). Boy kisalig1
SRS’1i hastalarda hekime bagvurunun en sik nedeni olmakla birlikte bu hastalar boy
kisaliginin daha ¢ok bilinen nedenleri agisindan tetkik edilmektedir. Bu nedenle
ozellikle kiz hastalar, Turner sendromu gibi daha iyi bilinen boy kisalig1 nedenleri
acisindan tetkik ediliyor ve aslinda SRS olan tanisi atlaniyor olabilir. Literatiirde
SRS’li hastalarla son yillarda yapilan ¢alismalar, genellikle ¢ok sik kullanilan MLPA
yontemine ek olarak tiim genomun taranip farkli bolgelerdeki metilasyon
diizensizliklerinin patofizyolojideki roliiniin gosterilmeye calisildigr o6zellikle
idiyopatik SRS’nin aydinlatilmasina odaklanan yaymlardan olusmaktadir. Klinik
bulgularin degiskenligi ve ¢esitliligi, patofizyolojisi gosterilemeyen oldukca biiytlik bir
grubun varligr ve caligmalarin bircogundaki hasta sayist azhigi epigenotip-fenotip

iligkisinin kurulmasini engelleyen en 6nemli nedenlerdir.

SRS i¢in evrensel olarak kabul edilen klinik tan1 koydurucu kriterleri yoktur.
Farkli arastirma gruplar1 tarafindan olusturulmus birgok klinik puanlama sistemi
vardir. Bunlar bir arastirma laboratuarinda, o ¢alisma i¢in se¢ilmis hasta kohortlarinda,
0zel ilgi alan1 SRS olan klinisyenler tarafindan yapilmis ¢aligmalara dayanmaktadir
(55-58). Bu tani kriterlerinden hangisinin kullanilacagina karar vermek bazi nedenlerle
olduk¢a zordur. Kati bir puanlama sistemi kullanildig1 takdirde bazi hastalar gbzden
kagabilmekteyken, daha esnek tani kriterleri varliginda yanlis tan1 konabilmektedir
(9). Bu nedenle Klinik taninin goéreceli olusu molekiiler kaniti zorunlu hale
getirmektedir (6). Calismamizda hem mUPD7, hem de IC1’de metilasyon azligi olan

hastalarda kullanilmasi onerilen Bartholdi kriterleri kullanilmakla birlikte, dogum
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boyu gibi bazi1 6zelliklerin aileler tarafindan bilinmemesi bu kriterlerin tam anlamiyla
kullanilmasimi engellemistir. Literatiirde klinik tani kriterlerine tam uymasa da
molekiiler olarak bakildiginda SRS tanisi alan hastalar bildirilmesi ve 6zellikle
mUPD?7 olan hastalarda fenotipik bulgularin silik olmasi nedeniyle tipik bulgularin

sadece bir kismini gosteren bazi hastalar da ¢calismamiza dahil edilmistir.

SRS’li hastalarin %50’sine varan oranda 1C1’de metilasyon kaybi, yaklasik
%10’unda maternal UPD, %4’iinde maternal 11p15 duplikasyonu, %1’inden azinda
H19 veya IGF2’de metilasyon kaybi, yaklasik %1’inde de kromozomal aberrasyonlar
saptandigi, buna karsin yaklasik %35-40’1inda altta yatan molekiiler mekanizmanin
heniiz aydmlatilamadigi bilinmektedir (135). Literatirde SRS etiyolojisinin
arastirilmasi i¢in Onerilen bir¢cok yontem olmakla birlikte MS-MLPA yontemi tercih
etmemizin nedeni hem kopya sayisi degisiklikleri, hem de metilasyon farkliliklarini
tek bir kan 6rneginde saptamasidir. Bu yontem hem IC1’de metilasyon kaybi, hem de
maternal 11pl5 duplikasyonu ve UPD i¢in hassas olmasma ragmen, diger
mekanizmalarin  tespit edilmesinde kullanilamamaktadir. Ancak rutin tanisal
yontemlerin lenfositlere dayandigi, IC1°’de metilasyon azligi saptanan hastalarin
hemen hepsinin farkli oranlarda mozaik oldugu, bu yiizden tanidan kagan hastalar
olabilecegi akilda tutulmalidir. SRS tanisal yaklasiminda literatiirde 6nerilen 6ncelikle
11p15 bolgesinin degerlendirilmesi, bu bolgede herhangi bir molekiiler diizensizlik
olmadigi durumda mUPD?7 agisindan analiz yapilmasi, bunun da normal saptanmasi
halinde molekiiler karyotipleme yapilmasidir (9,10). Calismamizda mUPD7 varligini
arastirmak i¢in uygun molekiiler tetkik yapamamakla birlikte, muhtemel kromozomal
aberasyonlar1 saptamak amaciyla hastalarimiza kromozom analizi yapilmistir. MS-
MLPA yontemi ile IC1°de metilasyon kayb1 16 hastada (16/24; %67) bulunmustur. Bu
oran literatiirden daha yiiksek bir orandir. Hastalarin higbirinde sitogenetik
degisiklikler bulunmamis, sonug olarak 8 hasta (8/24; %33) klinik 6zellikleriyle SRS
ozelliklerini tasimakla birlikte molekiiler etiyolojisi MS-MLPA yontemi ile
gosterilememistir.  %10’luk  mUPD7’ye bakamamis olmamiza ragmen tam
konulamamis hasta oranimiz literatiirde bildirilen %35-40 oranina gore diisiiktiir. Tan1
alamamislarin arasinda hala diger mekanizmalara bagli SRS hastalarinin da oldugu
diisiiniiliirse, hasta serimizde kullanilan klinik kriterlerimizin ¢ok isabetli ve tanisal

degeri yliksek oldugu sonucuna varilabilir.
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Bunun diginda su anda arastirma asamasinda olan diger bir konu da IC1
disindaki bolgelerde saptanan metilasyon diizensizlikleridir (136-140). Bu durum
imprinting hastaliklarinin ayr1 ayr1 degil tek bir antite olarak degerlendirilmesinin daha
dogru olacagmi distindiirmektedir. Azzi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calismada, IC1’de metilasyon azlig1 olan hastalarin %7’sinde farkli bolgelerde de
hipometilasyon oldugu gosterilmistir (78). Heniliz netlik kazanmayan bu

mekanizmanin da etiyolojisi aydinlatilamayan gruba katkis1 olabilir.

Calismamizin en Onemli kisitlar1 hasta sayisinin bazi karsilastirma ve
degerlendirmeleri yapmaya olanak saglayacak kadar ¢cok olmamasi ve kullanilan MS-
MLPA  yontemiyle  gosterilemeyen  molekiiler = mekanizmalar  olmasidir.
Calismamizdaki hasta sayisi yeterli olmadigindan, rutin uygulamada kullanilan klinik
bulgularin 6ncelik ve 6nem ydniinden degerlendirmeye alinmasi miimkiin olmamastir.
Molekiiler etiyolojik inceleme yapilan daha genis SRS gruplarinda klinik bulgularin
degerlendirilmesi klinisyenler igin, oOzellikle belirli riskler bakimindan hastalarin
multidisipliner ve yliksek maliyetli izlemleri diisiiniildiiglinde, daha belirleyici ve yol

gosterici olacaktir.

SRS kizlarda ve erkeklerde esit siklikta goriiliir. Bizim ¢alismamizda ise 24
hastanin 12’sinin kiz, 12’sinin erkek oldugu ve tani alan grupta erkeklerin istatistiksel
olarak anlamli sekilde ¢ok bulundugu gorilmistiir (p=0,007). Bu bulgu, kizlarda
klinik bulgular1 nedeniyle SRS’ye benzeyen ve daha ¢ok akla gelen Turner sendromu
benzeri durumlar nedeniyle aslinda SRS olan fakat diger hastalik grubunda
degerlendirdigimiz i¢cin SRS acisindan tetkik etmedigimiz bircok kiz hastamiz

olabilecegini diislindiirmiistiir.

SRS’de prenatal tan1 mevcut yontemlerle teorik olarak miimkiin goriinse de
pratik oldugu diisiiniilmemektedir. Ayrintili fetal US’de biiyiime kisithiligi saptansa
bile SRS diisiindiirecek 6zgiil bir bulgu mevcut degildir. UPD i¢in metilasyon testi
yapilmast durumunda plasenta/koryonik viluslardaki metilasyonun fetiisteki
metilasyon durumunu ne dlgiide yansittigi tartismalidir. flaveten, biiyiime geriliginin
saptanmast genellikle tigiincii trimesterde miimkiin oldugu icin bu zamandan sonra

molekiiler tetkik yapmak uygun olmamaktadir (9).
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Genomik imprinting hastaliklarinin ART ile dogan ¢ocuklarinda artmig siklig
ilgi ¢eken konulardan birini olusturmaktadir. Bu durumun nedeni ile ilgili ¢esitli
varsayimlar mevcuttur. Islem sirasindaki basamaklardan birinde o6zellikle DNA
metilasyonu bozularak normal imprinting isleyisi etkilenmektedir. Bu etkilenmenin,
ART yapilmasina neden olan infertiliteye mi, islemin kendisine mi bagh oldugu, ya da
bilinmeyen baska genetik ya da c¢evresel faktorler nedeniyle mi olustugu heniiz agik
degildir. SRS ve ART arasinda iliski kurabilen az sayida kanit olmakla birlikte
bildirilen vaka raporlarinin sayisi her gecen giin artmaktadir. Diger imprinting
hastaliklara kiyasla SRS’de net bir iligki kurulamamasmin bir nedeni de oldukca
degisken klinik bulgular1 nedeniyle tan1 alamayan oldukga biiyiik bir hasta grubunun
varhigi olabilir. SRS ile ART iliskisi kurulan ¢aligmalarda bu vakalarin ¢ogunda
paternal allelde IC1’de metilasyon kaybi bulundugu goériilmistiir (1). Calismamizda
ART ile dogan toplam 2 hasta bulunmus (2/24; %8,5) ve bu hastalarin IC1’de
metilasyon kaybi bulunan grupta yer aldigi goriilmustiir (2/16, %12.5). Bu sonucumuz
SRS’li hastalarda ART ile dogum oykiisiiniin IC1°de metilasyon kaybiyla iliskili

olabilecegini desteklemektedir.

SRS’li hastalarda yapilan c¢alismalarda prematiirite Oykiisii genellikle
sorgulanmadi@i i¢in sikligi bilinmemektedir. Bizim ¢alismamizda ise hastalarin
%38’inde (9/24) prematiire dogum Oykiisii vardir. Epigenotip-fenotip iligkisi a¢isindan
gruplar arasinda istatistiksel fark saptanmamustir (p=0,371). Prematiirite ile iligkisi
acisindan yorum yapilabilmesi i¢in bundan sonra yapilan caligmalarda varliginin

sorgulanmas1 gerekmektedir.

SRS’de bebekler genelde fetal hayatta baslayan biiylime geriligi nedeniyle
SGA olarak dogarlar. Bunun nedeninin arastirildigi c¢aligmalarda bir¢ok faktor
sug¢lanmakla birlikte higbiri kanmitlanamamistir. En muhtemel agiklamanin fetal
biliylime faktorii olan IGF-1I’nin azalmis ekspresyonu oldugu diisiiniilmekle birlikte
IC1’de metilasyon kaybi1 oldugu olan hastalarin birgogunda serum IGF-1l diizeylerinin
normal olmasi baska nedenlerin oldugunun kanitidir (89). Wakeling ve arkadaslar
yaptiklar1 calismada SRS’li hastalarin dogum agirlig1 persentillerini karsilastirmis ve
IC1°de defekti olan hastalarin dogum agirligi persentilleri ile mUPD bulunan hastalar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamamistir. Calismamizda hastalarin



57

dogum agirhigr ortalamasi 1952,9 g olarak hesaplanmis ve gestasyonel yasa gore
diisik dogum agirligi hastalarin %70’inde (17/24) bulunmustur. Ancak gruplar
arasinda disik dogum agirhigi acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamustir (p=0,647). Wakeling ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismayla uyumlu olan
bu durum, IGF-II disinda heniiz bilinmeyen bir takim faktorlerin SRS’li hastalardaki
bliylime geriliginin esas nedeni oldugunu, bu bulgunun sadece IC1’deki epigenetik
bozukluktan kaynaklanmadigini gdosterebilecegi gibi, hasta sayisinin az olmasi ile

iliskilendirilebilir.

Boy kisaligi SRS’li hastalarda %65-70 oraninda goriiliir (6). Calismamizda boy
uzunlugu 3 persentilin altinda olan hastalar kisa boylu olarak degerlendirilerek, tim
grupta 24 hastanin 20’sinde saptanmustir. Literatiire benzer olarak boy kisaligi

acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig goriilmiistiir

(p=0,578).

Calismamizda rolatif makrosefali, degerlendirme yapilan yastaki boy uzunlugu
ile oksipitofrontal ¢evre uzunlugu arasinda en az bir SD fark olmasi olarak
tanimlanmistir. SRS’li vakalarin %90’1mma varan oranda goriiliir. Calismamizdaki
hastalarin  %83’tinde (20/24) rolatif makrosefali gorilmis, gruplar arasinda

makrosefali agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0,091).

SRS’li hastalarda tiggen yiiz, alin belirginligi, asag1 egimli agiz kenarlart,
mikro/retrognati ve kulak anomalileri gibi  karakteristik yiiz  bulgular
goriilebilmektedir.  Hastalarnmiz  bu  sayillan yliz  Ozellikleri igin  ayn
degerlendirilmislerdir. Yapilan ¢alismalarda IC1’de metilasyon azlig1 olan hastalarda
rolatif makrosefali ve alin belirginliginin daha sik goriilmesi, bu hastalarin yiiz
bulgularin1 daha ayirt edici yapmakla birlikte farkli molekiiler gruplar arasinda yiiz
bulgular1 agisindan c¢akigmalar siklikla goriilmektedir. Asagi yerlesimli, posteriora
dontik kulaklar ve liggen yiiz mUPD7 grubunda daha sik goriilmektedir (6). Ancak
ornegin iiggen yiiz mUPD olan hastalarda %90’a varan oranda goriilmekle birlikte
IC1’de metilasyon azlig1 olan grupta da %60 oranda goriilmesi bu bulgunun ayirt edici
olmasii dnlemektedir. Su ana kadar yapilan ¢aligmalara dayanarak yiiz bulgular ile

farklt molekiiler gruplar1 ayirt etmek olanakli goriinmemektedir. Muhtemelen hasta
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sayisinin azligina bagli olarak bizim ¢alismamizda yiiz bulgular agisindan istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmamustir.

Ozellikle erken ¢ocukluk déneminde gériilen beslenme problemleri SRS’de en
sik rastlanan klinik ozelliklerdendir (6). Wakeling ve arkadaslarinin 65 hastalik
serilerinde, %86’lik oranla en sik goriilen klinik bulgudur. Bizim g¢alismamizda da
literatiir ile uyumlu olarak 24 hastanin 22’sinde (%92) saptanan istahsizlik en sik
goriilen klinik 6zelliklerden biri olarak degerlendirilmistir. Literatiirle uyumlu olarak

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p=1).

Viicudun cesitli bolgelerinde, 6zellikle de ekstremiteler, govde ve/veya yiizde
asimetri ile karakterize olan hemihipoplazi, SRS’li hastalarin yaklasik tigte birinde
bildirilmistir. Epigenotip-fenotip iliskisi kurmaya yonelik daha onceden yapilan
caligmalarda hemihipoplazi en sik IC1°‘de metilasyon azlig: ile, daha az siklikta
mUPD?7 ile iliskilendirilmistir. Literatiirde asimetrinin IC1’de metilasyon azligi olan
grupta daha sik goriilmesi, doku diizeyinde metilasyon azligi acgisindan mozaikligi
yansittigini - diisiindiirmektedir (6,9). Calismamizda literatiirde belirtilenden daha
yiiksek olarak hastalarimizin %63’tiinde (15/24) hemihipoplazi saptanmigtir. Gruplar
arasinda hemihipoplazinin (yiiz ve ekstremite) varligi agisindan istatistiksel olarak

anlamli farklar saptanmamistir (sirayla p=0,540 ve p=0,371).

Gilinlimiizde evrensel olarak yaygin goriis, dogum boyu ve/veya agirligi <-2 SD
olup biiyiime egrisini yakalayamayan dort yas ve lizerinde boy kisaligi olan ¢cocuklara
hGH tedavisi verme yoniindedir (6,13). SRS tanis1 olan hastalarin birgogu bu kriterleri
karsilamaktadir. Hatta yaygin bir goriise gore ciddi SRS siiphesi olan hastalara tedavi
daha erken baslanmalidir. Tiim bunlara ragmen SRS tanisi olan hastalarda hGH’nin
etkili olduguna dair randomize kontrollii ¢aligma mevcut olmamakla birlikte etkin
oldugunu gosteren c¢aligmalar az sayida ve genellikle molekiiler tanis1 olmayan
hastalara dayanmaktadir (6,13). Caligmamiza katilan 24 hastanin 4’ (%]17) farkl
zaman ve sirelerde hGH tedavisi almistir. Tedavi alan hasta sayisinin az olusu,
calismanin retrospektif olmasi ve tedavi takibi ile ilgili kayitlarin yetersizligi

nedeniyle hGH etkinligi konusunda yorum yapmak miimkiin gériinmemektedir.
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Besinci parmakta klinodaktili, SRS’li hastalarda ekstremite asimetrisinden
sonra en sik goriilen iskelet bulgusudur (%45-75). Bizim ¢alismamizda da literatiire
benzer olarak %75 siklikta saptanmistir. IC1°de metilasyon azligi olan grup ile
molekiiler etiyolojisi aydinlatilamayan grup arasinda istatistiksel agidan anlamli fark

bulunmamistir (p=1)

Wakeling ve arkadaglari, SRS’de gelisme geriliginin mUPD7 olan grupta,
IC1°de metilasyon azligi olan gruba gore belirgin olarak daha sik goriildiglni
saptamislardir. Gelisme geriligi siklikla hafiftir. Global gelisme geriligi olduk¢a azdir
ve genellikle ¢ocukluk doneminin ilerleyen zamanlarinda belirgin hale gelir. Bizim
calismamizda gelisme geriligi; dil, motor ve global olmak tizere ii¢ farkli alanda ayri
olarak degerlendirilmistir. Bunlarin herhangi biri hastalarin %70’inde gozlenmekle
birlikte iki grup arasinda istatistiksel acidan anlamli bir fark saptanmamistir. Hasta
sayist azlig1 ve mUPD7 calisilamamast bunun muhtemel nedenleri olabilir. Literatiirde

davranig problemleri oldukga nadir goriilmesi de bizim ¢alismamizla uyumludur.

Molekiiler etiyolojisi gosterilemeyen Grup 2’deki hastalarin bir kisminin altta
yatan nedeninin mUPD7 mekanizmas1 oldugunu diistinmekle birlikte bu hastalarda
Grup 1’e benzer sekilde kromozom analizi ile herhangi bir sitogenetik anormallik
saptanmamustir. Giincel yayinlar, bu hastalarin bir kisminda ¢oklu bdlge metilasyon
sorunlart oldugunu akla getirmekle birlikte patofizyolojideki rolii heniiz netlik

kazanmamustir (141-145).

Hastalarin belirli klinik bulgulara gore secilerek arastirmaya dahil edildigi ve
sonra bulunan molekiiler patolojiye gore gruplandirildi§i calismalarda, gruplar
arasinda klinik bulgularin siklig1, siddeti bakimindan fark bulabilmek, bir diger deyisle
genotip-fenotip iligkisi kurabilmek i¢in her gruba diisen hasta sayisinin istatistiksel
anlamli karsilastirmaya imkan verecek diizeyde cok olmasi gereklidir. Bizim
calismamizda bu iliskinin kurulamamasi literatiirde %10 gibi bir ylizdeye sahip oldugu
bildirilen mUPD7 varligina bakamamiz olabilecegi gibi, calismadaki hasta sayisinin
azlig1 nedeniyle de olabilir. Bu nedenle SRS’li hastalarda bu g¢alismadan sonraki
planimiz mUPD?7 varliginin arastirilmasit olacaktir. Yine de ¢aligmamiza dahil edilen
bir¢cok hastada molekiiler tan1 konmasi tedavi ve izlem agisindan yarar saglayacaktir.

Calismamizin bir referans merkezi olan hastanemizin deneyimlerine ve giincel
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uygulamalarina katkida bulundugu ve bu hastalarin tan1 ve izleminde standart

yaklagimlar getirecegi de umulmaktadir.

Calismamiz klinik 6zellikleriyle SRS ile uyumlu hasta grubunda, etiyolojide
bliyiik bir yiizdeyi olusturan molekiiler diizensizlikleri saptayan MS-MLPA yontemi
araciligi ile oncelikle klinik tantyr molekiiler olarak dogrulamak ve sonrasinda klinikte
goriilen fenotipik heterojenitenin, neden olan molekiiler patofizyolojiyi ne odlgiide

yansittigini anlamak amaciyla yapilmistir.
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6. SONUCLAR
Calismamizin sonunda su sonuglara ulasilmistir:

1. SRS’nin molekiiler etiyolojisi 16 hastada ortaya konmustur. MS-MLPA sonuglarina
gore 16 hastada IC1°de metilasyon kaybi1 (Grup 1) bulunmustur.

2. SRS ile uyumlu olan 8 hastanin sitogenetik incelemeleri de normal bulunmus, bu
hastalarda SRS’nin  diger mekanizmalarla olustugu veya SRS hastasi

olmayabilecekleri kabul edilmistir.

3. Molekiiler etiyolojisi gosterilemeyen 8 hastanin biiyiikk bir kismmin mUPD7
mekanizmas1 ile oldugu diisiiniilmiistiir. Oniimiizdeki dénemde bu calismanin

yapilmasi planlanmustir.

4. ART ile dogan bebek oraninin 2/16 olmasi, literatiirde {izerinde durulan SRS-ART
iliskisini destekler niteliktedir.

5. IC1’de metilasyon azligina bagli SRS oldugu gosterilen hasta grubunda erkek

cinsiyet oran1 anlamli sekilde yiiksek bulunmustur. Bu durum literatiir bilgisine terstir.

6. Hasta sayis1 azlig1 ve molekiiler patolojilerin bir boliimiine yonelik tanisal test
yonteminin uygulanmamis olmasi nedeniyle belirli bir fenotip-genotip iliskisi

kurulamamistir. Bu yonde ¢alismanin devami gereklidir.

7. Kesin tan1 alan ¢ocuklarin tedavi ve izlemleri diizenlenmis, ailelere genetik danisma

verme imkan1 dogmustur.
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EK 1: Hastalarin Dokiimu
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Diisiik Diisiik
Molekiiler Dogum Viicut Rolatif Asimetri Asimetri
Hasta | Yas (ay) | Cinsiyet Etiyoloji ART Prematiirite Agirhg Agirhg Boy kisahig1 Makrosefali Yiiz Ekstremite Klinodaktili
1 82 E + - - + + + + + + +
2 46 E + - + + + + + - + -
3 88 K + - - + + + + - + +
4 170 K + - - + - - - - + +
5 38 K - - - - + + - - + -
6 60 K + - + + + + + - - +
7 112 K + - + - + + + + + +
8 69 K - - - + + + + - + -
9 78 E - - + - + + + + - +
10 199 E + - - + + + + - + +
11 85 K - - + - + - + - - +
12 88 E + + + + + + + - - -
13 80 E + - + + + + + - - +
14 83 E + + - + + + + - + +
15 104 E + - - + + + + + + +
16 165 E + - - + + + + + + +
17 174 E + - - ¥ T + " ; " -
18 243 K - - - + - - + + + +
19 65 E + - + - + + + - + +
20 27 K - - + + + + + - - +
21 40 K - - - + + + + - - +
22 14 K + - - - + - + - - -
23 64 K - - - - + + - - - +
24 43 E + - - + + + - - + +




EK 1 (Devam)
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Gelisme Gelisme Gelisme
Yiiz Yiiz Yiiz Yiiz Yiiz Geriligi Geriligi Geriligi
Hasta | istahsizik | Terleme | Al belirginligi | Uggen yiiz | Mikro-retrognati Ag1z Kenari Kulak Anomalisi Global Dil Motor Akrabahk
1 + - + + + + + - - + +
2 + + + + + + + - + + -
3 + - + + + + + - + - -
4 + - + + + - + - - - -
5 + + + + + - + + - - -
6 + + + + + + + + - + +
7 + - + + - - + - - - -
8 + + + + + - + - + + +
9 + + - + - - - - + + +
10 + + + + + + + - + + -
11 + + - + + - + - - - -
12 + - + + + + + - + + +
13 + - + + + + + - - + -
14 + - + + + + + - + - -
15 - + + + + - + + + + -
16 + + + + + + + - + - -
17 + + + + + + + + + + +
18 - + + + - - + - - - -
19 + + + + + + + + + - -
20 + + + + + + - - - - -
21 + + + + + + - - - - +
22 + - + + + - - - - + +
23 + + + + - - - - - + -
24 + - - + - - - + + - +
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