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LABURPENA

Prader WIilli Sindromea aitarengandik jasotako 15. kromosomako q11-13 eskualdeko geneen
adierazpenean arazoak daudenean garatzen den gaixotasun arraroa da. Gaixotasunaren
oinarrian 3 akats genetiko daude: delezioa, disomia amatiarra eta inpronta guneko akatsak,
lehenengoa PWS kasu gehienen eragile izanik. Horrek gene ezberdinen adierazpen galera
dakar, eta horrekin batera adinaren arabera aldakorra den gaixotasunaren sintomatologia
bereizgarria: hipotonia, hiperfagia eta obesitatea. 15q11-13 eskualdeko gene batzuk proteinak
kodetzen dituzte (MKRN3, MAGEL2, NDN, NPAP1, SNURF-SNRPN), eta beste batzuk RNA
molekulak (snoRNAs: SNORD107, SNORD64, SNORD108, SNORD109A, SNORD116, IPW,
SNORD115, SNORD109B). Geneen eta sintomatologiaren arteko erlazioa soilik kasu
batzuetan ezagutu ahal izan da. Gaixotasunaren diagnostiko klinikorako irizpideak zehaztuta
dauden arren, ezinbestekoa da diagnostiko molekularraren bidezko konfirmazioa ondorengo
teknikak erabiliz. metilazio patroiaren analisia, FISH, mikroarrai kromosomikoak eta
mikrosateliteen analisia. Egun, sintomak soilik farmakologikoki tratatu daitezke, baina gaitza
errotik sendatzea helburu duten zenbait terapia geniko garapen bidean daude. Horien artean
terapia epigenetikoak nabarmentzen dira, PWSko inpronta guneko aldaera epigenetikoak
modulatuz (DNAren metilazioa, histonen metilazioa eta histonen azetilazioa), eta DNA
sekuentzian aldaketarik eragin gabe, geneen adierazpena erregulatzen dutenak. Besteak
beste, DNA metiltransferasen inhibitzaileak eta CRISPR/Cas9 sistema. Adenobirusen bidezko
terapia genikoen bideragarritasuna ere frogatzen ari dira. Nahiz eta PWSren oinarri
genetikoaren inguruan nahikoa informazio izan, oraindik asko dago ikertzeko. Eta hori
ezinbesteko urratsa da gaitza errotik sendatzea helburu duten terapia geniko seguru eta
eraginkorrak garatu ahal izateko.



1. SARRERA

Prader-Willi Sindromea (PWS) gaixotasun arraro, multisistemiko eta konplexua da.
Gaixotasun arraro gisa sailkatzen da bere prebalentzia 1/10.000 - 30.000koa delako, eta
multisistemiko eta konplexu gisa definitzen da sistema endokrinoan, kognitiboan eta
neurologikoan eragiteaz gain, metabolismo eta portaera asalduren eragile izan daitekeelako.!
Egun, munduan PWSdun 400.000 gaixo inguru daudela estimatzen da. Sexuaren araberako
prebalentzia 1:1 erakoa da, eta % 3ko hilkortasun tasa du.?®

Gaixotasun genetikoa da, izan ere, aitarengandik jasotako 15. kromosomako q11-13
eskualdeko geneetan mutazioak daudenean garatzen da. PWS eragiten duten mutazioak 3
motatakoak izan daitezke: delezioak, disomiak edota inpronta akatsak.* Mutazio motaren
arabera, sintomatologia aldakorra da. Halere, PWS pairatzen dutenen artean badaude ohikoak
diren sintoma batzuk, adinaren arabera aldatzen direnak. Esaterako, haurdunaldian zehar, oro
har, fetu gaixoen hazkuntza atzeratua egon ohi da, eta, ondorioz, haur jaio berriek pisu eta
tamaina txikia izaten dute.® Lehenengo bi urteetan sintoma nagusienak hipotonia, jateko
arazoak, irensteko arazoak, listu lirdingatsua, negar ahula, mugimenduen gutxipena eta
funtzio muskular eta motoreen garapen motela izaten dira. 8. hilabetetik aurrera hipotonia
hobetzen den arren, masak eta tonu muskularrak behar baino baxuagoa izaten jarraitzen du.
2 urtetatik aurrera, ordea, hiperfagia, pisuaren handipena, obesitatea, hazkuntza atzerapena
eta garapenean atzerapen orokorra nagusitzen dira. Hain zuzen ere, obesitatea da PWS
pairatzen dutenen ezaugarri bereizgarriena, eta, aldi berean, arriskutsuena. lzan ere,
hiperfagiaren, metabolismo basalaren gutxipenaren eta aktibitate fisikoaren gutxipenaren
ondorioz garatzen den obesitatea da gaixoen heriotza kausa nagusia.l?> Gainera, 8 urtetatik
aurrera, ohikoa izaten da hipogonadismoa, eta horrekin lotuta, pubertaroaren atzerapena eta
hipogenitalismoa. 1zan ere, hormona gonadotropikoen (hormona luteinizatzailea eta hormona
folikulu-estimulatzailea), sexu hormonen (testosterona eta estrogenoa) eta hazkuntza
hormonaren (GH) jariapena gutxituta egoten da. Horrez gain, ohikoak izaten dira garapen
intelektualaren gutxipena, ikasteko arazoak, ulermen arazoak eta portaera arazoak. Hala nola,
burugogorkeria, oldarkortasuna, norbere burua zauritzea, antsietatea, depresioa eta
manipulazio jarrerak.}* Helduaroan sintomak arindu egiten dira. Portaera arazoak gutxitzeaz
gain, elikatzeko orduan azkar asetzen direnez, hein batean behintzat, obesitate arazoak arindu
egiten dira. Egia da, ordea, oraindik ez dagoela argi paziente guztiak fase horretara iristen

diren.®

PWSdun pazienteek ezaugarri fisiko bereizgarriak ere izaten dituzte. Horien artean
nabarmentzekoak dira altuera txikia, esku eta hanka txikiak, eta almendra formako begiak.

Gainera, lo egiteko arazoak, eta horrekin batera, egunean zeharreko logurea ere ohikoak



izaten dira. Tenperaturaren erregulazio arazoak ere izaten dituzte, eta gainera, minaren

atalase handiagoa izan ohi dute.?®

Gaur egun, PWSdun pazienteak tratatzeko hazkuntza hormona (GH) erabiltzen da. Izan ere,
hormona horren administrazioaren bidez gaitza errotik sendatzen ez den arren,
sintomatologia, hein batean behintzat, arindu egiten da. Hazkuntza hormonarekin tratatzen
diren pazienteek, oro har, altuera eta esku eta oinen tamaina normala izan ohi dituzte, eta
gainera, aurpegiko ezaugarri bereizgarri arinagoak aurkezten dituzte.® Horrez gain, portaera
arazoak ere hobetu egiten dira.! Bestalde, hormona sexualen administrazioa ere tratamendu
gisa erabiltzen da PWSdun pazienteetan hipogenitalismoa eta pubertaroaren hastapen

atzerapena kontrolatze aldera.’

Gaur gaurkoz, ez dago gaitza errotik sendatzen duen tratamendurik, baina zenbait ikerketa

talde terapia genikoaren erabilera aztertzen ari dira.

2. HELBURUAK

Gradu amaierako lan honen helburu nagusia Prader-Willi Sindromearen inguruko lan
bibliografiko bat egitea da. Alde batetik, PWS eragiten duten akats genetiko nagusiak
aztertuko dira, eta horretarako 15. kromosomako q11-13 eskualdeko delezio, disomia edota
inpronta akatsetan sakonduko da. Horrekin batera, kaltetutako geneen eta gaitzaren

sintomatologiaren arteko erlazioa aztertuko da.

Beste alde batetik, gaur egun diagnostikorako erabiltzen diren teknika molekularrak aztertuko
dira. Gaixotasun genetikoa izanik, diagnostiko goiztiar batek paziente hauen bizi kalitatea
hobetzen lagun dezake. Izan ere, gaixotasuna bere horretan sendatzen duen tratamendurik
egon ez arren, PWS konfirmatzen den kasuetan pazienteei disziplina anitzeko arreta
eskaintzen zaie. Hala nola, jarraipen nutrizionala, laguntza psikologikoa eta terapia fisikoa.

Zenbat eta lehenago jaso arreta hori, pazientearentzako onuragarriagoa da.?

Azkenik, gaixotasunari aurre egiteko garapen bidean dauden terapia genikoen berrikusketa

egingo da, eta horretarako, gaur egun abian dauden ikerketetan sakonduko da.

3. METODOLOGIA

Lan hau osatzeko bilaketa bibliografikoa egin da bilatzaile gisa PubMed datu basea erabiliz.
Egin den bilaketa nagusian iragazki komun bat erabili da: soilik azken 5 urteetan argitaratutako
dokumentuak hartu dira aintzat. Hitz gako ezberdinak konbinatu dira datu basearen “AND”

operadorea erabiliz bibliografia bilatzeko orduan.

1. irudian bilaketa bibliografikoa nola gauzatu den erakusten da. Bilaketa bakoitzaren helburua

zein izan den adierazten da, eta kasu bakoitzean lortutako artikulu kopurua zenbatekoa izan

2



den. Bilatzaileak aurkitutako artikulu horiei gainbegiratu bat eman, eta bilaketa bakoitzerako
gehien egokitzen diren artikuluak aukeratu dira (urdinez adierazitako kopuruak), guztira 15

izanik.

BILAKETAREN EGINDAKO BILAKETA ETA ERABILITAKO
HELBURUA LORTUTAKO EMAITZAK DOKUMENTU KOPURUA
PWSren oinarri PWS AND GENETICS n: 3
genetlkoa_ren _ n: 467
inguruko informazioa
bilatzea

PWS AND GENOTYPE AND PHENOTYPE 2

n: 35 .
PWS AND MAGEL?2
n: 2
n: 35
v PWS AND DIAGNOSIS

Diagnostiko n: 2
molekularraren n: 551
inguruko informazioa
bilatzea

PWS AND DIAGNOSIS AND MS-MLPA

n:9

Terapia genikoen
inguruko informazioa PWS AND EPIGENETICS

bilatzea n: 36

GUZTIRA, n: 15

1.irudia. PubMed datu basea erabiliz egin den bilaketa bibliografikoaren eskema.

Bestalde, lana osatu ahala, beharrezkoa izan den kasuetan, bilatzaile bera erabiliz bilaketa
gehiago egin dira, baina azken 5 urteetako iragazki hori aplikatu gabe. Horrela, 15 artikulu
horietaz aparte, 8 artikulu gehiago aurkitu dira PubMed bilatzailean.

PubMed datu baseaz aparte, beste zenbait iturri fidagarri ere kontsultatu dira, besteak beste,
NIH (National Institutes of Health), SciELO (Scientific Electronic Library Online), NHGRI



(National Human Genome Research Institute), SEQCM- (Sociedad Espafriola de Medicina de
Laboratorio), SEFH (Sociedad Espafola de Farmacia Hospitalaria), RiuNet (Repositorio
Institucional de la Universidad Politécnica de Valencia), Pediatria Integral (Revista Oficial de
la Sociedad Espafiola de Pediatria Extrahospitalaria y Atenciéon Primaria), NHS England
Genomic Education Programme, Euskadi.eus, Science Direct, ResearchGate, MRC Holland

biotechnology company eta Creative Biomart company.

4. GARAPENA
4.1. PWSren OINARRI GENETIKOA

Prader-Willi Sindromearen oinarrian 15. kromosomako alterazio genetikoak daude. Egoera
fisiologikoan, amarengandik jasotako 15011-q13 eskualdeko geneak inpronta bidez
erregulatuta daude, alegia, zitosina guanina dinukleotido (CpG) irlen metilazioaren bidez
isilarazita daude. Ondorioz, gene horien adierazpena monoalelikoa da, hots, soilik
aitarengandik jasotako aleloak adierazten dira. DNAren metilazio profila gametogenesian

zehazten denez, hurrengo belaunaldira transmititzen da.’

PWSren oinarrian 3 akats genetiko mota daude: aitarengandik jasotako 15q11-q13
eskualdearen delezioa (kasuen % 65 - % 75), disomia amatiarra (kasuen % 20 - % 30) eta

inpronta akatsak (kasuen % 1 - % 3).3

PWS eragiten duen akats genetiko ohikoena aitarengandik jasotako 15q11-q13 eskualdeko
delezioak dira. Eskualde horretan 3 haustura gune daude: BP1 (zentromerotik hurbilen), BP2
(BP1letik 500Kb-tara) eta BP3 (distalena) (2.irudia). Hain zuzen ere, haustura gune horietatik
ematen dira PSW eragiten duten delezioak. | motako delezioa BP1 eta BP3 artean ematen
da, eta, ondorioz, 6 Mb inguru galtzen dira. Aldiz, Il motakoan BP2 eta BP3 arteko material
genetikoa galtzen da (5,3 Mb inguru).* 2. irudian ikus daitekeen bezala, | motako delezioa
pairatzen duten gaixoek Il motakoa pairatzen dutenek baino 4 gene gehiago galtzen dituzte,

eta horren ondorioz, gaixo horiek portaera-arazo eta arazo psikologiko gehiago dituzte.®
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2.irudia. 15q11-13 eskualdea. Eskualde horretan dauden geneak, eta gene bakoitza ze norabidetan
transkribatzen den erakusten da. Ikur obalatuak, proteinak kodifikatzen dituzten geneak; laukizuzenak,
RNA geneak; haustura guneak: BP1, BP2 eta BP3; Cen: zentromeroa; Tel: telomeroa; IC: inpronta
gunea. (moldatuat)

PWS eragiten duen bigarren akats genetiko ohikoena disomia amatiarra da. Kasu horretan,
banakoak amarengandik 15. kromosomaren bi kopia jasotzen ditu, eta aitarengandik kopia
bakar bat ere ez.® Kontuan izanik amarengandik jasotako 15q11-13 eskualdea inpronta bidez
isilarazita dagoela, disomia amatiarra pairatzen duten gaixoek ez dituzte eskualde horietako
geneak adierazten. Disomia amatiarraren baitan bi mota bereizten dira: heterodisomia eta
isodisomia (3. irudia). Heterodisomiaren kasuan, |. zatiketa meiotikoan akatsak gertatzen dira,
kromosoma homologoak ez dira banantzen, eta beraz, ondorengoak guraso baten 2

kromosoma homologoak jasotzen ditu. Isodisomiaren kasuan, ordea, akatsa Il. zatiketa



meiotikoan gertatzen da. Ondorioz, ondorengoak amaren kromosoma bakar bat jasotzen du,

baina kromosoma hori bikoiztuta.°

Aitaren kromosoma parea Amaren kromosoma parea

Disomia aitatiarra \ /
! l

Heterodisomia Isodisomia Aitaren eta amaren Heterodisomia Isodisomia
kromosoma pareen arteko
konbinazio normalak

3.irudia. Disomia amatiarra. Heterodisomia eta isodisomia. (moldatual?)

Arestian aipatu bezala, inpronta akatsek, hots, aitarengandik jasotako 15. kromosomako q11-
13 eskualdean inprontarekin erlazionatutako mutazioek ere PWS eragin dezakete. Baina mota
horretako akatsak ez dira horren ohikoak. Berez, eskualde horretako geneak, aitarengandik
jasotakoak, adierazi egin behar dira. Baina esaterako mikrodelezioak edo epimutazioak
gertatzen badira, eta gene horiek ez badira adierazten, PWS garatzen da.'? Epimutazioak
DNA sekuentzian aldaketarik eragin gabe geneen adierazpenean aldaketak eragiten dituzten
mutazioak dira. Epimutazio horiek geneen sustatzailetan edota histonen itzulpen ondoko
aldaketetan gertatu ohi dira.’* PWSdun pazienteetan, epimutazio horien ondorioz kromosoma
aitatiarrak inpronta amatiarra du, eta horrek, kromosoma aitatiarreko geneak ez adieraztea
eragiten du. Bestalde, inpronta akatsak mikrodelezioen ondorioz ere gertatzen dira.
Enbriogenesian 4,3Kb inguruko galerak eman daitezke inpronta gunean, adibidez. SNURF-

SNRPN genearen 1 exoian, eta, ondorioz, PWS garatu.

4.1.1. 15g11-13 eskualdeko geneak eta PWSren sintomatologiaren arteko erlazioa

15911-13 eskualdean inpronta bidez erregulatuta dauden geneetako batzuk proteinak
kodetzen dituzte (MKRN3, MAGEL2, NDN, NPAP1, SNURF-SNRPN), eta beste batzuk berriz,
RNA molekulak (snoRNAs: SNORD107, SNORD64, SNORD108, SNORD109A, SNORD116,
IPW, SNORD115, SNORD109B). Genotipo-fenotipo erlazioa gaur gaurkoz oraindik guztiz
zehaztuta ez dagoen arren, geneak eta sintomatologia erlazionatzen dituzten hipotesi

ezberdinak daude. Jarraian, gene horietako batzuetan sakonduko da.?



MKRN3 geneak kodetzen duen proteina pubertaroaren hastapenarekin erlazionatuta dago.
MKRNS3 proteinak hipotalamo-hipofisi ardatzean eragiten du, izan ere, gonadotropinaren
hormona askatzailearen (GnRH) sekrezioa inhibitzen du hipotalamoan. GnRHak bere horretan
hipofisian eragiten du pubertaroaren hastapenarekin zuzenki erlazionatuta dauden hormona
luteinizatzailearen (LH) eta hormona folikulu estimulatzailearen (FSH) askapena bultzatuz.
Hormona luteinizatzaileak gizonezkoetan testosteronaren eta emakumeetan progesteronaren
askapena erregulatzen du. Hormona folikulu estimulatzaileak berriz, estrogenoaren
askapenean eragiten du. PWSren kasuan, MKRN3 genearen adierazpena gutxituta
dagoenez, GnRHren mailak handituta egon beharko lirateke, eta horren ondorioz, baita LH eta
FSH mailak ere. Hormona horien desoreka legoke pubertaroaren hastapen goiztiarraren
atzean. Baina PWSdun pazienteetan kontrakoa gertatzen da, alegia, pubertaroa atzeratuta
egoten da. Egun, oraindik ez dago MKRN3 genearen adierazpen galeraren eta PWSren
sintomatologiaren arteko kontraesanarentzako azalpenik. Hori dela eta, litekeena da
pubertaroaren hastapen atzerapena beste gene batzuen adierazpen okerrarekin erlazionatuta

egotea.* 15 16

MAGEL2 geneko mutazioak hiperfagiarekin erlazionatu dira. Izan ere, gene horrek kodetzen
duen proteinak hipotalamoan jateko gogoa kontrolatzen duten zenbait molekulekin
interakzionatzen du. NPY (Neuropeptide Y) eta AgRP (Agouti-related peptide) peptidoak
hipotalamoan adierazten dira, eta mekanismo zentralen bidez gosearen handipena eragiten
dute. Bestalde, propiomelanokortinaren (POMC) lisitik eratortzen den a-MSH (alpha-
melnocyte-stimulating hormone) hormonak kontrako efektua du, hots, gose sentsazioa
gutxitzea eragiten du. Leptinak, besteak beste adipozitotan eta hipotalamoan ekoizten den
hormonak, gosearen erregulazioan parte hartzen du POMC neuronak aktibatuz, eta
NPY/AgRP neuronak inhibituz. Bada MAGEL2 proteinak, leptinak eragiten duen POMC

neuronen despolarizazioa inhibituz eragiten du hiperfagia. **

NDN edo NECDIN geneak NECDIN proteina kodetzen du, neuronen garapenean esku hartzen
duena. Proteina horrek neuronen garapeneko fase ezberdinetan eragiten du, hala nola,
proliferazioan, neuriten eta axoien hazkuntzan eta migrazioan. Ondorioz, ez da harritzekoa
NECDINen adierazpena gutxituta dagoenean, esaterako PWS pazienteetan, garapen
neuronala kaltetuta egotea, eta horrek arazo kognitiboak eta garapenean atzerapenak
eragitea.® Horrez gain, NECDINen adierazpena behar baino txikiagoa denean, arnas hartze
irregularrak eta apneak ohikoak izaten dira. Izan ere, behatu da fetu garaian arnasketa
prozesua erregulatzen duen zentruaren garapena kaltetzen dela, eta, ondorioz, hipoxia
egoerei aurre egiteko zailtasunak daudela. Gainera, NDN genea adierazten duten saguak
ikertuz ondorioztatu dute NECDIN sistema serotoninergikoaren garapenarekin erlazionatuta

dagoela. Izan ere, sagu horiek, PWS pazienteek bezala, sistema serotoninergikoa kaltetuta



daukate.'® Bestalde, NECDIN proteinak GnRHaren adierazpenean eragiten du. Ondorioz,
NECDIN proteinaren adierazpena gutxituta dagoenean, GnRHaren adierazpena ere gutxitu

egiten da, eta horrek hipogonadismoa eragin dezake.!

SNURF-SNRPN geneek bi proteina kodetzen dituzte. Alde batetik, SNURF, zeinaren funtzioa
oraindik zehaztu gabe dagoen, eta beste alde batetik, SNRPN (SmN). Azken hori ARNm-aren
moztitsasketa prozesuan parte hartzen duen proteina ez esentzial bat da. Hau da, ARNm-ren
heltze prozesuaren baitan transkrito primariotik introiak ezabatu eta ondoz ondoko exoiak
lotzen ditu.® Proteinaren funtzioa ezaguna izan arren, bere galeraren eta PWSren

sintomatologiaren arteko erlazio zuzenik ez da zehaztu, momentuz.

Horrez gain, SNURF-SNRPN genearen 5’ muturrean inpronta gune bat dago, jarraian aipatuko
diren 7 RNA nukleolar txikien (snoRNA, small nucleolar RNA) adierazpena erregulatuko

duena.?

SNORD107, SNORD64, SNORD108, SNORD109A, SNORD116, SNORD115, SNORD109B
geneek 7 snoRNA ezberdin kodetzen dituzte. RNA molekula horiek RNA nuklearren (SnRNA,
small nuclear) eta RNA erribosomalen (rRNA, ribosomal RNA) heltze prozesuan parte hartzen

dute.'® Horrez gain, zenbait generen adierazpenaren erregulazioan parte hartzen dute.*

SNORD116 genea batez ere burmuinean adierazten da, eta PWSren sintomatologiaren
eragile garrantzitsutzat hartzen da. lzan ere, gose asetasuna, mina, tenperatura eta loa
erregulatzen duten geneen adierazpenean eragiten du. Ondorioz, SNORD116 genearen
adierazpena gutxituta daukaten pazienteek minaren atalase handiagoa, lo arazoak,
tenperatura erregulatzeko arazoak eta asetasuna kontrolatzeko arazoak izaten dituzte.®
SNORD116 genearen gabeziak, besteak beste 5015 eskualdeko PCSK1 genearen
adierazpena okerra izatea eragiten du. Gene horrek prohormona konbertasa (PC1) entzima
kodetzen du, hots, POMC bezalako prohormonak hormona aktibo bilakatzen dituen entzima.
Horrez gain, SNORD116 genearen adierazpena gutxituta dagoenean, ohikoa izaten da GnRH
eta intsulina maila baxuak izatea, eta, aitzitik, gose sentsazioa handitzen duen grelin
hormonaren mailak behar baino altuagoak izatea. Hormona horien guztien desoreka

obesitatearekin eta hipogonadismoarekin erlazionatu dira.*

15911-13 eskualdean badaude funtzio nahiko ezaguneko geneak (NPAP1, IPW, PWRNL1 eta

abar), baina beraien gabezia ez da PWSren sintomekin erlazionatu.!
4.2. DIAGNOSTIKORAKO TEKNIKA MOLEKULARRAK

1993. urtean, PWSren diagnostiko Klinikorako Holm-en irizpideak zehaztu ziren. Bertan,
sintomatologian oinarritutako lehenengo mailako eta bigarren mailako irizpideak definitu ziren,

eta irizpide horiek kontuan izanda diagnostiko klinikoa gauzatzen zen. 2001. urtean, ordea,
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irizpide horiek berrikusi eta adinaren araberako irizpideak definitu ziren, ondorengo taulan

jasota daudenak.?°

1. taula. PWSren diagnostiko klinikorako adinaren araberako irizpideak.?°

Adina Sintomatologia

Fetuaren mugimendu gutxitua, hipotonia,

Haurdunaldian, jaioberritan negar ahula eta kriptorkidia

2 urtera arte Hipotonia

Hipotonia, garapen atzerapen orokorra eta

2-6 urte bitartean . ) . ;
aurpegiko ezaugarri bereizgarriak

Hipotonia, garapen atzerapen orokorra eta

6-12 urte bitartean : )
hiperfagia

Atzerapen mentala, hiperfagia,

13 urtetik aurrera . .
hipogonadismoa, portaera arazoak

Diagnostiko klinikoaz gain, ezinbestekoa da teknika molekularren bidezko konfirmazioa.
Erabiltzen diren teknika molekularrak metilazio patroiaren analisia, FISH (fluorescence in situ
hybridization) eta mikrosatelite bidezko analisia dira. 4. irudian jasotzen da diagnostiko

molekularra egiterakoan jarraitzen diren urratsak.°

PWS/ASaren susmo klinikoa

Konsulta
Genetika zerbitzuan

15q11.2
Negatiboa Asaldatua Normala Asaldatua
Klinika
AS PWS Berrebaluazio

Positiboa Negatiboa klinikoa

DELEZIOA
Amatiarra (AS)

Aitatiarra (PWS) Asaldatua Normala

DISOMIA
Amatiarra (PWS)
Aitatiarra (AS)

Epigenetikako laborategian

4. irudia. Teknika molekularren bidezko diagnostikoa gauzatzeko urratsak. (moldatua?)



4.2.1. Metilazio patroiaren analisia

Diagnostiko molekularraren lehenengo pausua 15q11-13 eskualdeko metilazio patroia
aztertzea izaten da. DNAren metilazio patroia aztertzen duten tekniken helburua akatsdun
metilazio patroiak detektatzea da. Banako osasuntsuetan amaren aleloa metilatuta dagoenez
eta aitarena ez, metilazio patroia % 50ekoa da. PWSdun pazienteen kasuan, ordea, metilazio
patroia % 100koa izan ohi da, hots, hipermetilazioa atzematen da.” 2 Teknika horren bidez,
delezio, guraso bakarreko disomia eta inpronta akatsak atzeman daitezke, eta kasu batzuetan
soilik, mutazio konkretua ezagutu daiteke.?* Metilazio probetan CpG irlak ezagutzen dituzten
entzimak erabiltzen dituzte. DNA metilatuta badago, entzimak ez dira gai DNA digeritzeko.

Beraz, PWSdun pazienteen kasuan ez da DNAren digestiorik ematen.’

Metilazio patroia detektatzeko teknika arruntenak MS-PCR (methylation-specific PCR) eta MS-
MLPA (methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification) dira. MS-PCRan,
metilatu gabeko eta metilatutako CpG irlak ezagutzen dituzten hasleak erabiliz, SNRPN
genearen 5" muturreko CpG irlen metilazio patroia aztertzen da. Lehenik, DNA lagina sodio
bisulfitoarekin tratatzen da, eta CpG irletako zitosinak, baldin eta metilatu gabe badaude,
urazilo bilakatzen dira (UpG irlak). Ondoren, DNA lagina PCR bidez anplifikatzen da
metilatutako (CpG) eta metilatu gabeko irlak (UpG) ezagutuko dituzten M eta U hasleak
erabiliz, hurrenez hurren. DNA anplifikatzeko ahalmena duen haslearen arabera
ondorioztatzen da jatorrizko DNA lagina metilatuta edo metilatu gabe dagoen (5. irudia).?> 23

Teknika horrek ezin du delezio, disomia edota inpronta akatsen artean bereizketarik egin.?

8\ N\

Bisulfitoarekin tratatutako DNA lagina

Metilatutako zitosina Metilatu gabeko zitosina

~-0——

“U” haslea

“M” haslea

5.irudia. MS-PCR teknikaren oinarria. (moldatua?3)

MS-MLPA teknikak 1511 eskualdeko 5 gune ezberdinetako metilazio patroia detektatzen du.

Teknika horretan, aztertu nahi diren sekuentziak zunda espezifikoekin hibridatzen dira.
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Jarraian, Hhal endonukleasarekin tratatzen dira, eta azkenik, DNA anplifikatu egiten da. Hhal
endonukleasarekin metilatu gabeko DNA-zunda heteroduplexak digeritzen dira. Hortaz,
aztergai den sekuentzia metilatu gabe badago, zunda digeritu egiten da, eta osteko
anplifikazioak ez du seinalerik ematen. Aitzitik, intereseko sekuentzia metilatuta badago,
zunda ez da digeritzen, eta intereseko sekuentzia anplifikatu egiten da (6. irudia). Modu
horretan bereiz daiteke intereseko sekuentzien metilazio patroia nolakoa den. MS-MLPA
teknikak delezioak detekta ditzake, baina ezin du disomia amatiarraren eta inpronta guneko

mutazioen arteko bereizketarik egin.?% 24

Metilazioaren ondorioz Hhal
Metilatutako aleloa

"' ; bidezko liseriketa inhibituta

‘ Ahplifikazioa eta seinalea

L e I
V< Hhal]
0,8

Metilatu gabeko aleloa Hhal bidezko DNA-zunda
\| . / heteroduplexen liseriketa
|

|
% Anplifikaziorik ez, seinalerik ez

6. irudia. MS-MLPA teknikaren oinarria. (moldatua?*)
4.2.2. FISH

Metilazio patroiaren azterketek asaldaduraren bat atzematen badute, jarraian FISH teknika
bidezko azterketa egiten da. Kasu horretan, aztertu nahi diren eskualde genetikoekiko
osagarriak diren DNA zundak erabiltzen dira sekuentzia horien ausentzia edo presentzia
detektatzeko.?

FISH teknika aplikatzeko metafasean dauden linfozitoen kromosomak aztertzen dira. 1zan ere,
metafasean material genetiko guztia kromosometan kondentsatuta dago, eta gainera,
kromosomak zelularen plaka ekuatorialean lerrokatzen dira. Beraz, kromosoma mailako
akatsak egonez gero, errazago detektatzen dira. G banding deituriko metodologia erabiliz
kondentsatutako kromosomak tindatzen dira, eta, ondorioz, kariotipoa ikuskor bilakatzen da.
Azkenik, lagina desnaturalizatu (formamida eta tenperatura altuak erabiliz), eta kate bakarreko

DNA harizpiak intereseko zundekin hibridatzen dira.? 2

Hibridaziorako fluoreszenteki markatutako zundak erabiltzen dira, detektatu nahi den DNA
eskualdearekiko osagarriak direnak. PWSren kasuan, 15q11-13 eskualdearekiko osagarria

den DNA zundak erabiltzen dira, eta seinalea fluoreszentzia mikroskopioz aztertzen da.
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Zundaren eta laginaren arteko hibridazioa ematen bada, 15911-13 eskualdearen presentzia
konfirmatzen da, eta beraz, delezio kasuak baztertzen dira. Hibridaziorik ematen ez bada,

ordea, 15q11-13 eskualdearen delezioa konfirmatzen da.?®

Aztertu nahi den eskualdearekiko osagarria den DNA zunda

I BECERERERRERREEE N 1
LR e )

Zunda fluoreszenteki markatu

Fluoreszenteki markatutako zunda
T A2 ABE ABNE AR ANE AR L

| ' ANEE T YN IE 5F SEFE SN

. dell5q11.2

Desnaturalizazioa eta hibridazioa Y

NE— 15
PULE VLT TN LT A |I\-\
\ TNNETSNRENE IF YNE YA
\

.

N

B NV NN/

W/\‘ s ] PWS — deletion of 15q11.2q13
el e o ol 8 LLLLLL L)

7.irudia. (A) FISH teknikaren oinarria (moldatua?®) eta (B) FISH teknikaren bidezko PWSren
diagnostikoa (moldatua?’). Seinale berdea (zentromeroa), seinale gorria kromosomaren bukaera
adierazteko (kontrola, PML), seinale gorria zentromeroaren azpian (15g11.2 eskualdea). Seinale
gorriaren falta zentromeroaren azpian, PWS.%’

4.2.3. Mikroarrai kromosomikoak

Mikroarrai teknika desoreka genomikoak detektatzeko erabiltzen da, eta CGH (comparative

genomic hybridization) edo SNP (single nucleotide polymorphism) erakoa izan daiteke.

CGH teknikak genomako toki espezifiko batean dagoen DNA kopurua dektatzeko balio du.
Horrela, bikoizketen ondoriozko irabaziak edota delezioen ondoriozko galerak atzeman
daitezke. Horretarako, fluoreszenteki markatutako pazientearen DNA, beste fluoroforo batekin
markatutako kontrol batekin alderatzen da. Bi laginak nahastu egiten dira, eta zundadun porta
baten gainean jartzen dira hibridazioa eman dadin. Jasotako fluoroforoen seinaleak
interpretatuz ondorioztatu daiteke eskualde horretan aztergai den laginean DNA irabaziak edo

galerak dauden.®

SNP erako mikroarraiari dagokionez, pazientearen DNA lagina zunda alelo espezifikoak dituen
porta baten gainean jartzen da hibridazioa eman dadin. Teknika espezifikoagoa da, delezioak
eta bikoizketak detektatzeaz gain, base pare konkretuen aldaketak, hots, polimorfismoak

detektatu ditzakeelako.?8: 2°
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CGH mikroarraia SNP mikroarraia

Pazientearen Pazientearen

Kontrola

DNA lagina Laginen aukeraketa eta DNA lagina
W@ DM DNA isolatzea

v v g
At S, Fl

Hibridazioa eta garbiketa
Azterketa eta irudien prozesatzea |/ smumsesmssescaeers /
/ '%a SRR /

k

Datuak prozesatu eta adierazi

(LOH)
)
o
i
i
i

Log2 {ratio) B aleloaren maiztasuna
°

Base kokapena

s w0 2 s e 98 10 12 w4 105
Base genomikoaren kokapena kromosoman

8. irudia. CGH eta SNP mikroarraia. Lehenean, pazientearen DNA eta DNA kontrol bat fluoroforo
ezberdinekin markatu eta zunda espezifikoekin hibridatuarazten dira. Seinalearen koloreak erakusten
du DNA eskualde ezberdinen ugaritasuna zenbatekoa den pazientearen DNA kontrolarekin alderatuz.
SNP mikroarraian berriz, pazientearen DNA zunda alelo espezifikoekin hibridatuarazten da. Jasotako
seinalearen arabera, pazientearen polimorfismoak, eta kasu batzuetan delezioak ere detektatzen dira.

(moldatuas°)

4.2.4. Mikrosateliteen analisia

Metilazio testa asaldatua eta FISH emaitz negatiboa lortzen diren kasuan, mikrosateliteen

analisia gauzatzen da disomia amatiarra dagoen aztertzeko.

Mikrosalteliteak genoman errepikatzen diren DNA sekuentzia laburrak dira (1-6 base pare),
normalean ez kodifikatzaileak izaten direnak. Locus konkretu bateko mikrosateliteen
errepikapen kopurua espezifikoa izaten da genoma bakoitzerako, eta beraz, markatzaile

genetiko gisa erabili daitezke gaixotasunen diagnostikoan.3!

Mikrosateliteen analisiko lehenengo pausua errepikatzen den DNA sekuentzia zein den
identifikatzea da. Behin hori ezagututa, errepikatzen den sekuentzia anplifikatzeko hasleak

diseinatzen dira, eta PCR emaitzak elektroforesi bidez bistaratzen dira.3?

Elektroforesian lortutako emaitzak interpretatuz, guraso bakarreko disomia eta inpronta
akatsak detektatu daitezke. PCR ostean, tamaina ezberdineko 2 anplikoi bereizten badira,
alelo bakoitzerako bat, bi kromosomak jatorri ezberdinekoak direla ondorioztatzen da. Kasu

horretan, inpronta akatsen ondoriozko PWS kasu baten aurrean egongo ginateke. Aitzitik,
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tamaina bakarreko anplikoia detektatzen bada, kromosomak jatorri berekoak izan daitezke,

eta, ondorioz, disomia amatiarraren kasu baten aurrean egongo ginateke.*
4.3. TERAPIA GENIKOAK GARAPEN BIDEAN

Gaur gaurkoz, PWS soilik farmakologikoki tratatzen da. Alegia, ez dago gaitza errotik
sendatzeko gai den farmakorik. Baina helburu hori duten zenbait terapia geniko garapen

bidean daude.

Terapia genikoen artean, terapia epigenetikoek garrantzia handia hartu dute ikerketa
munduan. Izan ere, PWS bezalako gaixotasun genetikoek ezaugarri epigenetiko bereizgarriak
dituzte, eta, beraz, ikerketen itu bilakatu dira.®* Terapia epigenetikoak epigenoma zehazten
duten, eta beraz, geneen adierazpenean eragiten duten konposatuak identifikatu eta horiekin
lan egitean datza, eta bere helburu nagusia ondokoa da: geneen adierazpena modulatzea,
DNA sekuentzian aldaketarik egin gabe.®® PWSko inpronta gunean 3 aldaera epigenetiko
daude, eta horrenbestez, horietariko bakoitza terapia genikorako itu interesgarriak dira.
PWSko inpronta guneko aldaera epigenetiko horiek ondokoak dira: DNAren metilazioa,

histonen metilazioa eta histonen azetilazioa.3*

4.3.1. Terapia epigenetikoaren itua: Inpronta quneko CpG irlen metilazioa

Arestian aipatu bezala, PWSrekin erlazionatutako 15g11-13 eskualdeak inpronta amatiarra
pairatzen du. CpG irlen metilazioaren ondorioz, gene amatiarrak isilarazita daude. Disomia
amatiarraren kasuan, gene amatiar horiek aktibatuz gaixotasuna ekidin ahal izango litzateke.

Hori gene amatiarrak demetilatuz lortuko litzateke.” °

CpG irlen metilazioa DNA metiltransferasen (DNMTs) bidez gauzatzen da. DNA
metiltransferasek (DNMT1 eta DNMT3A/B) DNAren metilazio patroia zehaztu eta mantentzen
dute, eta horien gabeziak saguetan enbrioi garaiko hiltzea edota jaio osteko hiltzea eragiten
du. Metilazio patroia gametogenesian zehazten da. Oro har, amarengandik jasotako genoma
metilatuta egoten da, eta aitarengandik jasotakoa demetilatuta. Aitarengandik jasotako
genomaren demetilazioa TET3 (tet methylcytosine dioxigenase 3) entzimaren bidez ematen
da. Entzima horrek DNAn metilatuta dauden 5-metil zitosinak (5mC) 5-hidroximetil zitosina
(5hmC) bilakatzen ditu.3*

DNA metiltransferasaren inhibitzailea den molekula bat erabiliz, inpronta guneko metilazioa
modula daiteke, eta, ondorioz, amarengandik jasotako geneen adierazpena ahalbidetu.
Esaterako, 5-azadeoxizitidinak DNA metiltransferasa inihibitzen du, eta, beraz, isilarazitako
gene amatiarrak aktibatzeko terapia gisa erabili ahalko litzateke. In vitro egindako
esperimentuetan ikusi da PWSdun pazienteen zelulak DNA metiltransferasaren inhibitzaileak

diren 5-azazitidina eta 5-aza-2"-deoxizitidinarekin kultibatuz, amarengandik jasotako SNRPN
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genearen aktibazioa ematen dela. Emaitzak itxaropentsuak izan arren, gaur gaurkoz, oraindik

ez da in vivo saiakerarik egin.?*

CRISPR/Cas9 sistema ere erabiltzen da terapia epigenetikoan demetilaziorako. Oro har,
sistema hori ondorengo osagaiez osatuta dago: intereseko DNA sekuentzia ezagutzen duen
RNA sekuentzia gidari bat (JQRNA) eta DNA kate bikoitza moztuko duen Cas9 endonukleasa.
Baina CRISPR/Cas9 sistema demetilaziorako erabiltzen denean, Cas9 endonukleasa
inaktibatuta egoten da. Hala ere, CRISPR/Cas9 sistemak gRNAri esker eraldatu nahi den DNA
sekuentzia ezagutzeko ahalmena mantentzen du. Egin nahi den aldaketa epigenetikoa
gauzatzeko, aldaketa hori katalizatuko duen entzima gehitzen zaio CRISPR/Cas9 sistemari,
eta interesatzen zaigun DNAren zonaldera garraiatzen da bere funtzioa bete dezan. Arestian
esan bezala, demetilazioaz arduratzen diren entzimak demetilasak dira.*® Horien artean, TET
(tet methylcytosine dioxygenase) entzimak erabili izan dira, gai baitira DNAren eskualde
espezifikoetan demetilazioa eragiteko. Xu eta lankideek bideraturiko ikerketek frogatu dute
CRISPR/Cas9 sistemari lotutako TET1-CD (TET-1 catalytic do main) konplexuak in vitro®’,

hala nola, dCas9-TET3CD konplexuak in vivo*® CpG irlen demetilazioa eragiten duela.

4.3.2. Histonen modifikazioa terapia epigenetiko gisa

Histonetan gertatzen diren itzulpen ondoko aldaketak, besteak beste metilazioak eta
azetilazioak, geneen adierazpena erregulatzen dute, eta PWSren garapenean eragina dutela
ikusi da. Histona metiltransferasak (HMT) eta histona demetilasak (HDM) arduratzen dira
histonen metilazio patroia zehazteaz. Aldiz, histonen azetilazio maila histona
azetiltransferasaren (HAT) eta histona desazetilasen (HDAC) aktibitatearen araberakoa da.
Metilo eta azetilo taldeak histonetan gehitu eta kentzeko ahalmena daukaten entzima ezberdin
ugari daude, eta terapia epigenetikoaren itu izan daitezke jarraian azalduko diren kasuetan

ikus daitekeen bezala.®®

ZNF274 (Zinc Finger Protein 27) proteinak alelo amatiarreko geneen adierazpena inhibitu
dezakeela ikusi da. l1zan ere, proteina horrek, SETDB1 (SETDBL1 histona metiltransferasa)
bezalako proteinekin konplexu bat eratu eta SNORD 116 gunera bideratzen ditu.®° SETDB1
proteinak H3 histonaren 9. lisina 3 aldiz metilatzen du (H3K9me3), eta horrek HP1 bezalako
proteinak (heterochromatin protein 1) metilo talde horietara lotzea eragiten du. Ondorioz, DNA
heterokromatina eran aurkitzen da, eta ezin da geneen transkripzioa eman, polimerasek ezin
baitute beraien funtzioa bete.*®* ZNF274 proteina inhibitzeak alelo amatiarreko SNORD 116
genearen aktibazioa eragin dezakeela frogatu da. ZNF274 knock out PWSdun induzitutako
ama zelula pluripotenteetatik (iPSC, induced pluripotent stem cell) eratorritako neuronetan
alelo amatiarreko SNORD 116 gunearen aktibazioa ikusi da, inpronta guneko metilazioan

aldaketarik jasan gabe. Baina, ZNF274 proteinaren guztizko delezioa kaltegarria izan daiteke
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proteina horrek PWSko eskualdetik aparte, funtzio gehiago betetzen dituelako. Hori dela eta,
ZNF274ren guztizko delezioaren ordez, proteina horren hartzaileak diren alelo amatiarreko
SNORD 116 genearen 6 guneak blokeatzea probatu da. Horrela PWS pazienteen iPSC

zeluletatik eratorritako neuronetan SNORD 116 genea aktibatzea lortu da.*®

Bestalde, 15911-q13 eskualdeko geneen adierazpenean eragina duten beste 2 histona
metiltransferasa ezagutzen dira: G9a (Euchromatic histone lysine N-methyltransferase-2) eta

GLP (Euchromatic histone lysine N-methyltransferase-1).8

G9a eta GLPren bi inhibitzaile aurkitu dira, UNC0642 eta UNCO0638, eta beraien efektua
aztertu da PWSdun saguetan eta gizakien fibroblastoetan. Inhibitzaile horiek erabiliz,
isilarazita dauden alelo amatiarreko geneen aktibazio partziala lortu da. Saguei inhibitzaile
horiek jaio osteko 5-12 egunetan administratuz, SNRPN eta SNORD116 geneen aktibazioa
ematen dela ikusi da. Horrez gain, tratamendu bera sagu helduetan erabili denean ere emaitza
berdinak lortu dira.®* G9a/GLP inhibituz gero, H3K9me3 markatzaileak gutxitzen direla ikusi
da, baina, inpronta guneko CpG irlen metilazioa ez da aldatzen. Beraz, alelo amatiarren

aktibazioa H3K9ren metilazio mailarekiko dependentea dela ondorioztatu da.®

G9a/GLP eta ZNF274/SETDB1 konplexuak erlazionatuta egon daitezkeenaren zantzuak
daude, nahiz eta oraindik bien arteko lotura ez den guztiz frogatu. SETDB1ek H3 trimetilatzeko
(H3K9me3) G9a/GLP konplexuaren beharrizana izan dezakeela ikusi da. Horrez gain,
lortutako emaitzen arabera, bai SETDB1 eta bai G9a/GLP konplexuak, biek, ZNF274ren
beharrizana izan dezakete beraien jarduna burutuko duten DNAren gune espezifikora

bertaratzeko.®

Histonen azetilazio patroia ere terapia genikoaren itu da. Izan ere, geneen adierazpenarekin
zuzenki erlazionatuta dago. Histonetako lisinen albo kateetako amino taldeak azetilatuta
daudenean, histonen karga positiboa murriztu egiten da, eta, ondorioz, DNA eta histonen
arteko elkarrekintza erlaxatu egiten da. Alegia, DNAren konpaktazio maila arindu egiten da,
eta horrenbestez, eskualde hori eskuragarri dago transkripzio makinaria bertan sartu, eta
geneen transkripzioa gerta dadin. Histonen azetilazio maila baxua den kasuetan, ordea,
histonak positiboki kargatuta egoten dira, eta negatiboki kargatutako DNArekin estuki
interakzionatzen dute. Ondorioz, DNAren kondentsazio maila altua da, eta ez dago eskuragartri
DNAren transkripzioaz arduratzen den makinariarentzat.** Hori dela eta, histona deazetilasen

inhibitzaileak erabiliz, alelo amatiarreko geneen adierazpena bermatu ahalko litzateke.

4.3.3. SMCHD1en inhibizioa terapia epigenetiko gisa

SMCHD1 geneak kodetzen duen SMCHD1 proteinak (Structural Maintenance Of

Chromosomes Flexible Hinge Domain-Containing Protein 1) epigenetikan eragiten du.
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MKRN3, MAGEL2 eta NDN geneen adierazpenarekin zuzenki lotuta dago. Gene horien
adierazpenaren erregulazioa hein handi batean inpronta guneari dagokion arren, SMCHD1

geneak 3 gene horien metilazio patroia zehazten du.®

SMCHD1 genearen ausentziak, DNAren patroi hipometilatua eragiteaz gain, H3 histonaren 4.
en arginina metilatzea eragiten du (H3K4me3). Ondorioz, DNA deskondentsatu egiten da, eta

transkripzioaren makinariak bere funtzioa bete dezake.®

Beraz, aurrez aipatutako bi arrazoiak direla eta, SMCHD1 genearen ausentzian MKRN3,
MAGEL2 eta NDN geneen adierazpena nabarmen handitzen da. Ondorioz, terapia

epigenetikoaren itu izan liteke SMCHD1 genearen isilarazpena.®

4.3.4. Adenobirusen bidezko terapia genikoa

Adenobirusak bektore gisa erabiliz PWS tratatzeko saiakerak egin dira MAGEL2 adierazten
ez duten saguetan (KO, knock out). Sagu horietan garapen neuronalarekin lotutako geneen
gutxipen nabaria ikusi zen, horien artean, BDNF (brain-derived neurotrophic factor) faktorea
kodetzen duen genearena eta baita faktore horren hartzailearena ere, TrkB (tropomyosin
receptor kinase B). BDFN faktoreak neuronen hazkuntza eta diferentziazioa erregulatzen ditu,
besteak beste. Horrez gain, hiperfagiarekin eta obesitatearekin ere erlazionatzen da.
Ondorioz, MAGEL2 KO sagu horietan PWSn ohikoak diren ondorengo sintomak ikusi ziren:
obesitatea, hiperfagia, sedentarismoa, antsietatea, depresioa, portera arazoak, ehun
adipotsuaren handipena, gluzemiaren kontrol galera eta erantzun neuroendokrinoen

alterazioak, besteak beste.*?

Adenobirusak bektore gisa erabiliz BDNF genea transferitu zitzaien (AAV-BDNF) MAGEL2
knock out saguei hipotalamoan, bertan BDNF genea adieraz zezaten. Horrek pisuaren
handipena kontrolatzeaz gain, glukosaren metabolismoa hobetu zuen, intsulinarekiko
sentsibilitatea handitu zuen, eta adipozito zirkulatzaileen maila kontrolatu zuen. Injekziotik 2
astera, saguen pisua nabarmen gutxitu zen, eta 6 astera ehun adipotsuaren gutxipen nabaria
behatu zen. Beraz, BDNF bidezko terapiak funtzio metabolikoak hobetzeko gaitasuna daukala
frogatu da. Gainera, nabarmentzekoa da tratamenduaren eraginkotasuna eta segurtasuna 0so

altuak izan zirela egindako lehen saiakera horretan.*?

Gainera, AAV-BDNF, MAGEL2 KO eta sagu basatien gene adierazpen mailak konparatuz,
AAV-BDNF saguetan gainadierazitako eta azpiadierazitako geneak identifikatu zituzten.
Adierazpen handipena izan zuten geneen artean, peptido orexigenikoak (NPY eta AgRP)
kodetzen dituzten geneak dauzkagu, eta baita peptido horiek hartzaileak kodetzen dituzten
geneenak ere, Hctrl hartzailearena adibidez. Adierazpen gutxipena jasan zuten geneen

artean, neuroinflamazioa eragiten duten geneak dauzkagu, eta baita BDNF faktorea kodetzen
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duen genea ere. Azken hori, BDNF faktorea exogenoki administratzearen ondorioz ematen
da.*?

Beraz, lehen emaitzen arabera, adenobirusen bidezko terapia ere egokia izan daiteke
PWSdun pazienteetan hiperfagia eta obesitate arazoak konpontzeko, eta baita

neuroinflamazioari aurre egiteko.*?

5. ONDORIOAK

PWS gaixotasun konplexua da, sistema ezberdinen gain eragiten baitu. Gaixotasunaren
oinarrian dauden 3 alterazio genetikoek gene ezberdinen gain eragiten dute, eta horrek
gaixoen artean sintomatologia oso aldakorra izatea eragiten du. Gainera, gene horien
funtzioak ez dira guztiz ezagutzen gaur egun, eta horrek, zaildu egiten du geneen eta
sintomatologiaren arteko erlazioa zehaztea. lzan ere, gene bakoitza sintoma ezberdinen
eragile izan daiteke, eta kasu batzuetan, teorikoki pentsatzen dena ez da praktikan betetzen,
MKRN3 genearen eta pubertaroaren hastapenaren atzerapenarekin gertatzen den moduan.
Nire ustez, ezinbestekoa da PWSren oinarri genetikoaren inguruan gehiago ikertzea, gene
bakoitzak gaixotasunaren garapenean nola eragiten duen jakin gabe ezinezkoa delako gaitza

oinarritik sendatuko duen terapia genikorik aurkitzea.

Terapia genikoei dagokienez, ikerketa lerro ezberdinak martxan dauden arren, eta saiakera
ezberdinak egin diren arren, bide luzea geratzen da aurretik. Lanean zehar aipatu bezala,
ikerketa talde ezberdinak itu molekular ezberdinak aztertzen ari dira, baina gaixotasunaren
oinarria ondo ezagutu ezean, ezinezkoa da bide horretan ere aurrerapen nabarmenik izatea.

Gainera, kasu batzutan saiakerak in vivo egin diren arren, gehienetan soilik in vitro egin dira.

PWS bezalako gaixotasuna arraroek prebalentzia baxua izan arren, gizarte bezala, guztion
ardura da horiei aurre egiteko baliabideak eskura izatea. PWSren kasu konkretuan, oinarri
genetiko konplexua duen gaitza da, eta soilik ikerketa munduan inbertituz lortuko da

gaixotasuna errotik sendatzeko gai izango diren terapia eraginkorren bat merkaturatzea.

Bestalde, ezinbestekoa da osasun zentroetan 200l1.urtean zehaztutako diagnostiko
klinikorako irizpideen berri izatea, eta horrekin batera, diagnostiko molekularra egiteko jarraitu
beharreko urratsak zeintzuk diren ezagutzea. Horrela, edozein susmoren aurrean pazientea
dagokion zerbitzura bideratu ahalko da. I1zan ere, aurrez aipatu bezala, diagnostiko goiztiarra
0So garrantzitsua da pazienteen bizi maila hobetze aldera. EQun, PWSdun pazienteak nola
tratatu azaltzen duten gidak daude, Gurutzetako Ospitaleak 2017. urtean argitaratutakoa,

esaterako. Horien berri izatea oinarrizkoa da osasun munduan.
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