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OZET

IDIiYOPATIK BOY KISALIGI OLAN BiREYLERDE
SHOX GENI MUTASYONLARININ ARASTIRILMASI

CATAL, Ismail Aykut
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. C.Nur SEMERCI

Aralik 2010, 55 Sayfa

Boy, cevresel ve genetik faktorlerin kontrolii altinda olan kompleks bir ozelliktir.
Hormonlarin uygun diizeyde olmamasi, beslenme yetersizligi, kronik hastaliklar,
sik gecirilen enfeksiyonlar ve uygun olmayan psikososyal ortam gibi faktorler
cocuklarda boy kisaliina neden olmaktadir.

Bir populasyonda boyun ayni yas ve cinsiyete gore hesaplanmis ortalama boy
degerinden -2 SDS (Standart Deviasyon Skoru) degeri daha asagida olmas: veya
boy persantil egrilerinde boyun 3. persantilin altinda olmasi durumu boy kisahgi
olarak ifade edilmektedir. Herhangi bir dismorfik, sistemik, endokrinolojik,
nutrisyonel ve kromozomal anomali olmaksizin normal seviyede biiyiime
hormonuna sahip bir bireyin boyunun belli bir populasyonda aym yas ve cinsiyete
gore hesaplanmis ortalama boy degerinden -2 SD daha asagida olmasi ise
idiyopatik boy kisahg (IBK) olarak tamimlanmaktadir. iIBK olan bazi olgularda
belirli genlerde cesitli mutasyonlar saptanmistir. Bu genlerden biri X ve Y
kromozomlarimin p kolundaki pseudootozomal bolgenin (PAR1) 700 kb distalinde
yer alan SHOX genidir. Bu gende meydana gelen mutasyonlarin iBK olgularinin
bir béliimiinden sorumlu oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, bu yiiksek lisans
tezinde, IBK olgularinin etiyolojisini aciklayabilmek amaciyla s6z konusu hasta
grubunda SHOX genindeki mutasyon varhgi arastirilmistir.

Pamukkale Universitesi Hastaneleri Pediatrik Endokrinoloji Bilim Dal’na
basvuran ve tiim tetkikleri yapilarak IBK tamis1 almis olan 25 adet olgu calisma
grubuna dahil edilmistir. Periferik kan érneklerinden DNA izolasyonu sonrasinda
SHOX geninin kodlanan ekzonlari olan 2., 3., 4., 5. ve 6. ekzonlari, 6zgiil primerler
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile cogaltilmistir. Bu ekzonlardaki
mutasyon varhgr DNA dizi analizi ile arastirllmistir. Calismaya katilan olgularin
hicbirisinde mutasyon saptanmamstir.

SHOX geni mutasyonu saptanmayan bireylerde boy kisah@indan sorumlu
olabilecek baska genlerin arastirllmasi ile biiyiimede etkili genetik faktorlerin
aydinlatilmasina katki saglayacag ayrica genotip-fenotip korelasyonu ile tedaviye
yamit arasindaki iliski ile ilgili diger c¢alismalara katki verebilecegi
diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Idiyopatik boy kisalig1, SHOX, mutasyon



ABSTRACT

ANALYSIS OF SHOX GENE MUTATIONS IN PATIENTS
WITH IDIOPATHIC SHORT STATURE

CATAL, Ismail Aykut
M. Sc. Thesis in Department of Medical Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. C.Nur SEMERCI

December 2010, 55 pages

Height represents a complex trait influenced by both environmental and genetic
factors. Factors including inappropriate hormone levels, malnutrition, chronic
diseases, frequent infections and psychosocial problems may lead short stature in
children.

Short stature is defined as height is either below -2 SDS of age and sex-matched
estimated mean height value or below 3rd percentile. However, if an individual’s
height is below -2 SD of age and sex-matched estimated mean height value of
certain population without any dysmorphic, systemic, endocrinologic, nutritional
and chromosomal abnormality and having normal growth hormone levels this
refers to idiopathic short stature (ISS). Some mutations in certain genes were
detected in some ISS cases. One of these genes is SHOX gene located 700 kb distal
to pseudoautosomal region (PAR1) on short arms of X and Y chromosomes.
Mutations occurred in this gene have been shown to be responsible from some ISS
cases. Thus, in this Master of Science thesis, we have investigated the mutation of
SHOX gene in children having ISS diagnosis in order to explain the etiology of
these cases.

25 cases were included in this study, with diagnosis of ISS after all investigations
had performed at Pamukkale University Hospital, Department of Pediatric
Endocrinology. After DNA isolation from peripheral blood samples, the coding
exons 2, 3, 4, 5, and 6 of SHOX gene were amplified via PCR using specific
primers. The mutation existence in these exons was investigated through DNA
sequencing. No mutation was detected in all patients.

We suggest that further studies may contribute investigation of other genes
responsible for short stature in patients without SHOX gene mutation and
enlighten genetic factors effecting growth and also other studies which will be
focused on relationships between genotype-phenotype correlation and response to
treatment.

Key words: Idiopathic short stature, SHOX, mutation
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1. GIRIS

Bir populasyonda boyun ayni yas ve cinsiyete gore hesaplanmis ortalama boy
degerinden -2 SDS (standart deviasyon skoru) degeri daha asagida olmasi veya boy
persantil egrilerinde boyun 3. persantilin altinda olmasi durumu boy kisalig1 olarak

ifade edilmektedir.

Boy, cevresel ve genetik faktorlerin kontrolii altinda olan kompleks bir 6zelliktir.
Hormonlarin uygun diizeyde olmamasi, beslenme yetersizligi, kronik hastaliklar, sik
gecirilen enfeksiyonlar ve uygun olmayan psikososyal ortam gibi faktorler ¢ocuklarda
boy kisaligina neden olabilir. Genetik faktorler mutlak boyu ve biiylime temposunu
etkileyerek final boyu kontrol ederler. Bu nedenle bir ¢cocugun sahip oldugu genetik
yap1 olduk¢a onemlidir. Boy kisaliklarinin bir kismi genetik materyal olan DNA’nin
yapisindaki degigsimler (mutasyonlar) sonucu meydana gelmektedir. Boy kisaligindan
sorumlu genlerin bircogu tanimlanmis olup bu genlerin 6nemli bir kismi diger hedef

genlerin ekspresyonunu diizenleyen transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadir.

Yapilan tiim laboratuar testlerine ragmen boy kisaliginin altinda yatan hicbir neden
bulunmuyorsa idiyopatik boy kisaligi (IBK) tanis1 konulmaktadir. Idiyopatik boy
kisaligi, nedeni bilinmeyen boy kisaligina sahip bireylerin olusturdugu heterojen bir
grubu ifade etmektedir. Yakin zamanda yapilan aragtirmalarda SHOX geninde meydana

gelen mutasyonlari IBK olgularinin bir boliimiinden sorumlu oldugu gosterilmistir.

Bu tez calismasinda, Pamukkale Universitesi Hastaneleri Pediatrik Endokrinoloji
Bilim Dali’na basvuran ve tiim tetkikleri yapilarak idiyopatik boy kisaligi tanist alan

olgularda SHOX geni mutasyonlarinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. KURAMSAL BiLGILER

2.1 Biiyiime ve Gelisme

Cocukluk cagi, dollenmeyle birlikte baslar ve puberte (ergenlik) doneminin sonuna
kadar devam eder. Biiylime, hiicre sayisit ve hiicre biiylkliigiiniin artmasina paralel
olarak viicut hacmi ve kiitlesinin artmas1 demektir. Gelisme ise hiicre ve dokularin yap1

ve islevlerindeki degismelere bagl olarak biyolojik islevlerin kazanilmas1 olayidir.

Saglikli bir ¢ocuk stirekli bir bilylime, gelisme ve degisme siireci igindedir. Bilylime
ve gelisme i¢in her seyden dnce hiicre diizeyinde biiyiimeyi engelleyecek bir patolojinin
olmamas1 gerekir. Beslenme yetersizligi, uygun olmayan psikososyal ortam, kronik
hastaliklar, enfeksiyonlar ve biiylime {izerine etkisi olan hormonlarin (biiylime

hormonu, tiroid hormonlari, sex hormonlar1 gibi) yeterli olmamasi biiylimeyi etkiler.

Bir ¢ocugun hem prenatal donemde hem de postnatal donemde biiyiime ve
gelismesinin normal ve diizenli olmasi icin ilk sart saglikli bir genetik yapiya sahip
olmasidir. Cocukluk ¢aginda saglikli biiylimenin en 6nemli gostergelerinden birisi boy
uzamasidir. Genetik faktorler mutlak boyu, biiyiime temposunu ve puberte baslama

yasini etkileyerek final boyu kontrol eder.

Biiyiime ve gelisme olaylarmi yonlendiren faktorlerden bir digeri hormonal
faktorlerdir. Hormonlarin mekanizmasi ve hedef dokulara etkileri hormonlarin tiiriine
gore degiskenlik gdsterir. Biliylimeyi diizenleyen en énemli hormon biiyiime hormonu
(BH) olup hipofizin asidofilik hiicrelerinin bir alt sinifi olan somatotroplarda
sentezlenir. Salinimi ise hipotalamus tarafindan kontrol edilir. BH, sadece iskelet ve
organ billylimesini uyarmakla kalmaz hiicre i¢i aminoasitlerin protein sentezine
girmelerini hizlandirir ve insiilinin yag dokusu ve iskelet kasi iizerine olan etkisini
antagonize eder. BH’nin temel diizenleyicileri biiyiime hormonu salgilatict hormon
(GHRH), biiyiime hormonu salgilaticilart (GHS) ve somatostatin (SST)’dir. BH,
karacigerde ve kemik gibi diger hedef hiicrelerde insiilin benzeri biiylime faktorleri
(IGF-1 ve IGF-2) adi verilen proteinlerin yapimini tetiklemektedir. IGF'ler hiicre

biliylimesi ve metabolizmasi icin gerekli olan metabolik ve mitojenik faktorlerdir.



Karacigerde, kemik hiicrelerinde ve diger bazi dokularda (prostat, kas, meme gibi)

bulunurlar.

Biiytime hormonu (BH) ve insiilin benzeri biiylime faktorlerinin (IGF’lerin) disinda
tiroid hormonu, adrenal androjenler, seks steroidleri, glukokortikoidler, leptin ve insiilin
de biliylimeyi saglamaktadir. Cesitli hormonlarin biiyiime iizerine olan etkileri Tablo

2.1°de Ozetlenmistir.

Tablo 2.1 Hormonlarin biiylime iizerine olan etkileri

Hormon Biiyiime Hizi Eriskin Boyu
Androjen fazlalig1 Artmis Kisa

Androjen eksikligi Normal veya azalmis  Hafif uzun veya normal
Tiroid hormonu fazlaligi Artmig Normal veya kisa
Tiroid hormonu eksikligi Azalmig Kisa

Biiytime hormonu fazlaligi ~ Artmis Uzun

Biiytime hormonu eksikligi ~ Azalmig Kisa

Kortizol fazlalig Azalmig Kisa

Kortizol eksikligi Normal Normal

Biiyime ve gelismeyi etkileyen faktorlerden sonuncusu g¢evresel faktorlerdir. Bir
yumurtanin déllenmesinden ¢ocugun dogmasina kadar gegen siiregte annenin ¢ocuguna
zararl olabilecek her tiirlii etkenden uzak durmasi gerekir. Gebelikte alinan bazi ilaglar,
rontgen 1sinlarina maruz kalma ve gebelikte annenin gecirdigi enfeksiyonlar ¢ocuga
zarar verebilir. Dogum 6ncesi oldugu gibi dogum sonrasi biiyiime ve gelismenin saglikl
bir sekilde devam etmesi icin yeterli ve dengeli beslenme sarttir. Ayrica saglik durumu
ve psikososyal ortamin da uygun olmasi gerekir. Kronik hastaligi olan ¢ocuklarda

biiylime ve gelisme durur veya diizeni bozulur.

Sonug¢ olarak genetik, hormonal ve g¢evresel faktorlerin birlikte etkilesimleri ile
saglanan biiyiime bu faktorlerden birinde bozukluk olmasit durumunda olumsuz yonde

etkilenir.



2.2 Biiyiimenin Degerlendirilmesinde Boy

Biiylimenin degerlendirilmesinde, olas1 patolojik nedenlerin erken saptanmasinda ve
0zgiil taninin konmasinda ilk adim normalden sapmalarin belirlenmesidir. Dogumdan
itibaren her cocugun belli araliklarla yapilan 6lgiimler ile biiylimesinin izlenmesi ve

degerlendirilmesi ayr1 bir onem tasimaktadir.

Biiylime ve gelismenin degerlendirilmesi antropometrik Sl¢iimler ile yapilir. Kir,
Ceylan ve Hadse tarafindan antropometri, insan viicudunun biiyiikliiglinii, oranlarini ve
bilesimini degerlendirmek amaciyla evrensel olarak uygulanabilen, pahali olmayan ve

non-invaziv bir yontem olarak tarif edilmektedir (Sehla 2006).

Biiyiimenin degerlendirilmesinde kullanilan baglica antropometrik dl¢timler viicut
agirligl, boy uzunlugu, bas cevresi, alt ve list ekstremitelerin dl¢limleridir. Bunlardan
viicut agirhigt ve boy uzunlugu malniitrisyonun (kotii beslenme) saptanmasinda
kullanilmaktadir. Dogru degerlendirme yapabilmek i¢in yasa gore agirlik, yasa gore boy

ve boya gore agirlik degerleri ile karsilastirma yapilmasi gerekir.

Bir ¢ocugun biiyiime ve gelismesini degerlendirebilmek i¢in ayni yastaki saglikli
cocuklarin anatomik ve fizyolojik 6zellikleri esas alinarak yapilmis standart tablo veya
egriler kullanilarak karsilastirma yapilir. Ayni yasta ve iyi ortam kosullarinda yetisen
saglikli cocuklar arasinda bile genetik yapilarina bagli olarak farkliliklar bulunur.
Karsilagtirma yaparken sadece ortalama veya ortanca degerler kullanilirsa saglikli
cocuklar arasinda bulunan bu farkliliklar dikkate alinmamis olur ve bir ¢ocugun biiyiime
ve gelisme durumu yanlis degerlendirilebilir. Bu nedenle saglikli ¢ocuklardan elde
edilen ve standart referans degerlerini olusturacak tiim Ol¢limler normal dagilimi

gosterecek sekilde persantil dagilim veya Z-skor olarak ifade edilir.

Z-skor, bir bireyin Olgililen parametresinin toplumun normal ortalama degerinden
sapma derecesini ifade eden bir terimdir. Z-skoru i¢in, ortadan sapma veya standart
deviasyon skoru (SD/SDS) terimleri de kullanilir. Viicut 6l¢timlerinin SDS olarak
belirlenmesi 6zellikle boy biiylimesi sorunu olan ¢ocuklarin degerlendirilmesinde en

giivenilir yontem olarak kabul edilmektedir.



Bir ¢ocugun boy uzunlugu i¢in SDS degeri su sekilde hesaplanir:

Bireyin boyu (cm) — yas ve cinse gore ortalama deger (cm)
SDS =

Yas ve cinse gore normal ortadan sapma (SD) (cm)

Normal ortalama ve SD degerleri i¢in yas ve cinsiyete gore hazirlanmig tart1 ve boy
tablolarindan yararlanilir. Normal ¢ocuklarda boy 6l¢iimleri ¢an egrisine uyan simetrik
bir dagilim gosterdiginden ortalama yerine median (50. persantil) deger kullanilabilir. -2
SDS vyaklasik olarak 3. persantile, +2 SDS 97. persantile esittir. Yasina gore boy

uzunlugu ortalamaya uyan bir ¢ocukta SDS degeri “0”dr.

Persantil egrileri, farkli yaslardan saglikli ¢ocuklarin olusturdugu gruplarda
genellikle ayn1 zaman dilimi i¢inde (kesitsel) ve standart yontemlere uyularak yapilmis
Olclimlerden belirli istatistiksel yontemler kullanarak hazirlanmis, yaslara gore viicut
Olgiilerine iligkin dagilimi gosteren egrilerdir. 2-18 yas arasi Tiirk ¢ocuklarinda boy

uzunlugu i¢in verilen persantil egrileri Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1 2-18 yas aras1 kiz ve erkek ¢ocuklarinda boy uzunlugu persantil egrileri

(Neyzi vd 2008)

Bir ¢ocugun genetik potansiyeli boy oOlglimlerinin yorumlanmasinda nemli bir
faktordiir. Bu nedenle boy uzunlugunu degerlendirirken, bir ¢ocugun persantil
egrisindeki konumunun anne ve babanin boy ortalamasini yansitan hedef boya uygun
olup olmadigin1 belirlemek gerekir. Hedef boy hesaplanirken her toplumun kendi
standartlarina gore kadin ve erkek boyu arasindaki fark esas almir. Bu fark Tirk

toplumu i¢in 13 cm’dir.



Kiz ¢ocugunda hedef boy hesaplanmasi:

Anne boyu + Baba boyu - 13

Hedef boy =
2

Erkek ¢ocugunda hedef boy hesaplanmasi:

Anne boyu + Baba boyu + 13
Hedef boy =

2

2.3 Boy Kisahgi

Pediatrik endokrinoloji poliklinigine en sik bagvuru nedenlerinden biri boy
kisaligidir. Boy kisaligi, boyun belli bir populasyonda ayni yas ve cinsiyete gore
hesaplanmis ortalama boy degerinden -2 SDS degeri daha asagida olmasi veya boy

persantil egrilerinde boyun 3. persantilin altinda olmasi seklinde tanimlanmaktadir.

Boy kisaliginin genel populasyondaki bireylerde goriilme siklig1 %2-3 olup tibbi ve
sosyal dneme sahiptir. Boy kisaliklar1 etiyolojik olarak patolojik olmayan boy kisaliklar
ve patolojik boy kisaliklar1 olmak iizere iki ana grupta degerlendirilmektedir (Grimberg
ve Lifshitz 2007). Boy kisaliginin etiyolojik etmenlerinin siniflandirmasi Tablo 2.2°de

gosterilmistir.

Kisa boylu ¢ocuklarin yaklasik %60-80’inin boy SDS’si -2 veya altindadir. Ancak
SDS -2’nin altinda olan her ¢ocuk biiylime agisindan patoloji gdstermez. Patolojik
olmayan bu grubun biiyilk bir ¢ogunlugunu normalin varyanti olarak adlandirilan
yapisal biiyiime geriligi ve puberte gecikmesi ile ailesel boy kisaligi olan saglikli
cocuklar olusturur. Bu grubun boy SDS degeri genellikle -2 ile -2.5 arasindadir. -2.5
SDS’nin altinda olan olgularda patolojik boy kisalig1 olma ihtimali olduk¢a yiiksektir.
Endokrin  kokenli boy  kisaliklari  patolojik  boy  kisaliklar1  igerisinde
degerlendirilmektedir (Bereket 2009).



Tablo 2.2 Boy kisaliginin nedenleri

NORMAL
> Yapisal bityiime geriligi
> Genetik / ailesel boy kisalifi
> Kombine yapisal+ailesel boy kisaligi
PATOLOJIK
> Endokrin
= Hipotiroidi
» [zole biiyiime hormonu eksikligi
- Klasik bitylime hormonu eksikligi
- Norosekretuar biiyiime hormonu eksikligi
- Biiylime hormonu direnci
(primer insulin benzeri biiyiime faktorii eksikligi)
= Hipopituitarizm
= Glukokortikoid fazlalig1
- Iyatrojenik
- Cushing sendromu
= Puberte prekoks
» Kromozomal hastaliklar
= Turner sendromu
* Down sendromu
* Prader-Willi sendromu
> Intrauterin biiyiime geriligi
= Sporadik
= Dismorfik sendromlar
- Russell-Silver sendromu
- Cornelia de Lange sendromu
- Seckel sendromu
- Dubowitz sendromu
- Bloom sendromu
- Johanson-Blizzard sendromu
> Nutrisyonel
= Mikronutrieent eksikligi
- Cinko eksikligi
- Demir eksikligi
» Makronutrient eksikligi: alim eksikligi
- Diisiik kalorili diyet
- Kwashiorkor
- Anoreksia nervosa ve diger yeme bozukluklari
= Makronutrient eksikligi: emilim azlig
- Inflamatuar barsak hastalig
- Colyak hastalig1
- Kistik fibroz
- Malabsorpsiyon
» Kemik gelisim bozukluklari
= Akondroplazi, hipokondroplazi
= Kondrodisplaziler
= Diger iskelet displazileri
> Metabolik
= Mukopolisakkaridozlar
= Diger depo hastaliklari
» Kronik hastaliklar
* Kronik bobrek yetmezligi
= Kronik karaciger yetmezligi
= Konjenital kalp hastalig1 (6zellikle siyanotik kalp hastaliklarr)
= Akciger hastaliklari (kistik fibroz, astim)
= Kétii kontrollii diyabet (Mauriac sendromu)
= Kronik enfeksiyonlar
» Psikososyal yoksunluk
» Kronik ilag kullanimi
= Glukokortikoidler
* Yiiksek doz dstrojen veya androjenler
= Metilfenidat
= Dekstroamfetamin




Genetik faktorler, maternal ve intrauterin ¢evre, beslenme, endokrin Ozellikler,
hastaliklar, sosyoekonomik durum ve psikolojik durum final boyun belirlenmesinde rol
oynayan faktorlerdir (Giindz 2003, Darendeliler 2010). Cevresel faktorler her toplumda
farklilik gosterir. Bu nedenle boy kisaliginin etiyolojik dagilimi iilkeden iilkeye
degiskenlik gosterebilir. Boy kisaligina dogru bir yaklasim i¢in bu etiyolojik faktorleri
bilmek oldukca onemlidir. Bu faktorlerin ve bunlarin toplumdaki sikliginin bilinmesi
ayirict tanida ve istenecek laboratuvar tetkiklerinin se¢iminde uzmanlara katkida
bulunacaktir. Bir ¢ocukta boy kisalig1 oldugunu sdyleyebilmek i¢in asagida verilen

ozelliklerden en az birinin olmasi gereklidir.

< Boyun ortalama boy degerinden -2 SDS degeri daha asagida olmas1
< Biiyiime hizinin yasina gore daha diigiik olmasi
<> Ongoriilen boyun hedef boy sinirlarmin altinda kalmasi

< Kemik yasinin boyuna ve yasina gére uyumsuz olmast

2.3.1 Genetik (Ailesel) Boy Kisalhigi

Bir ¢ocugun biiyiime siireci ve final boyu sahip oldugu genetik yapiya bagli olup
poligenik bir gegis gosterir. Bu nedenle ¢ocugun ebeveyninin ve ailesinin boy 6zelligi
cocugun biiyiimesini degerlendirmede dnemlidir. Genetik boy kisali§1 olan ¢ocuklarin
ya ebeveyni kisa boyludur ya da ailesinde kisa boylu bireyler mevcuttur. Bu ¢ocuklarin
bliyiime hizlar1 normal olup kemik yasi kronolojik yasma uygundur dolayisiyla

ongoriilen boyu hedef boyuna uygundur (Darendeliler 2010).

Biiyiimenin diizenlenmesi ve final boyun belirlenmesinden sorumlu genlerin
birgogu tanimlanmistir. Bu genlerin Onemli bir kismu diger hedef genlerin
ekspresyonunu diizenleyen transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadir. Bu genlerde
meydana gelen mutasyonlar kisa boy ile karakterize olan izole biiyiime hormonu
eksikligi veya kombine biiyiime hormonu eksikligine neden olabilmektedir. Bununla
birlikte gen mutasyonundan kaynaklanan boy kisaligmin goriilme sikligi oldukca

diisiiktiir (Rosenbloom vd 2007).
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Mutasyonlar disinda diger genetik diizensizlikler de boy kisaligina neden olabilir.
Kromozomal yeniden diizenlenmeler veya biiylik delesyonlar ve tiim kromozomun
kayb1 (andploidi) bunlara drnek olarak verilebilir. Ozellikle sex kromozomlar1 boy
uzamasinda anahtar rol oynar. X kromozomunun tamaminin veya parsiyal kaybi kisa

boyla birlikte seyreden diger iskelet anomalilerine yol agmaktadir (Rappold vd 2002).

2.3.2 Yapisal (Konstitiisyonel) Biiyiime Geriligi ve Puberte Gecikmesi

Yapisal biiytime geriligi ve puberte gecikmesi (YBGPG), ¢ocuklarda goriilen boy
kisalig1 ve puberte gecikmesinin en sik nedenidir. YBGPG biiyiime hizi normale yakin
ancak boylar1 kisa ve puberteleri gecikmis; pubertede goriilen biiylime hamlesini geg
yapan fakat normal erigkin boya ulasan ¢ocuklar i¢in kullanilan bir tanimlamadir. Esas
olarak erkek ¢ocuklarda goriilmekle birlikte bazen kiz ¢ocuklarda da goriiliir (Giindz

2003).

2.3.3 Intrauterin Biiyiime Geriligi

Intrauterin biiyiime geriligi (IUBG), gebelik yasina gore intrauterin gelisimini tam
olarak tamamlayamadan dogan cocuklar i¢in kullanilan bir tanimlamadir. [TUBG’nin
altinda yatan neden hormonal kaynakli olabilir. Fetal biiyiimede bircok hormon ve
faktdriin etkisi olup bunlardan insiilinin 6zel bir 6nemi vardir. Insiilin fetal yaglanmayi
etkiler, karacigerde glikojen depolanmasi ve protein sentezini saglar. Fetiisiin
biiylimesinde rol oynayan bir diger hormon plasentadan salgilanan insan plasental
laktojen hormonudur (hPL). hPL yapisal olarak biiyiime hormonuna benzer ve bazi
islevsel ozellikleri biiylime hormonu ile aymdir. Fetal biiylimede fetal biiylime
hormonundan bagimsiz olarak etkisi olan faktorler IGF-1 ve IGF-2’dir. IUBG, gebelikte
olabilecek intrauterin enfeksiyonlar, gebelikte alkol ve uyusturucu kullanimi gibi

nedenlerden de kaynaklanabilir (Giindz 2003).
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2.3.4 Kemik Gelisim Bozukluklari

Kemik gelisim bozukluklar1 c¢ogunlukla orantisiz boy kisaligina neden olur.
Bunlardan en sik goriileni otozomal dominant bir hastalik olan hipokondroplazidir. Tim
iskelet hastaliklarinda kemik yasi ile kronolojik yas uyum gosterir. Biiyiime hizi yavag

oldugu i¢in final boya ulagma siireci de yavastir (Darendeliler 2010).

2.3.5 Kotii Beslenme (Malniitrisyon) ve Kronik Hastaliklar

Kotii beslenme ve kronik hastaliklar boy kisaliginin en 6nemli nedenleri arasinda
yer alir. Diinyanin birgok iilkesinde cocuklarda erken donemde goriilen biiylime
geriliginin en sik nedeni kotii beslenmedir. Yeteri kadar protein alinmamasi veya
esansiyel elementlerin (Fe, Zn gibi), A ve B vitaminlerinin eksikligi ile sonug¢lanan
beslenme bozuklugu boy kisaligina neden olur. Bu ¢ocuklarda biiyiime hiz1 diigiik olup
boylar1 kronolojik yasindan geridir. Diyetle alinan besinlerin emilememesi, sik gegirilen
enfeksiyonlar, baz1 hematolojik hastaliklar (talasemi, orak hiicre anemisi) ve bazi kronik
hastaliklar (Colyak hastaligi, Crohn hastaligi, bobrek hastaliklari, anemi gibi) da boy
kisaligina neden olur (Darendeliler 2010).

2.3.6 Endokrin Nedenler

Endokrin nedenlerin ¢ogu biiylime siirecinin bozulmasina neden olur. Bunlardan
biiyiime hormonu (BH) eksikligi énemli bir boy kisaligi nedenidir. Daha ¢ok nedeni
bilinmeyen BH eksikliginde dogum agirlig1 ve boy uzunlugu normal veya normalin alt
sinirlarina yakindir. Viicut oranlari normal olup boya gore agirlik yiiksek ve kemik yasi
geridir. Pubertede siklikla gecikme goriiliir. BH gen delesyonuna baghh dogumsal BH
eksikligi ve BH reseptor gen defekti sonucu IGF’lerin sentezlenememesi de boy

kisaliginin nedenleri arasinda olabilir (Giin6z 2003, Darendeliler 2010).
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Tiroid hormonu boy gelismesinin yanisira beyin gelisimini de etkileyen bir
hormondur. Bu nedenle yenidogan taramalarinda tan1 koymada 6nemli bir yeri vardir.
Dogumsal hipotiroidide boya gore agirlik fazladir ve kemik yas1 oldukca geridir.

Pubertede gecikme goriiliir.

Diabetes mellitusda eger metabolik kontrol kétii ise biiyiime yavaslar ve pubertede
gecikme goriiliir. Diyabetle birlikte seyreden hipotiroidi ve Colyak gibi hastaliklarin

biiylime iizerine olumsuz etkileri vardir.

Biiylimenin  duraklamasina etki eden diger endokrin nedenler arasinda
psoddohipoparatiroidi, dogumsal olmayan BH eksikligi ve hipotiroidi de sayilabilir
(Darendeliler 2010).

BH eksikliginin goriilme siklig1 4000-30000 kisa boylu ¢ocukta birdir. Bu nedenle,
pediatri polikliniklerinde degerlendirilen kisa boylu c¢ocuklarin ¢ogunda BH eksikligi
goriilmez. Glinlimiizde bu olgularin tedavisi i¢in uygulanan rekombinant insan biiyiime
hormonu (rthGH) kullaniminda artis gézlenmekte olup bu tedavi ile biiyiime hizinda
belirgin bir artis saptanmaktadir. Vance ve Mauras tarafindan Amerika’da yapilan ve
ulusal ¢apta 12000 olgunun katildig1 biiyiime calismasi sonucunda, tedavi Oncesi
ortalama biiylime hizlarinin 4.4+2.8 cm/yildan 10.3£3.1 cm/yila ¢iktig1 bildirilmektedir
(Kandemir 2010).

Yapilan arastirmalar BH geninde ve biiylime hormonu salgilatici hormon reseptorii
(GHRHR) geninde meydana gelen mutasyonlarin izole biiylime hormonu eksikligine
neden oldugunu; Pit-1, PROP1, HESX1, LHX3 gibi baz transkripsiyon faktorleri ve
genlerde meydana gelen defektlerin ise kombine biiyiime hormonu eksikligine neden

oldugunu gostermistir (Bhangoo vd 2007).

2.3.7 Dismorfik Sendromlar

Boy kisalig1 ile sonuglanan birgok sendrom vardir. Bunlardan en 6nemlisi X
kromozomlarindan birinin tam veya kismi yoklugu ile karakterize olan Turner

Sendromu ve 21. kromozomun trizomisi ile sonu¢lanan Down Sendromu’dur. Turner
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Sendromu’nun goriilme sikligr 1/2500°dir. Bu ¢ocuklarda dogum agirlig1 diisiik olup
biiylime yavastir. Final boy 142-147 cm arasinda degisir. Down Sendromu boy kisalig1
olugmasina neden olan bir bagka sendromdur. Yaklasik 700 canli dogumda bir goriiliir.
Down Sendromu olan ¢ocuklar saglikli cocuklara oranla yaklagik 2-3 cm daha kisa ve
500 gram daha az agirliga sahiptirler. Boy kisalig1 kemik yasindaki gerilikle birliktelik
gosterir. Final boy 140-160 cm arasinda degisir. Boy kisaligi ile seyreden bir diger
sendrom Noonan Sendromu’dur. Her iki cinste de goriiliir. Goriilme siklig1 1000 canli
dogumda birdir. Kalitim sekli otozomal dominanttir. PTPN11, SOS1, KRAS ve RAFI
geninde meydana gelen mutasyonlarin Noonan Sendromu’na neden oldugu tespit
edilmistir. Final boy erkeklerde 162 cm, kizlarda 152 cm civarindadir. Bu sendromlar
disinda Russell-Silver Sendromu, Aarskog Sendromu, Williams Sendromu, Prader-
Willi Sendromu ve Seckel Sendromu da boy kisaligina neden olmaktadir (Giindz 2003,

Nussbaum vd 2005, Darendeliler 2010).

2.3.8 Psikososyal Boy Kisalig1

Cocugun saglikli biiyiimesi i¢gin ¢evresel ortamin da uygun olmasi gerekir. Bunun en
iyl Ornegi anneden ayrilmaya bagli olarak hastanede uzun siire yatirilan ¢ocuklarda
goriilen biiyiime duraklamasidir. Evde anne ve babadan birinin gercek anne veya baba
olmamast veya ev i¢i iligkilerin saglikli olmamasi sonucu bir cocukta biiylime
yavaslamasi goriilebilir. Ozellikle bakimevi ¢ocuklar1 gibi agir psikolojik sorunlari olan

cocuklarda psikososyal boy kisaligi gortilir (WEB_1 2009).

2.4 idiyopatik Boy Kisalig

Herhangi bir dismorfik, sistemik, endokrinolojik, nutrisyonel ve kromozomal
anomali olmaksizin normal seviyede biiylime hormonuna sahip bir bireyin boyunun
belli bir populasyonda ayni1 yas ve cinsiyete gore hesaplanmis ortalama boy degerinden
-2 SDS daha asagida olmasi idiyopatik boy kisalig1 (IBK) olarak tanimlanmaktadir. IBK
olan ¢ocuklarda boy kisalig1 i¢in altta yatan hicbir neden yoktur. Bu ¢ocuklar normal
dogum agirligma sahip olup BH eksikligi goriilmez. IBK, nedeni bilinmeyen boy
kisaligina sahip bireylerin olusturdugu heterojen bir grubu ifade eder. Idiyopatik boy

kisaliginin tanisinda kullanilan 6l¢iitler Tablo 2.3’te verilmistir.
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Tablo 2.3 idiyopatik boy kisaliginin tanisinda kullanilan 6lgiitler

» Dogum agirlig1 gebelik haftasina gore normal olmali
» Viicut oranlar1 normal olmali

» Biiyiime hiz1 normal veya normalin alt sinirinda olmali
» Beslenme durumu normal olmali

» Endokrinolojik bir sorun olmamali

» Kronik hastalik bulgusu bulunmamali

» Psikiyatrik veya duygusal bozukluk bulunmamali

Tablo 2.3’teki kriterlere uyan olgularda bazal ve uyarilmig BH testleri ile BH
eksikligi olmadigi tespit edilen olgular idiyopatik boy kisaligi olarak

degerlendirilmektedir.

2.4.1 idiyopatik Boy Kisaliginda Rol Oynayan Genler

Idiyopatik boy kisaligi (IBK) olan bazi olgularda belirli genlerde cesitli mutasyonlar
saptanmistir. Bu mutasyonlarin énemli bir kismi BH-IGF-I ekseninde rol oynayan
genlerde meydana gelmektedir (Tablo 2.4). Bu mutasyonlardan ilki BHI genindeki
mutasyonlardir. BH’ nun tersiyer yapisim1 bozan ve intraseliiler disiilfid baglarindan
sorumlu sistein molekiiliinii serine degistiren bu mutasyonlar biyolojik olarak inaktif
biiyiime hormonu ile sonuglanabilmektedir. BH1 genindeki mutasyonlar ayrica ERK
(ekstraseliiler sinyal diizenleyen kinaz) aktivasyonunun diismesine de neden olabilir.
BH reseptorii (BHR) geninde meydana gelen mutasyonlar idiyopatik boy kisaliginin
nedenlerinden birisi olabilir. STATSb, IGF-I ve IGFALS geni gibi reseptorle iliskili
olmayan genlerdeki mutasyonlar IGF-I eksikligi olan hastalarda tamimlanmustir. IBK
olan olgularin %30-50’sinde IGF-I diisiiktiir. IGF-IR geninde olusan heterozigot nokta
mutasyonlarinin IGF-IR fonksiyonunda diisiis ve proreseptdr olusumunda hata ile
sonuglandig1 bilinmektedir (Bhangoo vd 2007). Son zamanlarda bu listeye SHOX geni
de eklenmistir. Yapilan aragtirmalarda, SHOX geninde meydana gelen mutasyonlarin
biiyiimeyi etkiledigi gosterilmistir. Genin tek kopya olmasi (haploinsufficiency) ile
sonuclanan SHOX geni mutasyonlarinin IBK olan olgularda goriilme sikligt %2-5

arasinda degismektedir (Wit vd 2008).
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Bir homeobox ailesinden olan SHOX genindeki mutasyonlarm IBK disinda ayrica
Turner Sendromu, Leri-Weill Diskondrosteozu (LWD) ve Langer mezomelik displazi
(LMD) gibi boy kisaliginin eslik ettigi sendromlara da neden oldugu gosterilmistir
(Rappold vd 2002). Turner Sendromu’nda X kromozomu tek kopya olarak bulunmakta
ve bu olgularda boy kisalifindan SHOX geninin tek kopya olarak bulunmasi sorumlu
tutulmaktadir. Bu gende meydana gelebilecek mutasyonlar sadece boy kisaligina neden
olmayip ayrica Turner benzeri iskelet anormalileri ve LWD’na da neden olmaktadir.
LWD, SHOX geninin tek doz yetersizligi ile sonuglanan bir iskelet gelisim
bozuklugudur. Bu olgularin yaklasik %65’inde heterozigot SHOX geni mutasyonu
oldugu bilinmektedir. Geriye kalan olgularda ise nedeni heniliz agiklanamayan
molekiiler bir defekt oldugu tahmin edilmektedir. LMD ise SHOX geninin ya da protein
fonksiyonunun tamamen kaybolmasi ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle, LMD,

LWD’nin homozigot formu olarak diistiniilmektedir (Daire vd 2001, Ross vd 2003).



Tablo 2.4 iBK olan olgularda tanimlanan genler ve mutasyonlar
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Gen Mutasyon Kalitim Etkisi

BH1 Arg77Cys Heterozigot Inaktif BH

BH1 Aspl12Gly Heterozigot Inaktif BH

BH1 Ile179Met Heterozigot ERK aktivasyonuda diisiis

BH1 C53S Homozigot Inaktif BH

BHR Glud4Lys, R161C Bilesik heterozigot BH baglanmada azalma

BHR C122X Heterozigot BH reseptorlerinde azalma

BHR Glu244Asp Heterozigot Anormal subseliiler
yerlesim

BHR R211H Heterozigot Ekstraseliiler domain
ekspresyonunda azalma

BHR Argl61Cys Heterozigot

BHR A478T Heterozigot

BHR V1441 Heterozigot

BHR Pseudoekzon Homozigot

STAT5b  Ala630Pro Homozigot Anormal IGF-I/ IGFBP3
transkripsiyonu

IGF-I Delesyon: Ekzon 4&5  Homozigot IGF-I defekti

IGF-1 Met44Val [naktif

IGFALS  1338delG ALS defekti

IGFALS  D440N ALS defekti

IGF-IR Argl08Gln, IGF-IR fonksiyonunda

Lys115Asn azalma

IGF-IR R709Q Heterozigot Proreseptor olusumunda
hata

IGF-IR R59X Haploinsufficiency  IGF-I reseptorlerinde
azalma

SHOX Nonsense, missense Haploinsufficiency

mutasyon ve delesyon
NPR2 1092del T Heterozigot

ALS: Asit Labil Subunit
BH: Biiyiime Hormonu
BHR: Biiyiime Hormonu Reseptorii

NPR2: Natritiretik Peptit Reseptor-B
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2.5 SHOX geni (Short Stature Homeobox Containing Gene)

Genetik faktorler biiyiimenin diizenlenmesi ve final boyun belirlenmesinde 6nemli
bir yere sahiptir. Ozellikle X ve Y kromozomlarinin p kolunda (kisa kol) meydana gelen
delesyonlarin boy kisaligi ile iliskili oldugunun gosterilmesi, bu kromozomlar iizerinde
lokalize olan 6nemli bir genin biiylimede rol oynayabilecegini diisiindiirmiistiir. Gen
haritalama caligmalar1 bu genin, X ve Y kromozomlarimin p kolundaki psédootozomal
bdlgenin (PART) 700 kb distalinde yer aldigin1 gostermistir (Ogata vd 1992, 1995). Rao
ve arkadaslar1 (1997) bir cosmid contig kullanarak bu bolgeyi 270 kb olacak sekilde
daraltmis ve boy kisaligina neden olan genin PAR1’de yer aldigin1 gostermis ve bu geni
SHOX olarak adlandirmiglardir. Ellison ve arkadaglari (1997), aym1 geni PHOG
(Pseudoautosomal Homeobox-containing Osteogenic Gene) olarak adlandirmiglar ve bu

genin billylimenin diizenlenmesinde aday bir gen oldugunu ileri siirmiislerdir (Sekil 2.2).

SHOX

FARZ

X

Sekil 2.2 SHOX geninin X ve Y kromozomundaki yerlesimi
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SHOX geni yaklasik 40 kb’lik genomik bir bolge kaplamakta olup 7 ekzondan
ibarettir. Ekzonlarinin 3’ uclarinin alternatif splicing ile olusturulan iki transkript
kodlamaktadir. SHOXa ve SHOXb olarak adlandirilan bu transkriptler sirastyla 292 ve
225 aminoasitten olusan proteinleri kodlamaktadirlar (Sekil 2.3). SHOX proteini, bir
homeodomain proteindir. Homeodomain proteinler, hiicre farklilasmasi ile organ

olusumunda rol oynayan transkripsiyon faktorii olarak islev gortirler (Schneider vd

2005).

(T T— -l E— T SHOXa
ATG TGA

I If I v Vv Via

(I — 30 SHOXb

ATG TGA
I Il I v % Vib

u]]]Transkripsiyona ugramayan bilgeler
- Homeodomain

Sekil 2.3 SHOX geninin yapisi

Rao ve arkadaglar1 (1997), SHOX geninin X inaktivasyonundan kurtuldugunu
bdylece hem aktif hem de inaktif X kromozomu ile Y kromozomunda eksprese
oldugunu gostermislerdir. Ekspresyon ¢alismalari SHOXa ve SHOXb transkriptlerinin
farkl1 ekspresyon paternine sahip oldugunu goéstermektedir. SHOXa bir¢ok dokuda
yaygin olarak eksprese olurken SHOXb izoformu daha kisith bir ekspresyon paterni
gosterir ve daha ¢ok kemik iligi fibroblastlarinda bulunur. Bu da, SHOX geninin lineer
bliylimede rolii oldugunu gosteren bir baska kanittir. SHOXb, SHOXa’nin
transkripsiyonel diizenleyicisi olarak iglev goriir. Jones ve arkadaglar1 (2000) tarafindan
insanlarda embriyo gelisimi sirasinda yapilan SHOX geni ekspresyon c¢aligmalari
ekspresyonun esas olarak ekstremiteler ve faringeal yariklar olmak iizere iki biiyiik
bolgede meydana geldigini gdostermistir. Bu ekspresyon paterni hem kisa boy fenotipi
hem de tipik iskelet dismorfizmleri (Turner Sendromu, LWD, LMD gibi) ile
uyumludur. SHOX geni, ekstremitelerde ilk olarak farklilasmamis mezensimal dokuda
ekprese olmakta olup mezensim yogunlastiginda ve kikirdaklasma gergeklestiginde bu
ekspresyon perikondriyal tabakada daha giicli olmaktadir. Ekstremitelerin orta

boliimiinde ozellikle dirsek ve dizde SHOX ekspresyonu daha giiclii olmaktadir.
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Bununla birlikte aksiyal iskelet veya gelisen kafatasinda ekspresyon tespit edilmemistir.
Bu nedenle biiytime ile kemik gelisimi sirasinda SHOX geninin kesin roliinlin ne

oldugu heniiz bilinmemektedir

SHOX geni mRNA’smin 5’ translasyona ugramayan bolgesi (Untranslated Region:
UTR) iki ekzondan meydana gelir. Bu bolge 694 niikleotitten olusur ve biiyiikliigii 6-87
niikleotid arasinda degisen yukar:1 akis yoniinde (upstream) 7 agik okuma alani1 (Open
Reading Frame: ORF) igerir. SHOX geninin 2. ekzonu i¢inde alternatif bir intragenik
promotor bulunmaktadir (Sekil 2.4). Bu bolge sirasiyla -137 ve -257 pozisyonlarinda
TATA kutusu ve CAAT kutusu i¢cermektedir (Blaschke vd 2003).

TATA AUG
5 UTR Intron | 5 UTR |
Elzon 1 CAAT Ekzon 2
uAUGT uAUG2 uAUGS uAUGS uAUGS sAUG Al
mG \ ANnAAAANAANANANS (A),
uAUGH UAUGT SHOX ORF (202i228 aa) mRNA

upstream — L 4 L iH | 4 -
| ]

acik okuma alanlan (ORF)
Sekil 2.4 SHOX geni 5° UTR’sinin sematik gosterimi

SHOX geninin ekspresyonu, translasyon etkinligi farkli olan ancak benzer kodlama
kapasitelerine sahip alternatif promotorlar (P1 ve P2) tarafindan diizenlenmektedir
(Sekil 2.5). Bu promotorlar farkli translasyon aktivitelerine sahip tip 1 ve tip 2
transkriptleri olusturmaktadir. P2 yiiksek oranda SHOX proteinine ihtiya¢ duyulmasi
esnasinda kullanilirken P1’in muhtemelen hiicresel stres durumlariyla iliskili olan
translasyonel kontrol mekanizmalar1 aracilifiyla protein seviyesini diizenleyen

transkriptlerin olusumuna izin verdigi diisiiniilmektedir (Blaschke vd 2003).

l.P—1I_ W ............ % Ekzon 2 —|

Tip 2
ANAAAN mRNA

Yiiksek Translasyonel Aktivite

i 2 3 5 & Tip 1
2 3 AN mRNA

Dislik Translasyonel Aktivite

Sekil 2.5 SHOX geni regiilasyon modeli
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2.6 Mutasyon

Mutasyon, genetik materyal olan DNA’nin niikleotid dizilerinde veya niikleotidin
diizenlenmesinde meydana gelen spontan veya indiiklenebilir degisiklikler seklinde
tanimlanir. Mutasyona neden olan fiziksel ve kimyasal ajanlara mutajen denir

(Montelone 1998).

Mutasyonlarin etkileri degerlendirilirken, degisikligin somatik hiicrelerde mi yoksa
germ hiicrelerinde mi oldugunun ayrimi1 Onemlidir. Somatik hiicrelerde olusan
mutasyonlar gelecek kusaklara aktarilmamaktadir. Somatik hiicre mutasyonu Sekil
2.6’da sematik olarak gosterilmistir. Somatik hiicrelerde resesif (¢ekinik) alleller
olusturan mutasyonlar organizma i¢in nadiren dnemlidir. Bu tiir mutasyonlarin ifadesi
genellikle dominant (baskin) allel tarafindan gizlendigi icin ifade fenotipe
yansimayacaktir. Somatik mutasyonlar eger dominant veya X’e bagli ise biiyiik
olasilikla hemen ifade edildikleri i¢in daha biiyiik bir etkiye sahip olacaklardir
(Nussbaum vd 2005).

."_-' 9 P s A

yun‘[uﬂ%/sLe(m
e zigot
/ [ ] \
//\ «/\

/ 1 | I\ /f \

\ _,f'.l \ __,-' J’ ? ,j! 'l :q.?f:
hﬂhrek sm:rm deri akeiger
.\*/. Mutant somatik hiicre ' /. Normal somatik hiicre

Sekil 2.6 Somatik hiicre mutasyonu
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Esey hattina ait olan gametler ve gamet olusturan hiicrelerdeki mutasyonlara ise
germ hiicre mutasyonlar1 denir. Bu mutasyonlar gelecek kusaklara aktarildiklar i¢in
olduk¢a 6nemlidir (WEB_2 2009). Germ hiicre mutasyonu Sekil 2.7°de sematik olarak

gosterilmistir.
[\ 5 _/:I I:\h*_-,r- =
yumurta sperm
{mutant)

/\
/\ /\

i_:.*\} Mutant somatik hiicre |f* | Mutant kontrol hiicresi

Sekil 2.7 Germ hiicre mutasyonunun kalitimi

2.6.1 Mutasyon Cesitleri

DNA’nin yapisinda meydana gelen degisiklikler gen mutasyonlari, kromozom
mutasyonlart ve genom mutasyonlar1 olmak iizere 3 grupta toplanir (Nussbaum vd

2005).

Gen mutasyonlari

DNA’nin yapisindaki niikleotid ciftlerinin yer degistirmesi, bir veya birkag
niikleotidin DNA’nin yapisina katilmasi (insersiyon) veya bir veya birkag¢ niikleotidin
DNA’nin yapisindan ¢ikmasi (delesyon) sonucu bir genin niikleotid dizisinde meydana
gelen degisimlere gen mutasyonlar1 denir. Bu mutasyonlar DNA replikasyonu sirasinda
meydana gelebildigi gibi hasarli DNA’nin tamirinin yapilamamasindan da

kaynaklanabilir (Nussbaum vd 2005).
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DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen hatalarin biiyiik bir ¢ogunlugu bir takim
DNA tamir mekanizmalar1 ile onarilir. Burada rol oynayan enzimler ilk olarak yeni
sentezlenmis ¢ift iplikteki yanlis baz1 tastyan ipligi tanir ve daha sonra bu iplikteki bazi
dogru olan komplementer baz ile degistirir. Bu olay hata okuma mekanizmasi

“proofreading” olarak adlandirilir.
Bir gen, ultraviyole (UV) ya da iyonize 1sinlara maruz kalirsa ve ¢evrede bulunan
kimyasal mutajenler ile reaksiyona girerse ilgili genin yapisinda mutasyonlar meydana

gelir. Bu tiir mutasyonlar genellikle kalict mutasyonlardir (Nussbaum vd 2005).

Kromozom mutasyonlari

Bu mutasyonlar, kromozomlarin yapisinda inversiyon, translokasyon, duplikasyon

ve delesyon seklinde olusan yapisal degisikliklerdir.

= Inversiyon: Bir kromozomda iki kirik olusur ve kiriklarin arasinda kalan kisim ters
donerek yeniden yerlesir. Bu olaya inversiyon denir. iki kirik arasinda kalan kisim
sentromeri igeriyorsa perisentrik inversiyon, sentromeri igermiyorsa parasentrik

inversiyon olarak adlandirilir.

= Translokasyon: Genellikle homolog olmayan iki kromozom arasinda meydana
gelen parca degisimine translokasyon denir. Translokasyonlar resiprokal translokasyon,
Robertsonian translokasyon ve insersiyon olmak tizere 3 gruba ayrilir. Homolog
olmayan iki kromozomun distalinde kirik olusup kirilan pargalarin karsilikli olarak yer
degistirmesine resiprokal translokasyon denir. Iki akrosentrik kromozom arasinda
meydana gelen ve sentromere yakin bdlgede olusan kirik sonucu kromozomlarin kisa
kollarmin kaybi ile bu bolgeden yeniden birlesmesine Robertsonian translokasyon
denir. Bir kromozoma ait bir segmentin olusan kiriklar sonucu yerinden ayrilarak bagka

bir kromozoma yerlesmesine ise insersiyon denir.

* Duplikasyon: Bir kromozom segmentinin fazlaligi seklinde tanimlanir. Esit
olmayan crossing-over veya bir translokasyon veya inversiyon tasiyicisinda mayoz

boliinmede anormal segregasyon nedeniyle olusabilir (Nussbaum vd 2005).
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* Delesyon: Bir kromozom segmentinin kaybi demektir. Delesyon tasiyicisi bir
birey normal homolog kromozomuna karsilik gelen bolgedeki genetik bilgi agisindan
monozomiktir. Delesyonlar kromozomun kirilmasi ve sentromer igermeyen segmentin
kayb1 ile olusabilir. Ayrica duplikasyonda oldugu gibi esit olmayan crossing-over veya

dengeli bir translokasyon veya inversiyondan anormal segregasyon nedeniyle olusabilir.

Genom mutasyonlari

Mayoz veya mitoz boliinme sirasinda homolog kromozomlarin hatali ayrilmasi ile
olusan kromozom sayilarmin degisimidir. Genom mutasyonlar1 her 25-50 mayotik
hiicre boliinmesinde bir goriiliir. Kromozom sayisinda meydana gelen degisiklikler
ayrilmama ‘“nondisjunction” veya anafaz safhasinda geri kalma ‘“anafaz lagging”

mekanizmalari ile olusur (Nussbaum vd 2005).

2.6.2 Sonuclarina Gore Mutasyonlar

Mutasyonlarin sonuglari ilgili gene gore ya da DNA’daki konumu ve biiyiikliigiine
gore de degisebilir. Dolayisiyla mutasyonlarin fenotipe yansimalar1 genin ifade kontrol
bolgelerinde, intronlarin icginde, intron-ekzon kesim bdlgelerinde veya polipeptidi
kodlayan ekzon bdlgelerinde meydana gelmesine gore degisebilir. Genetik sifredeki
kodon dejenerasyonu olgusu ve protein sentezini sonlandiran “DUR” kodonlarinin
varligi mutasyonlarin sonuglarini etkileyen diger faktorler arasinda gosterilebilir

(Debelec-Biitiiner vd 2006).

Yanlis Anlamli (Missense) Mutasyonlar

Bir DNA dizisindeki tek bir niikleotid degisimi gen {iriinliinde aminoasit
degisikligine neden olur. Bu tip mutasyonlara yanlis anlamli mutasyonlar denir. Sekil

2.8 yanlig anlamli mutasyonu sematik olarak gostermektedir.

Yanlis anlamli mutasyonlarin fenotipe yansimasi kodon veya niikleotid tipine gore
degisebilir. Ornegin, polipeptitte meydana gelen degisiklik benzer kimyasal dzellige

sahip bir aminoasit olarak gerceklesmisse etkisi daha az (polar-polar), kimyasal 6zelligi
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farkl1 bir aminoasit yer almigsa etkisi daha fazla olabilir (asidik-bazik) (Strachan vd

1999).

5
[ F

AT CATEATEATCATERTERT

~-<4 His H His H His H His H His H His H His }-

Tek niikleotid dedigimi

'
| | | | | | [ Lid

CATCATCATCHEITCATCATCAT
-4 His H His H His HIZTEH His H His H His |-

Sekil 2.8 Yanlis anlamli mutasyonun sematik gosterimi

Tek niikleotid degisimleri olaya katilan bazlarin tiiriine gore iki sekilde adlandirilir.
DNA’nin yapisindaki niikleotidlerden bir piirin bazi yerine diger piirin bazinin (A-G)
veya bir pirimidin bazi1 yerine diger primidin bazinin (T-C) gelmesi seklindeki
degisikliklere transisyon denir. Bir piirin yerine bir primidin veya bir primidin yerine bir

piirin gelmesi seklindeki degisikliklere ise transversiyon denir (Strachan vd 1999).

Bir baz, baska bir bazla yer degistirdiginde transversiyon i¢in her zaman iki olas1

secenek varken transisyon i¢in bir secenek vardir (Sekil 2.9).

/
G e T

Sekil 2.9 Transisyon ve transversiyonda baz degisimleri (Siyah oklar: Transisyon,

Mavi oklar: Transversiyon)

Sessiz (Silent) Mutasyonlar

DNA iiclii kodonunda kodonun 3. bazi degisiklige ugramasina ragmen bu kodondan

sentezlenen aminoasit degismez. Ciinkii DNA’dan mRNA’ya yansiyan degisiklik yine
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ayn1 aminoasiti kodlayan bir baska kodona déniismiistiir. Ornegin CAT ve CAC
kodonlarinin her ikisi de mRNA’da histidin aminoasidini kodlamaktadir. Bu nedenle
liclincii bazda T yerine C’nin gegmesi degisiklige neden olmaz. Buna sessiz mutasyon

denir (Montelone 1998). Sessiz mutasyon Sekil 2.10°da sematik olarak gosterilmistir.

X
| | | [ | [ L

CATCATCATCATCATCATCAT

- His H His H His H His H His H His H His |-

Tek niikleotid degigimi

--l His H His H His H His H His H His H His -

Sekil 2.10 Sessiz mutasyonun sematik gésterimi

Anlamsiz (Nonsense) Mutasyonlar

Anlamsiz mutasyonlarda, DNA {iclii kodonunda meydana gelen niikleotid
degisikligi normal bir kodon yerine mRNA’dan protein sentezinin sona ermesini
saglayan “DUR” kodonlarindan (UAA, UAG ve UGA) birinin olugmasina neden olur
(Sekil 2.11). Bu durumda polipeptit zincirin erken sonlanmasiyla olmasi gerekenden
daha kisa ve islevsiz bir iirliin meydana gelir. Anlamsiz mutasyonun etkileri, proteinin
ne kadar kisaltilmis olduguna ve fonksiyon i¢in ne kadar proteine gereksinim olduguna

gore degisir (Debelec-Biitiiner vd 2006).

= Gln H GIn H GIn H GIn H GIn H GIn H GIn }-

Tek niikleotid dedigimi

-4 GIn H GIn H GIn HITLW

Protein

Sekil 2.11 Anlamsiz mutasyonun sematik gosterimi
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Cerceve Kaymasi (Frame-Shift) Mutasyonlari

Bu mutasyonlar, genin kodlamaya katilan bdlgesine ii¢iin katlar1 disinda olusan
niikleotid eklenmesi veya eksilmesi sonucu meydana gelir. Bu degisiklik, mRNA’daki
ticlii kodon okuma gergevesini tiimiiyle degistirebilir. Benzer sekilde iki veya daha fazla
niikleotidin DNA’ya katilmasi1 veya ayrilmasi ile de c¢erceve kaymasi meydana gelir.
Cerceve kaymasit mutasyonlarinin etkileri, bu tip diizensizliklerin genin 5’ veya 3’
bolgesine yakinligina gore degisebilir. Sonug olarak, ilgili proteinin tiim yapisi ve iglevi
ortadan kalkabilir veya farkli bir islev kazanmasina neden olabilir (Montelone 1998).

Cergeve kaymasi mutasyonu Sekil 2.12°de sematik olarak gosterilmistir.

- His H Ser H His H val H Leu H Met H Leu |-

lle His Thr Tyr Ser Cys Tyr

Sekil 2.12 Cergeve kaymasi mutasyonunun sematik gosterimi



27

3. MATERYAL ve METOD

3.1 Ornekler

Calismaya Pamukkale Universitesi Hastaneleri Pediatrik Endokrinoloji Bilim Dali
tarafindan tiim tetkikleri yapilarak idiyopatik boy kisalig1 tanisi alan 12 tanesi kiz, 13
tanesi erkek olmak iizere toplam 25 olgu alindi. Tani konulan olgular boy kisaligi
etiyolojisinde rol oynayan faktorler arastirildiktan sonra idiyopatik sinifina dahil edildi
(Tablo 3.1). Dahil olma kriterlerini tasiyan olgulara, ¢aligmaya goniillii olarak katilmay1
kabul ettiklerine dair “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (Genetik Materyal)”
imzalatild1 ve her olgudan K3 EDTA’l tiiplere (VACUETTE®) toplam 5 ml periferik

kan 6rnegi alindi.

Tablo 3.1 Calismaya katilan olgularin idiyopatik boy kisaligi acisindan

degerlendirilme kriterleri

Dahil Olma Kriterleri Dislama Kriterleri

Boy Standart Sapma Skoru (SDS)

>*hin altmda olmalt Boy SDS degeri -2’nin {istliinde olanlar

Orantil1 boy kisalig1 olmali Orantil1 boy kisalig1 olmayanlar

Iskelet sistemi bulgular1 normal olmali | Iskelet sistemi anormalisi olanlar

Dismorfik bulgu yani sendromik boy

kisalig olmamals Dismorfik bulgusu olanlar

Rutin tetkiklerinde boy kisaligini Rutin tetkiklerinde boy kisaligini
aciklayacak kronik sistemik hastalik aciklayacak kronik sistemik hastalik
bulgusu saptanmamis olmali bulgusu saptanmis olanlar

Kemik yas1 geriligi -2 SDS’den fazla | Kemik yas1 geriligi -2 SDS’den fazla
olmamali olanlar

Otroid iken yapilan farmakolojik Otroid iken yapilan farmakolojik
biliylime hormonu uyari testlerine biliylime hormonu uyari testlerine
normal yanit vermis olmali yanit1 anormal olanlar

Karyotipi normal olmali Anormal karyotipe sahip olanlar

Kontrol grubu olarak toplam 10 saglikli cocuk ¢aligmaya dahil edildi.
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3.2 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu QIAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN® Katalog No: 51104)
yontemi “blood and body fluid” protokolii kullanilarak ger¢eklestirildi.

Periferik Kandan DNA Izolasyonu

Periferik kandan DNA izolasyonunda uygulanan asamalar sirasiyla asagida

maddeler halinde verilmistir:

1) 20 ul QIAGEN Proteaz 1.5 ml’lik ependorf tiipiine eklendi.

2) 200 pl periferik kan 6rnegi ependorf tiipiine eklendi.

3) Ornege 200 ul Buffer AL eklenip 15 saniye boyunca vortekste tutuldu.

4) 56°C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi.

5) Ependorf tiipiiniin kapaginin i¢indeki damlalar1 almak i¢in kisa santrifiij edildi.

6) Ornege 200 pl etanol eklendi ve 15 saniye boyunca vortekste tutuldu (gerekirse
ependorf tiipiiniin kapaginin i¢indeki damlalar1 almak i¢in santrifiij edildi).

7) Karisim dikkatli bir sekilde 2 ml’lik toplama tiipii icindeki QIAamp Spin Filtreli
Tipe kenar1 islatilmadan aktarildi. Filtreli tiipiin kapagi kapatildiktan sonra 8000
rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi filtreli tiip 2 ml’lik temiz bir toplama
tiipiine yerlestirildi ve filtrat iceren tiip atildi.

8) Filtreli tiipiin kapagi acild1 ve kenar1 1slatilmadan 500 ul Buffer AW eklendi.
Filtreli tiipiin kapag1 kapatildiktan sonra 8000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast filtreli tlip 2 ml’lik temiz bir toplama tiipline yerlestirildi ve filtrat iceren tiip
atild.

9) Filtreli tiipiin kapag1 agildi ve kenar1 1slatilmadan 500 pl Buffer AW2 eklendi.
Filtreli tlipiin kapag1 kapatildiktan sonra 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

10) Filtreli tiip 1.5 mI’lik temiz bir ependorf tiipiline yerlestirildi ve filtrat igeren tiip
atildi. Filtreli tiipiin kapag1 acildi ve 200 pl Buffer AE eklendi. Oda 1sisinda 1 dakika
inkiibasyona birakildi ve 8000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

11) Santrifiij sonrasi filtreli tiip atildi. Ependorf tlipiinde geri kalan ¢ozelti genomik

DNA’dir.



29

3.3 DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

DNA izolasyonu yapilan orneklere ait DNA konsantrasyonu “Thermo Scientific

NanoDrop 2000c” spektrofotometre cihazi ile dl¢iilmiistiir.

3.4 Mutasyon Analizi - Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), in vitro kosullarda genomik DNA’nin istenilen
bolgesine 0zgii primerler kullanilarak konsantrasyonunun molekiiler acidan

degerlendirilebilir diizeye ¢ikartilmasi islemidir. PZR, 3 ana basamakta gerceklesir:

1) Denatilirasyon: Bu asamada DNA molekiiliiniin ¢ift zincirli yapisi yiiksek 1s1

yardimiyla birbirinden ayrilir.

2) Baglanma (Anealing): Denatiirasyonu takiben daha diisiik 1silarda primerler

ayrilmis olan tek zincirli DNA iizerinde kendilerine 6zgiil bolgelere baglanirlar.

3) Uzama (Elongasyon): Bu asamada 1s1 72°C’ye kadar arttirilarak DNA polimeraz

enziminin tamamlayict DNA zincirini uzatmasi saglanir.

PZR’nin bu ii¢c basamaginin her tekrarinda DNA miktar1 teorik olarak iki katina
cikar. Baglangigta koyulan DNA miktar1 ve dongii sayisina bagli olarak olusan iiriin

miktar1 degigir.

Bu calismada, SHOX geninin 2., 3., 4., 5. ve 6. ekzonlarini iceren DNA pargalar1
PZR ile ¢ogaltilmis olup kullanilan primerler Tablo 3.2’te verilmistir. SHOX geninin 1.

ekzonu kodlanmayan bir ekzon olmasi nedeniyle ¢aligmaya dahil edilmemistir.
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Tablo 3.2 SHOX geni ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler
Ekzon Primer Dizisi PZR Uriinii (b¢)

) F5’-CGCGGGGAGACGCGCGCATCC-3” 386
R5’-GGCGCCGAACCCCAGGAGGGC-3°

3 F5’-GCCACGTTGCGCAAAACCTC-3’ 320
R5’-CCCGAGGACCAGGCGATG-3’

4ves F5’-GGGAGGCTGGGCTGGGTTC-3’ 376
R5’-GGAAGGGAGCAGCAGGTCC-3’

6 F5’-TCCTGCGCCCTCACCC-3’ 354
R5’-GTGCAGGACGCGCGGT-3’

F: Ileri dizi (Forward) primer
R: Geri dizi (Reverse) primer
bg: Baz gifti

Her bir olgu i¢in 4 tane PZR tiipii numaralandirilarak hazir hale getirildi. Her tiipe
sirastyla 25 pl HotStar Taq PZR Karisimi (2.5 tinite HotStar Taqg DNA polimeraz, 1.5
mM MgCl,, 200 uM dNTP - QIAGEN Katalog No: 203445), 13 ul H,O, 2 pl SHOX
primer karigimi ve 10 ul DNA ilave edildi. Daha sonra tiipler PZR cihazina yerlestirildi
ve Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’te verilen programlara gére PZR dongiisli tamamlandi. Ekzon

2,3, 4 ve 5 i¢in “step down” PZR uygulandi.

Tablo 3.3 Ekzon 2, 3, 4 ve 5’e 6zgii primerler i¢in kullanilan PZR programi
1 95°C, 15 dk  HotStart Taq aktivasyonu |

94°C,1dk  Ayrilma (Denatiirasyon)
63°C, 1 dk Primerlerin baglanmasi (Annealing) | 2 dongii
72°C,1dk  Uzama (Elongasyon)

94°C, 1 dk Ayrilma (Denatiirasyon)
64°C, 1 dk Primerlerin baglanmasi (Annealing) | 2 dongii
72°C,1dk  Uzama (Elongasyon)

94°C,1dk  Ayrilma (Denatiirasyon)
66°C, 1 dk Primerlerin baglanmasi (Annealing) | 35 dongii
72°C,1dk  Uzama (Elongasyon)

| 72°C,5dk  Final |
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Tablo 3.4 Ekzon 6’ya 6zgii primerler i¢in kullanilan PZR programi

1 95°C, 5 dk HotStart Taq aktivasyonu |

97.5°C,30sn  Ayrilma (Denatiirasyon)
65°C, 30 sn Primerlerin baglanmasi (Annealing) | 35 dongii
72°C, 45 sn Uzama (Elongasyon)

| 72°C,10dk  Final |

3.5 PZR Uriiniiniin Goriintiilenmesi

PZR iirlinlerinin goriintiilenmesi i¢in %2'lik agaroz jel hazirlandi. Bunun i¢in once
hassas terazide 1 gram toz agaroz tartilarak cam erlen mayere aktarildi ve tizerine 50 ml.
IXTAE (tris-asetik asit EDTA) eklendi. Hazirlanan karigim 1sitmali manyetik
karistiricida agaroz tamamen ¢oziiniip seffaf hale gelinceye kadar karistirildi. Agaroz
jeldeki PZR iirlinlini goriiniir hale getirmek amaciyla son asamada ¢ozeltiye 2 ul
etidyum bromiir (EB) ilave edildi. EB, DNA molekiiliiniin baglarinin arasina baglanir
ve UV 15181 altinda floresan etki gostererek DNA’nin jelde goriiniir hale gelmesini
saglar. Katilagsmayacak kadar sogutulan agaroz ¢ozeltisi tarak ihtiva eden jel tablasina
dokiilerek jelin polimerlesmesi beklendi. Jel katilagtiktan sonra tarak dikkatlice
cikarilarak igerisinde 1XTAE soliisyonu bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. PZR
trlinliniin  biiylikliigiinii belirlemek i¢in jelin ilk kuyucuguna 100 baz ciftlik DNA
marker yiiklendi. Daha sonraki kuyucuklara her ekzon icin dnce PZR iirlinii iceren
karisim (2 pl yiikleme tamponu—10 pl PZR iiriinii) sonra negatif kontrol i¢cin PZR {iriinii
icermeyen karigim (2 pl yiikleme tamponu—10 pl su) gelecek sekilde yiikleme yapildi.
Jel elektroforez tanki gilic kaynagina baglandi ve jel 100 Volt akim uygulanarak 20
dakika siire ile yiiriitiildi. PZR reaksiyonu sonucu elde edilen PZR firiinlerinin
goriintiileme islemi “Vilber Lourmat” UV goriintiileme cihazi ile yapildi ve goriintiisii

almarak kaydedildi.

3.6 DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, DNA o6rneklerindeki niikleotid baz dizilerinin sirasini dogru ve
eksiksiz bir sekilde ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Niikleotid baz
dizilerinin belirlenmesi i¢in iki temel teknik gelistirilmistir. Bunlar Frederick Sanger ve

arkadagslar tarafindan gelistirilmis olan dideoksi enzimatik yontemi ile Allan Maxam ve
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Walter Gilbert tarafindan gelistirilmis kimyasal degradasyon (yikim) yontemidir. Bu iki
yontemden Sanger ve arkadaslarimin yontemi gilinlimiizde daha yaygin olarak
kullanilmaktadir. Her iki yontemde 3 asama vardir. Bunlar dizi analizi yapilacak

DNA’nin hazirlanmasi, reaksiyonlar ve yiiksek voltaj jel elektroforezidir.

Yaptigimiz calismada SHOX genindeki ilgili bolgeye ait PZR iiriiniiniin DNA dizi
analizi Otomatik Kapiller Jel Elektroforez cihazi (ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer
Applied Biosystems, Foster City, USA) ile lontek (lontek A.S. Istanbul, Tiirkiye) adli
bir firma tarafindan yapilmistir. Otomatik DNA dizi analizi, Sanger ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen enzimatik sentez yoOnteminin gelismis bir kapiller sisteme
uyarlanmis halidir. Uygulanan yontemde, dizisi okunacak bolge PZR ile ¢ogaltilir ve
floresan boyalarla isaretlenmis dideoksiniikleotitleri igeren durdurma reaksiyonunun
ilavesiyle DNA sentez iiriinleri floresan boyalarla isaretlenmis olur. Ornekler bir
kapillerden gegcirilirken elektroforez uygulanir. Floresan isaretli boyalar1 uyarmak igin
bir lazer, boyalarin yaydig1 15181 toplamak icin de bir CCD kamera kullanilir. Boylece,
lazer uyariminin ardindan DNA’larin yaydigi farkli dalga boylarindaki i1gimalar
otomatik dizi analizi cihaz1 tarafindan okunur, analiz edilir ve veriler bilgisayarda

goriintiilenir (Sekil 3.1).

Bilgisayar

|l f f
' . . Lazer K Dedeltar
JE' |

Cils

@

Sekil 3.1 Otomatik DNA dizi analizi (Human Molecular Genetics 2, 1999)
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Dizi analizi sonuglart Chromas programi ile incelenmis (Chromas Pro 1.5,
Technelysium Pty Ltd.) ve http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi internet sitesi

kullanilarak analizleri yapilmigtir.

3.7 istatistiksel Analiz

Degiskenlere iliskin tanimlayici bilgiler (ortalama + standart sapma, say1 ve ylizde)

elde edildi.
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4. BULGULAR

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Endokrinoloji Bilim Dali’na
bagvuran ve tiim tetkikleri yapilarak idiyopatik boy kisalig1 tanis1 almis 25 adet olgu
calisma grubuna dahil edilmistir. Olgularin yas aralig1 4-16 arasinda olup yas ortalamasi
11,04 £ 3,34 bulunmustur. Ayrica kontrol grubu olarak 10 adet boy kisalig1 hikayesi
olmayan saglikli cocuk bu ¢aligmaya dahil edilmistir. Kontrollerin 5 tanesi erkek (%50),
5 tanesi (%50) kizdir. Kontrol grubunun yas ortalamasit 8,70 + 5,12°dir. Hem ¢alisma
grubunun hem de kontrol grubunun toplam yas ortalamalar1 ise 10,37 + 4,10 olarak

saptanmis olup Sekil 4.1°de verilmistir.

12,00 - 11,04 10,37
10,00 - 8,70
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

Calisma grubu Kontrol grubu Genel

Sekil 4.1 Calisma ve kontrol grubunun yas ortalamalari



35

Calismaya katilan idiyopatik boy kisalig1 olgularinin boy uzunluklar1 ve boy SDS

degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 Calisma grubunun boy uzunlugu ve boy SDS degerleri

Olgu No Boy I(ICZ;I)IIUgu Boy SDS degeri
1 91 -2.89
2 137 -2.95
3 116 -2.69
4 132 -2.94
5 118 -2.40
6 129 -3.37
7 132 -2.86
8 141 -2.11
9 122 -2.06
10 123 -2.86
11 92 -2.17
12 116 -2.15
13 151 -2.63
14 94 -2.98
15 101 -2.15
16 130 -2.14
17 147 -2.02
18 128 -2.04
19 121 -2.24
20 126 -2.69
21 118 -2.06
22 142 -2.36
23 143 -2.19
24 143 -3.21
25 146 -2.14
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Olgulara ait periferik kan oOrneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir. DNA
konsantrasyonu “Thermo Scientific NanoDrop 2000c” spektrofotometre cihazi ile

Olciilmiis ve elde edilen sonuglar Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2 DNA 6rneklerinin spektrofotometrik 6l¢iimleri

Ornekler | ng/ul | 260/280 A° | 260 A° | 280 A°
1 33,0 1,81 0,660 0,364
2 40,9 1,60 0,818 0,510
3 48,1 1,67 0,963 0,576
4 22,4 1,51 0,447 0,297
5 34,3 1,91 0,686 0,358
6 44,2 1,86 0,884 0,474
7 42,9 1,78 0,859 0,483
8 35,2 1,75 0,703 0,402
9 29,9 1,69 0,597 0,354
10 39,1 1,72 0,783 0,455
11 31,0 1,76 0,619 0,353
12 42,7 1,76 0,854 0,486
13 11,0 1,64 0,219 0,134
14 19,7 1,45 0,395 0,273
15 46,0 1,89 0,920 0,486
16 34,6 1,86 0,691 0,371
17 38,7 1,93 0,773 0,400
18 34,7 1,93 0,694 0,359
19 30,2 1,94 0,604 0,311
20 41,7 1,86 0,834 0,449
21 40,8 1,82 0,816 0,449
22 39,8 1,85 0,796 0,430
23 41,9 1,85 0,839 0,454
24 37,2 1,91 0,744 0,390
25 41,8 1,86 0,835 0,449

Incelenmek istenen DNA &rnekleri i¢in SHOX genine ait o6zgiil primerler
kullanilarak ekzon 2, 3, 4, 5 ve 6 PZR ile ¢ogaltilmistir. TECHNE TC-412 cihazinda
gerceklestirilen PZR sonucunda PZR iirlinlerine ait agaroz jel goriintiileri asagida

verilmistir (Sekil 4.2 - 5).
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M1 M 234357 8951011121314

M6 151617 18192021 22 23 24 75

o

Sekil 4.2 Olgulara ait 386 bg’lik ekzon 2 PZR iiriiniiniin %2'lik agaroz jeldeki
goriintiileri (M: 100 b¢ Marker)

M1 M 23 457 85 1011121314

L_ BB N R

m 615 16 1718 19 20 21 22 23234 25

.-------— - e -

Sekil 4.3 Olgulara ait 320 b¢’lik ekzon 3 PZR iirlinliniin %2'lik agaroz jeldeki
goriintiileri (M: 100 b¢ Marker)
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Mm{i M234 5 7B5851011121314

m 615 16 1718 19 20 21 22 2324 25

Sekil 4.4 Olgulara ait 376 b¢’lik ekzon 4 ve 5 PZR f{irlinlinlin %2"lik agaroz jeldeki
goriintiileri (M: 100 b¢ Marker)

M12 345678 91011121314151617181920 11 222324125

- . . . - O 0 e

Sekil 4.5 Olgulara ait 354 b¢’lik ekzon 6 PZR iirlinliniin %2'lik agaroz jeldeki
goriintiileri (M: 100 b¢ Marker)

PZR ile ¢ogaltilan SHOX geninin ilgili ekzonlart DNA dizi analizi ile arastirilmistir.
Calismaya katilan 25 olgunun higbirisinde mutasyon saptanmamis olup olgularin hepsi
(%100) normal olarak degerlendirilmistir. Baz1 olgulara ait DNA dizi analizi 6rnekleri

Sekil 4.6 — 9°da gdsterilmistir.
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4 a0 G0 o a0 an 100
AT GG GAGCTCACGGCTTTT GTAT GG GTCTTTT GACCAG GC GGACGGT CGOCGGAGBGLGGAC

Sekil 4.6 2 numarali olgunun Ekzon 2’ye ait DNA dizi analizi sonucu

40 4t} al an an
GG AT TTAT G T GC GAG GC GC GAGG ACGT G GTC GGAG GACOBAGGACGGOCAGAC

W\/\&/\/&\ AN /%VM/\[\M\/LW\/\/\A/\/\/\M/\/\M\

GCT G C G GGCGC GCCGEC CC CTTC CGCTGG GC GCTG CG GCTCG

e

170 180 2110
GCG CTCTTCG CORAGACCCATTACCCCGACGCCTTOC TGCGCG GG GCTC GCCAGBDG

o e e o

2110
CGCCTGGGGCTCTCCG GGCGCGCGTGC G(

Sekil 4.7 6 numarali olgunun Ekzon 3’e ait DNA dizi analizi sonucu
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Mm wmm ) MJ\/\AM&L\

Sekil 4.8 11 numarali olgunun Ekzon 4 ve 5’¢ ait DNA dizi analizi sonucu
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20 ] 40 a0 B0
TCH G G C TG GCTGOAGCT O G GGCGT G GCCCACG COGCACC CGCOACCT GCACCC GO

C CCTGGCGGCGC CGCGCCCT CCTG TGTTCCCCCCGCCGCCCTTCGGGCTGCCC

ettt e

140
: TCGCGTCGCTGGCCG GTCCGCCTCGGCCGCCGCCGT GTCGCCGCCGCCGCC

| A

200 210 220
cc GC cCAaGC G TTCcCAGCATCGCOGACCT GCGGC T GGCGCGOo Gt

240 260 270 280
GoCocoCcocT GGGeoTC ccocGlococGocGsocAaGCCCCCCoCGOCGOCGCO G0

.gh.u_ﬂm; Uil

Sekil 4.9 23 numarali olgunun Ekzon 6’ya ait DNA dizi analizi sonucu

Kontrol grubundaki bireylerin periferik kanindan izole edilen DNA 6rnekleri de
SHOX mutasyonu agisindan arastirilmis ve higbirisinde mutasyon tespit edilmemistir.
Bu grupta yer alan bazi bireylere ait DNA dizi analizi 6rnekleri Sekil 4.10 — 13’te

gosterilmistir.
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ATGG G GCT G CGGCTTTTGT TCC GTCTTTTG oA G GG CGGT CGGCGG GGCGG GGC G
CGEGCGG GGCGG GGCGGCGG GGT GG TTCC TT CoT CCGGG GTTTTGG GAGCGG CTGGCGCGC

220 240 240 260 270 29
ACTGCOCCEOTOCATTTGTTCAAGGACCACGTAG GOAG CTG G TTCGGCACCGCGAGAGT

280 ] 200

LM&MMMMWWMAMJ\M W

Sekil 4.10 26 numarali bireyin Ekzon 2’ye ait DNA dizi analizi sonucu

40 a0 60 7a an a0 a0
GG AMTTTAT GAAT GG GA G GC GCGAGGACGT G GTCOGAGGACGAGGACGGGCAGACT GCTG Ch G

i ettt o bl

110 120 130 140 150 180 170
GGCGCA GCCGLACT CTTCACGCTOGGAGCAGCTG CGAGCTCGAGCGACTCTTCGACGRAGACCCATTACCCC

v

250

CGCCTTC TGCGCG GG GCTC GCC GCGCCTGGGGCTCTCCG GGCGC GCOGTG

Sekil 4.11 30 numaral bireyin Ekzon 3’e ait DNA dizi analizi sonucu
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M MMLM(‘% /\MMAMMMM\Mm

ulum Il mduu ‘l i dhm. ) Aduhu il

Sekil 4.12 32 numarali bireyin Ekzon 4 ve 5’e ait DNA dizi analizi sonucu
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A0 40 a0 60 il a0
SCCACHBCGCACCCGCACCT GCACCCGCACCT GOGUCGOGCGCACGCOCCCTACCT GAT GTT O

N T

a0 100 110 120 130 140
SCCCCCBCCGCCCTTCGGGECTGCCCATOGCGTOGUTGGCCGAGTCOCGCCTCGGECCGCCGRCG

TGGTCGCCGCCGCCGCC GC TCGCCG CCTGCGGCTC

0 20 a0 240 240 260
GBCGC GG GCACGCGO AGGCCCTHEGOGGCTCTGACCCGCCGCGCAGCCCCCCBOGLGCCCG

i

270 Loy
IGACTCCCGGGCTCCGC GO

Sekil 4.13 35 numarali bireyin Ekzon 6’ya ait DNA dizi analizi sonucu
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5. TARTISMA

Boy kisaligi genetik etkinin giicli oldugu multifaktériyel bir durumdur.
Uzunlamasina biiylimede bir¢ok genin etkili oldugu bildirilmesine ragmen kisa boylu
olgularin kiigiik bir grubunda saptanmistir. Bu genlerden biri olan SHOX genindeki
mutasyonlar, izole veya ailesel kisa boylu bireylerde boy kisaligin en sik genetik

nedenidir.

Bu tez caligmasinda, idiyopatik boy kisaligi tanist almisg 25 adet olgunun SHOX
geni PZR ve DNA dizi analizi ile incelenmis ve hicbir olguda mutasyona
rastlanmamistir. Gliniimiize kadar gecen siire icinde, idiyopatik boy kisalig1 tanisi almis
cesitli olgu serilerinde degisik teknikler kullanilarak SHOX geninin bazi ekzonlarinda
genetik analizler yapilmis ve ¢esitli mutasyonlar bildirilmistir. Literatiirde bildirilen bu

mutasyonlar Tablo 5.1°de toplu olarak gosterilmistir.

Tablo 5.1 Idiyopatik boy kisalig1 olgularmda tanimlanan SHOX geni mutasyonlari
Ekzon Niikleotid degisimi Mutasyon cesidi

3 C548G Missense Stuppia vd (2003)

3 A335C Missense Rappold vd (2007)

3 A346G Missense Rappold vd (2007)

4 G492A Nonsense Rappold vd (2007)

4 G503T Missense Rappold vd (2007)

5 C674T Nonsense Rao vd (1997), Rappold vd (2002)
5 delA Delesyon Shanske vd (2006)

6 G761A Missense Rappold vd (2002)

6 776-787delCA4aa Delesyon Rappold vd (2002)

Rao vd (1997), iBK tanis1 konan 91 olguda DNA dizi analizi yéntemi ile yaptiklart
mutasyon taramasi sonucunda yalniz bir olguda SHOX geninin 5. ekzonunda bir

anlamsiz (nonsense) mutasyon tespit etmislerdir. 195. kodonda (CGA) C-T degisimi ile
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sonuglanan bu mutasyon arjinin aminoasidi yerine protein sentezinin sona ermesini

saglayan DUR kodonlarindan biri olan TGA’nin olugmasina neden olmustur.

Binder vd (2000), IBK tanis1 almis 68 olguda SSCP (tek zincir yapisal polimorfizm)
yontemi ile mutasyon taramasi yapmiglardir. Arastiricilar, SSCP analizi ile bir olguda

SHOX geninde bir allelin delesyona ugradigini tespit etmislerdir.

Rappold vd (2002), 150’si FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon) analiziyle, 750’si
DNA dizi analiziyle olmak iizere toplam 900 iBK tanisi almis olguda SHOX genindeki
mutasyon varhigi arastirilmistir. Arastiricilar, SHOX genine 6zgii bir prob kullanilarak
yapilan FISH analizi sonucunda 150 olgunun 3’tinde (%2) SHOX delesyonuna
rastlamiglardir. 750 olguda DNA dizi analizi ile yaptiklar1 tarama sonucunda ise
olgularin 9’unda (%1.2) Ekzon 5 ve 6’da gesitli nokta mutasyonlar1 (C674T, G761A)

tespit etmislerdir.

Morizio vd (2003), IBK tamisi alan 56 olgudan steril kosullarda periferik kan
ornekleri alip lenfosit kiiltiirii yapmiglardir. Daha sonra SHOX genine 6zgii prob
kullanarak FISH yontemi uygulamislardir. Arastirma sonucu olgularin 4’iinde (%7.1)

SHOX geninin bir kopyasinin delesyona ugradigini tespit etmislerdir.

Baska bir ¢alismada, 61’1 kiz, 79°u erkek olmak iizere okul ¢aginda olan toplam 140
IBK olgusuna ait DNA &rneklerinden floresan isaretli primerler kullanarak SHOX
lokusu etrafinda bulunan 2 polimorfik marker amplifiye edilmis ve yapilan analiz
sonucu olgularin 3’iinde (%2.1) SHOX geninde delesyon tespit edilmistir (Binder vd
2003).

Bir diger calisma Stuppia ve arkadaslar tarafindan yapilmigtir (2003). IBK tanisi
alan 56 olguda FISH ve DNA dizi analizi yontemi ile mutasyon taramasi yapilmis ve 4
olguda delesyon ve 3 olguda nokta mutasyonu (C548G) tespit edilmistir. Ekzon 3’te
548. nikleotitte goriillen bu degisim, arjinin aminoasidinin glisin aminoasidine
donlismesine yol actigt i¢cin yanlis anlamli (missense) mutasyon olarak

degerlendirilmistir.
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Shanske vd (2006), tanimlanmamis mutasyonlarin genetik tanisinda kullanilan bir
analiz sistemi olan DHPLC (denatiire edici yliksek performans sivi kromatografisi) ile
yeni bir mutasyon tanimlamislardir. IBK tanis1 konan bir erkek olguda SHOX geninin
5. ekzonunun 202. kodonunda (ATG) adenin niikleotidinin delesyona ugradigini tespit
etmiglerdir. Bu dizi degisiminin, ¢er¢eve kaymasi ile sonuglanip SHOX proteininde

fonksiyon kaybina neden oldugu 6ngoriilmektedir.

Su ana kadar yapilan en genis kapsamli arastirma Rappold ve arkadaslar1 tarafindan
yapilmistir (2007). Arastiricilar SHOX genindeki mutasyon varligini arastirmak
amaciyla mikrosatellit analizi, FISH ve DHPLC teknigini kullanmuslardir. iBK tanisi
almis 1534 olgu lizerinde yapilan arastirma sonucu toplam 34 olguda (%2.2) degisik

ekzonlarda ¢esitli mutasyonlar tespit etmislerdir.

Etem vd (2008), IBK tamisi almis 61 olguyu inceledikleri bir calismada bu
olgulardan en kisa boya sahip 8 tanesini segerek FISH teknigi ile SHOX genini
incelemislerdir. Ayrica olgularin tamamu i¢in ekzon 2 PZR ile ¢ogaltilmis ve Y35X ile
A337G mutasyonlarini tespit etmek i¢in Rsa I ve Alu I enzimlerini kullanmiglardir.
Yapilan molekiiler sitogenetik ve molekiiler genetik incelemeler sonucunda olgularin

hicbirisinde mutasyon tespit edememislerdir.
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6. SONUC

Bu tez g¢alismasinda, idiyopatik boy kisaligi olgularinin DNA 6rnekleri SHOX
mutasyonu agisindan arastirllmig ve higbirisinde mutasyon tespit edilmemistir. Bu
bulgu, olgu se¢im kriterlerinin farkli olmasina bagli olarak miimkiindiir. Ayrica
idiyopatik boy kisalig1 olgularinda, SHOX geninde goriillen mutasyonlarin goriilme
sitkhiginin  %2-5 arasinda degistigi dikkate alindiginda, daha fazla sayida olgu

incelenmesinin daha bilgi verici olacagi kanaatindeyiz.
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