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1. OZET

Kisa boy, genetik ve cevre faktorlerinin kontrolii altinda olup genel
populasyonun % 2-3’iinii etkilemektedir. Short Stature Homeobox Gene (SHOX)
, X ve Y kromozomlarinin kisa kollarinin psddootozomal bolgelerinde yer
almakta ve X inaktivasyonuna maruz kalmamaktadir. Gendeki delesyonlar veya
mutasyonlarin, insanlarda goriilen Turner Sendromu (TS), Idiopatik Boy Kisalig
(IKB) ve Leri-Weill Diskondrosteozu (LWD)’na neden oldugu gosterilmistir.
Calismada IKB’li bireylerde, SHOX geninin tam delesyonlarinin FISH ydntemi
ve ekzon 2’de yer alan LWD hastalarinda tespit edilmis Y35X ve IKB’de tespit
edilmis A-337G mutasyonlarinin ise molekiiler genetik yoOntemle taranmasi

amaglanmistir.

Bu calismada, Idiopatik Kisa Boy (IKB)’a sahip oldugu belirlenen 61
birey incelendi. Standart sitogenetik tekniklerle vakalarin normal karyotipe sahip
olduklar1 gosterildi. Vaka grubundan en kisa boya sahip olan 8 birey segilerek
FISH teknigi ile SHOX genleri kontrol edildi. Vakalarin tiimii i¢in ekzon 2, PCR
metoduyla ¢ogaltildi ve Y35X ile A-337G mutasyonlarini tespit etmek i¢in Rsa I
ve Alu I enzimleri kullanildi.

Idiopatik kisa boylu 61 bireyde, konvansiyonel sitogenetik, molekiiler
sitogenetik ve molekiiler genetik incelemeler sonucunda herhangi bir anormallige
rastlanmadi.

Idiopatik kisa boylu bireylerde, konvansiyonel sitogenetik ve molekiiler
sitogenetik tekniklerin yanisira molekiiler genetik tekniklerin de kapsamli bir
bicimde calisilmasi olduk¢a ©nemlidir. Calisma, SHOX geninde yapilacak

mutasyon taramalarinda 6zellikle SSCP veya DNA dizileme gibi gendeki tim



mutasyonlar1 ortaya koyacak yontemlerin kullanilmasinin daha uygun olacagini
gostermektedir. Kisa boy ile birliktelik gosteren veya birliktelik gosterdigi
diistiniilen hastaliklara karsin alinacak tedbirlerde ve kisa boylu bireylerin yagam
kalitesinin artirllmasinda, SHOX geni ve biiylime ile ilgili diger genlerin
arastirilmasi yol gosterici olacaktir.

Anahtar kelimeler: Idiopatik kisa boy, SHOX, interfaz-FISH, Y35X, A-

337G



2. ABSTRACT

Short stature is under genetic and environmental factors and affects 2-3 %
of general population. SHOX gene is localised in the pseudoautosomal regions of
the short arms of X and Y chromosomes and escapes X inactivation. It has shown
that the deletions or mutations of the gene causes Turner Syndrome (TS),
Idiopathic Short Stature (ISS) and Leri-Weill Dyschondrosteosis (LWD) seen in
human. In this study, it is aimed to scan the complete deletions of SHOX gene in
individuals with ISS by FISH method, Y35X mutations detected in LWD patiens
localised in exon 2 and A-337G mutations detected in ISS patients with molecular

methods.

In this study, 61 individuals with ISS were detected. It has shown with
standard cytogenetics techniques that cases have normal karyotypes. 8 individuals
with the shortest stature were chosen from case group and their SHOX genes were
controlled by FISH technique. For all cases, exon 2 was amplified by PCR and to
determine Y35X and A-337G mutations, Rsa I and Alu I enzymes were used.

In 61 individuals with ISS, conventional cytogenetics, molecular
cytogenetics and molecular genetics studies didn’t show any abnormalities.

It is important to study molecular genetics techniques with conventional
cytogenetics and molecular cytogenetics techniques in individuals with ISS in an
extensive way. This study shows that to scan the mutations within the SHOX
gene, it is more appropriate to use the techniques especially like SSCP or DNA
sequancing which determine all mutations in this gene.

For taking preventive measures against diseases associated with or think to

be associated with short stature and increasing the quality of life of the individuals



with short stature, to research SHOX gene and other genes related to growth will
be guide.
Key words: Idiopathic short stature, SHOX, interphase-FISH, Y35X, A-

337G



3. GIRIS

Boy (stature), bir insan veya hayvanin dikey dogrultudaki dogal
uzunlugudur (10). Insan boyu, hem genetik hem de gevre faktdrlerinin kontrolii
altindaki kompleks bir 6zelliktir. Genetik faktorler, maternal ve intrauterin ¢evre,
beslenme, endokrin durumu, hastaliklar, sosyo-ekonomik durum ve hatta
psikolojik mutluluk gibi bir ¢ok faktor, bir bireyin erisebilecegi son boyu
etkilemek ve ortaya c¢ikarmakta etkilesim halindedirler. Genel olarak boyun
kalitilabilirligi % 50’nin istiindedir ve ¢alisilmis kompleks insan &zellikleri
arasinda kalitilabilirlik oran1 en yiiksek olanidir (20).

3.1 Boy Fizyolojisi

Iskelet, yetiskin bir insanmn toplam boyuna % 97-98 oraninda katkida
bulunmaktadir. Fetal yasamin ilk ayinin sonunda iskeletin olusacagi bolgedeki
embriyonik konnektif doku, farklilasma belirtileri gostermektedir. Gelismekte
olan kikirdagi ¢evreleyen hiicreler iki tabaka olusturmaya baglamaktadirlar. Dis
tabakadaki hiicreler fibroblastlara farklilasirken, i¢ tabakadaki hiicreler az ¢ok
farklilagmamis kalmakta ve kikirdak hiicrelerini olusturmak i¢in boliinme
yetenegine sahip olmaktadirlar. Bu iki tabaka birlikte “perikondriyum” olarak
adlandirilmaktadir. Fetal yagamin ikinci ayinda kemik olusumu baslamaktadir.
Kemik olusumunun basladigi noktalar osifikasyonun birincil merkezleri olarak
bilinmektedir ve bu merkezler farkli kemiklerde farkli zamanlarda olusmaktadir.
Uzun kemiklerde perikondriyumdaki osteoblastlarin goriinmeye baglamasi ile
kemik, kemik diafizinin yiizeyinde olusmaya baglamaktadir. Boylece periosteum
haline gelmektedir. Periosteumun alt tabakasindaki aktif hiicreler kemik diafizinin

kalinliginin artmasina sebep olmaktadir. Zaman ilerledik¢e, olusacak kemigin ug



kisimlarindaki kikirdak kiitlelerinde osifikasyonun ikincil merkezleri olan ve
cogunlugu puberteye dek faaliyete gegmeyen epifiz ortaya c¢ikar. Kikirdak ile
kemik diafizi arasinda yer alan yarisaydam yogun bolge epifizyal tabaka olarak
adlandirilir ve kemigin uzunluguna biiylimesinde hayati bir 6nem tasimaktadir

(64).

Epifizin kapanmasi kemigin boyunda gerceklesen biiyiimeyi sonlandirir.
Bu kapanma kizlarda 16-18 yaslar1 civarinda, erkeklerde ise 18-21 yaslari

civarinda goriliir (64).

3.2 insan Boyunu Etkileyen Faktorler
Insan boyu, maternal ve intrauterin ¢evre, beslenme, endokrin 6zellikler,
hastaliklar, sosyo-ekonomik durum, psikolojik durum ve genetik faktorler

tarafindan etkilenmektedir (20).

3.2.1 Maternal ve intrauterin cevre: Rantakallio’nun yaptig1 calismada
timii kuzey Finlandiya’da 1966 yilinda dogan ve gebeligi siiresince sigara igen
annelerin ¢ocuklart 14 yaslarina kadar takip edilmistir. Arastirmaci, sigara igen
annelerin ¢ocuklarinin respiratuar hastaliklara digerlerinden daha egilimli, daha
kisa boylu oldugunu ve kontrollerle kiyaslandiginda okuldaki ortalama
basarilarinin daha diisiik oldugunu gdzlemlemistir. Bununla beraber annenin
sigara igmesinin diger bir¢ok sosyo-biyolojik faktorden daha az Onemli ve
babanin sigara icmesinden daha fazla 6nemli olmadig1 da belirtilmektedir (52).
Kusin ve arkadaglarinin yapmis oldugu diger bir ¢alismada ise, hamile bayanlara
hamileliklerinin son {i¢ ayinda yiiksek enerji (YE) olarak adlandirilan 1950 kj
(465 kcal) veya diisiik enerji (DE) olarak adlandirilan 218 kj (52 kcal) enerji

destegi verilmigtir. Bu destegin c¢ocuklarin biiyiimesi tiizerindeki etkisi



yasamlarmn ilk 5 yili icin degerlendirilmistir. Infantlar ¢alismaya dogumlarindan
itibaren alinmig ve 12 aylik olana dek dorder haftalik araliklarla, daha sonra her 3
ayda bir Ol¢lilmistiir. 24 aylik olduklarinda YE verilen ¢ocuklarin DE verilenlere
gore daha agir olduklar1 bulunmustur. YE verilen ¢ocuklarin ayrica ilk 5 yil
boyunca daha uzun boylu olduklar1 gézlenmistir (34).

Epidemiyolojik ¢aligmalar ¢ocuklar, gencler ve yetigskinlerde dogum kilosu
ve boyu ile ulasilan boy arasinda pozitif bir iligski oldugunu gostermistir. Ijzerman
ve arkadaglarinin yaptiklari bir ikiz c¢aligmasinda bu birlikteligin genetik
faktorlerden mi yoksa genetik olmayan intrauterin faktorlerden mi
kaynaklandigini arastirmiglardir. Sonugta, dogum kilosu ve boyu ile yasamin
sonraki doneminde ulasilan boy arasindaki iligkinin hem genetik olmayan
intrauterin faktorlerden hem de genetik faktorlerden etkilendigini bulmuslardir

(29).

3.2.2 Beslenme: Yeterli besin normal biiyiime icin gereklidir. Insanin
yetersiz beslenmesi sadece kalori eksikligini degil spesifik besin maddelerinin
eksikligini de ifade etmektedir. Insanlar gelisimin farkli evrelerinde degiskenlik
gosteren kalori miktarlarina ihtiyag duymaktadirlar. Yasamimin ilk yilinda bir
bebek, agir islerde calisan yetigkin bir erkegin yaklasik 2 kati1 kadar kaloriye ve
adolesan doneme girmek iizere olan okula giden bir ¢ocuk giinde yaklasik 3000
kilokaloriye ihtiyag duymaktadir. Ayrica bodyle bir ¢ocuk eriskin donem
baslamadan ihtiya¢ duydugu kalsiyum, nitrojen ve D vitamininin yaklagik % 50
kadar fazlasina ihtiya¢ duymaktadir (64).

3.2.3 Endokrinolojik o6zellikler: Viicudun gelismesi biiylime hormonu

(GH) ve insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) tarafindan diizenlenmektedir.



Son 10 yilda GH eksikligi olan insan ve hayvanlara IGF-1 uygulanmasinin
kemiklerin uzamasini da igeren doku gelisimini stimule ettigini kanitlamigtir. Hem
IGF-1 hem de GH’1n in vivo olarak kemik uzamasini uyarma kapasitesine sahip
oldugu ileri siiriilmektedir. IGF-1"i eksik olan farelerin, gozle goriilebilir hale
geldikleri embriyonik yasamlarinin 12. giiniinde boylarinin ciddi sekilde geri
kalmis oldugu ve postnatal biiyiimelerinin de siddetli olarak geri kaldigi
goriilmiistiir. Ayrica, IGF-1 geninde delesyon tasiyan bir hastanin intrauterin
gelisim geriligi ve postnatal biiylime basarisizligi gosterdigi belirtilmistir (42).
Bunlara ek olarak parathormon, kemikler iizerine etki ederek kandaki diisiik
kalsiyum diizeyini normale ylikseltmektedir. Bir baska gorevi ise, bdbregi
uyararak, kemik rezorbsiyonu ile lretilmis olan fosfat fazlaliginin atilmasini
saglayip, kemik varliginin devamini temin etmektir. Kalsitonin, kanda yiikselmis
olan kalsiyum diizeyini azaltarak normale diisirmektedir. Bu iki hormon diginda,
somatotropin genel biiyiimeyi hizlandirdig1 gibi, ozellikle epifiz kikirdagi ve
kemik {tzerinde de etki yapmaktadir. Bu hormonun, gelisme doneminde
normalden fazla miktarda salgilanmasi, kemiklerin uzunlugunda anormal artiglarla
kendini gosteren gigantizme sebep olurken, bunun tersi, yoklugu ya da normalden
az salgilanmast uzun kemiklerde biliylimenin durmasina neden olmaktadir.
Gelisme doneminde tiroid hormonunun yoklugu ya da onemli Ol¢lide azligi da
kemik biiyiimesinin durmasina yol agmaktadir (58).

3.2.4 Hastahklar ve sosyo-ekonomik durum: Sosyo-ekonomik
farkliliklar basit bir besin alimi farkliligi anlamina gelmemektedir. Yemeklerin
diizenli, yeterli ve dengeli oldugu ayrica uykuya yeterince dnem verilip eksersizin

ihmal edilmedigi bir ortamda ekonomik faktdrler daha az dnemlidir.



Biiytik ailelerdeki c¢ocuklarin daha kisa ve hafif olmalar1 aile
biiylikliigiiniin 6nemli oldugunu diisiindiirmektedir. Bunun muhtemel sebebi;
biiyiik ailelerde ¢ocuklarin daha az bakim ve dikkat gdrmesidir. Ornegin;
Britanya’da yiiksek sosyo-ekonomik gruba mensup ailelerin ¢ocuklar1 3 yaslarina
geldiklerinde digerlerine kiyasla yaklagik 2.5 cm, adolesan donemde ise yaklasik
4.5 cm daha uzundurlar (64).

Maria Nystrom Peck ile Olle Lundberg’in Isve¢’te yaptiklari bir
calismada, cocukluk c¢agi siiresince ekonomik ve psiko-sosyal durumu ortaya
koyan 4 gostergenin yetiskin boyundaki varyasyonla iligkili olup olmadigini ve bu
faktorlerin ¢ocukluk c¢agini farkli siniflara mensup olarak gecirmis kadin ve
erkekler arasindaki boy varyasyonunu aciklayip aciklayamayacagini
arastirmiglardir. Cocukluk c¢agindaki sosyo-ekonomik grubu belirleyen bir faktor
olarak baba meslegi disinda, ekonomik ve psiko-sosyal durumu gosteren 4 farkl
gosterge kullanmiglardir. Bunlar; ekonomik sikinti, genis aile, ailedeki
anlagsmazlik ve ¢ocukluk ¢aginda ayrilmig ailelerdi. Kisa boy prevalanst bu 4
gostergenin 3 tanesinde onemli derecede farklilik gostermistir. Kisinin ayrilmig
bir ailede biiylimiis olmasinin olduk¢a yaygin oldugu ancak bu etkinin 6nemli
olmadigr sdylenmektedir. Kisa bireylerin oraninin ¢ocukluk c¢aginda mensup
olunan sosyo-ekonomik grup ile 6nemli derecede degistigi belirtilmektedir. Sonug
olarak yetiskin donemdeki kisa boyun, sadece beslenme ve diger spesifik
durumlardan kaynaklanmadigini, bu durumun c¢ocukluk c¢agindaki olumsuz
durumlar1 yansitan bir sonu¢ olmayip, hem ekonomik hem de psiko-sosyal
durumu ve Dbunlarin toplamini goésteren bir ¢ocukluk ¢agr donemini

yansitabilecegini sdylemektedirler (46).
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Silventoinen ve arkadaslar1 ise, Finli yetiskinlerin boylar1 ile sosyo-
ekonomik durum ve saglik iligkisini incelemislerdir. Calisma sonucunda boyun,
uzun siireli hastaliklarla ve iyi olarak nitelendirilemeyecek bir saglik durumuyla
iligkisi oldugunu bulmuslardir. Arastirmaya gore kisa boylu erkeklerin daha
sagliksiz, uzun boylu erkeklerin ise daha saglikli olduklar1 goriilmiistiir. Kadinlar
arasinda ise boy-saglik iligkisinin erkeklerinkinden daha farkli oldugu
belirtilmistir. Uzun ve kisa boylu kadinlarin uzun siireli hastaliklara daha yiiksek
diizeyde maruz kaldiklari, bu hastaliklarin &zellikle de muskiilo-skeletal
hastaliklar oldugu goriilmiistiir. Sosyal altyap1 faktorlerinin ise boy-saglik
arasindaki iliskinin sadece kiiglik bir kismini agikladigini ileri siirmektedirler (70).

3.2.5 Psikolojik durum: Duygusal bozukluklara sahip olan yetiskinler GH
sekresyonunda anormallikler gdstermektedirler. Eger bu anormallikler ¢ocukluk
doneminde ortaya ¢ikarsa, biiyiimeyi etkileyebilmektedir. Genglikteki duygusal
bozukluklar ile erken yetiskinlikteki boy arasindaki iligskiyi ortaya koymak i¢in
yapilan bir ¢alismada, ¢ocukluk doneminde anksiyete bozuklugu olan kadinlarin,
erken yetigkinlik déneminde nispeten kisa boya sahip olduklart ve bu durumun
yetigskin boyundaki varyansin % 5’inden fazlasini agikladigi, bununla beraber bu
iligkinin erkekler arasinda bulunmadigi da belirtilmektedir (49).

3.2.6 Genetik faktorler: Boy uzamasi diger tiim insan dl¢iileri gibi yasam
boyunca ayni degildir. En yiiksek oran dogumdan once fetal yasamin dordiincii
ayinda gorilmektedir. Fetiis giinde yaklasik 1,5 mm uzamaktadir.Dogumdan
sonraki ilk y1l iginde boy uzunlugu yaklasik % 50 oraninda artmaktadir. Disilerde
ergenlik daha erken bagladigindan ayn1 yastaki erkeklerden daha uzun

olmaktadirlar. Boyun uzamasi kizlarda 18 yas civarinda, erkeklerde ise 21 yas
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civarinda durmaktadir (64).

Boyun kalitilabilirligi kadinlar arasinda erkeklerden daha diisiiktiir. Bu
durum muhtemelen sadece kadinlara O0zel olan ve zaman igerisinde ve
popiilasyonlar arasinda degisebilen tanimlanmamis g¢evresel faktorlere baglidir
(71).

Cinsiyete 0zgli genetik etkiler boya ¢ok az katkida bulunmaktadir. Son
zamanlardaki sonuglar cinsiyete 6zgii etkilerin boydaki genetik ¢esitlilikte sadece
kiigiik bir rolii oldugunu ve Y kromozomundaki genlerin temel olarak ortalama
boyu etkiledigini ileri siirmektedirler. Yq nun rekombine olmayan bolgesinde yer
alan bir RFLP (Restriksiyon Par¢ga Uzunluk Polimorfizmi)’nin erkek boyu ile
ilgili oldugu one siiriilmiistiir; ayrica, bu bolgenin delesyonu sendromik biiyiime

hastaligina da sebep olmaktadir (71).

3.3 Boy Kisaliklar:

Boy kisaliklart etyolojik olarak, patolojik olmayan boy kisaliklar1 ve
patolojik boy kisaliklar1 olmak iizere iki ana grupta degerlendirilebilmektedir.
Normalin varyant1 olarak da isimlendirilen patolojik olmayan boy kisaliklari
kendi i¢inde genetik boy kisaligi, konstitiisyonel gelisme geriligi ve idiopatik boy
kisalig1 olarak ayrilirken, patolojik boy kisaliklar1 ilk olarak viicut oranlarini
bozanlar ve bozmayanlar olarak siniflandirilmaktadir. Viicut oranlarini bozan
gruba iskelet displazileri, radyasyon etkisi ve rasitis dahildir. Viicut oranlarin
bozmayanlar prenatal ve postnatal olarak ayrilmaktadir. Prenatal grup intrauterin
bliylime geriligi tip 1, kromozom anomalileri ve boy kisaligi ile giden bazi
sendromlar1 i¢ine almakta iken, postnatal grup endokrin bozukluklar, psikososyal

nedenler, malniitrisyon ve kronik hastaliklar1 icermektedir (Tablo 1) .
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Tablo 1: Boy kisaliklarimin etyolojik siniflamasi (41)

Patolojik olmayan boy kisaliklar1 ( normalin varyanti )
Genetik boy kisalig1
Konstitlisyonel biiylime ve gelisme gecikmesi
Idiopatik boy kisalig1
Patolojik boy kisaliklar1
Viicut oranlarini bozanlar
Iskelet displazileri
Radyasyon etkisi
Rabhitis
Viicut oranlarini bozmayanlar
Prenatal
Intrauterin biiyiime geriligi tip 1
Kromozom anomalileri
Boy kisaligi ile giden bazi sendromlar
Postnatal
Endokrin bozukluklar
Psikososyal nedenler
Malniitrisyon

Kronik hastaliklar
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3.3.1 Patolojik Olmayan Boy Kisaliklar:

3.3.1.1 Genetik boy kisaligi: Boy kisaliklarinin sik rastlanan bir seklidir.
Genetik boy kisalig1 olan bir ¢ocugun dogum agirligr normal veya hafif diisiik
olabilir. Biiylime egrisi ilk 2 yildan sonra 3. persantilin altindadir ve bu egriye
paralel bir gidis gosterir. Yillilk biiyiime hizi g¢ocugun yasina uygun alt
normalindedir. Ergenligin baglama yas1 gecikmez. Kemik yasi, takvim yasina es
ve bazen de takvim yasindan 1-2 yil geri bulunabilir. Ancak ergenlik belirtilerinin
baslamasi ile kemik yas1 geriligi hizla diizelir. Genetik yapilarina gére normal
olan bu kisa boylu ¢cocuklarda uygulanabilecek bir tedavi yontemi yoktur (41).

3.3.1.2 Konstitiisyonel biiyiime gecikmesi: Boy kisaligi disinda fizik
muayene bulgulart normal, ancak kemik yasi geri olan c¢ocuklarin biiyiik
cogunlugu bu gruba girer. Dogumda agirligin normal olmas1 bu ¢ocuklarin 6nemli
bir 6zelligidir. Bliylime temposu genellikle ilk aylarda bazen ilk y1l sonuna kadar
normaldir, bundan sonra azalir. 3-5 yaglar arasinda biliylime yavaslar, ¢ocugun
viicut agirlig1 ve boyu 3. persantil egrilerinin altina iner. Kemik yasi da boy yasina
uygun sekilde geri kalir. Daha sonra biiyiime tekrar ve yilda 5 cm ve biraz fazla
uzarsa da ¢ocugun boyu kisadir. Ancak sagligi yerindedir. Sonugta gec olarak
eriskin boyu normal degerlere erigir (41).

3.3.1.3 idiopatik boy kisahg: Idiopatik boy kisalig1 tanisi igin tablo.2’de
verilen 6lgiitlerin bulunmas1 gerekmektedir. Idiopatik boy kisaliginin etiyolojisi
bugiin i¢in belirsizdir. Parsiyel biiylime hormonu direnci, biiyiime hormonu salgi
kusuru, norosekretuvar disfonksiyon, minimal iskelet displazisi gibi olasiliklar
{izerinde durulmaktadir. idiopatik boy kisalig1 tanis1 konulabilmesi igin patolojik

nedenlerin diglanmis olmasi gerekir. Temel yaklasim boy uzamasina etki
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edebilecek beslenme bozuklugu, enfeksiyon gibi olumsuz ek faktorlerin ortadan

kaldirilmasidir (Tablo 2) (41).

Tablo.2 Idiopatik boy kisahig tamisinda kullamlan 6lciitler (41)

Dogum agirlig1 gestasyona gore normal olmali
Viicut oranlar1 normal bulunmali

Kronik hastalik bulgusu olmamal1

Psikiyatrik veya duygusal bozukluk bulunmamali
Beslenme durumu normal olmali

Endokrin bir sorun olmamali

Biiylime hiz1 normal veya normalin alt sinirinda olmal

Idiopatik boy kisaligmin etiyolojisi bugiin i¢in belirsizdir. Parsiyel biiyiime
hormonu direnci, biiyiime hormonu salgi kusuru, norosekretuvar disfonksiyon,
minimal iskelet displazisi gibi olasiliklar {izerinde durulmaktadir. Idiopatik boy
kisalig1 tanis1 konulabilmesi i¢in patolojik nedenlerin dislanmis olmasi gerekir.
Temel yaklagim boy uzamasina etki edebilecek beslenme bozuklugu, enfeksiyon
bozuklugu gibi olumsuz ek faktorlerin ortadan kaldirilmasidir (41).

3.3.2 Patolojik Boy Kisaliklar

3.3.2.1 Akondroplazi: En sik rastlanan osteokondrodistrofidir. Epifiz
kikirdaklarinin gelisim kusuru sonucunda olusan, 6zellikle iist kol ve uylugun kisa

olmasi ile karakterize otozomal dominant bir hastaliktir (41).
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3.3.2.2 Hipokondroplazi: Hastalik akondroplazinin hafif formuna bir ¢ok
yonii ile benzer. Otozomal dominant olarak geger. Akondroplaziden farkli olan en
onemli 6zelligi bas ve yiiz gorlinlisiiniin normal olmasidir (41).

3.3.2.3 Metafizer ve epifizer dizostozlar: Metafizde veya epifizde
mineralizasyon kusuru ile karakterizedir. Boy kisaliginin derecesi de hastaligin
agirhigma gore hafif bir kisaliktan agir bir biiyiime geriligine kadar degisebilir
(41).

3.3.2.4 Radyasyon: 1500 rad ve iizerindeki radyasyon dozlar1 biiylime
kikirdagini geri doniislimsiiz olarak harap eder. Bu nedenle medulla spinalis
1sinlamasi yapilan biiylime cagindaki akut lenfoblastik 16semili ¢ocuklarda daha
sonra govde biiyiimesinin durdugu goézlenmistir. Ayrica kranyal irradiasyon alan
hastalarda hipotalamik ndrosekretuvar disfonksiyon gelisebilmektedir. Bu
cocuklarin uzama hizi 4 cm/yil’dan az, kemik yas1 geridir. Farmakolojik uyarilara
bliylime hormonu yaniti normal olmasina karsin, uykuda biiyiime hormonu
salimimi diisiik, serum IGF diizeyi diisiiktiir (41).

3.3.2.5 Rasitis: Ozellikle tedavi gérmemis D vitaminine direncli rahitis
vakalarinda alt ekstremite kisalig1 goriilebilir. Radyolojik incelemede epifizlerde
minerilazisyon azalmistir. Biliylime kikirdagi genislemistir ve metafiz diizensiz
bulunur. Biyokimyasal bozukluklar da vardir (41).

3.3.2.6 Intrauterin Biiyiime Geriligi: Intrauterin biiyiime geriligi (IUBG,
SGA) viicut agirlig1 gestasyon yasina gore — 2 SD’den diisiik dogan ¢ocuklar igin
kullanilan bir terimdir. Belirgin boy kisalig1 ile birlikte olan IUBG, embriyonal
veya erken fetal donemde hiicre iiremesinde yetersizlik sonucu gelisir. Rubella,

toksoplazmoz, alkol, kokain gibi toksik maddeler; hidantoin, warfarin gibi ilaglar,
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boy kisaligi ile birlikte olan IUBG’nin bilinen nedenleridir. Boy kisalig1 hiicre
tiremesinin embriyonal donemdeki yetersizligine bagli oldugundan bu ¢ocuklar
aciklarini higbir zaman kapatamazlar ve hipoplazik eriskinler olurlar (41).

3.3.2.7 Kromozom anomalileri: Kromozom anomalileri arasinda biiytime
bozukluklarina yol acan ve klinikte en sik rastlananlar Down ve Turner
Sendromlar1’dir (41).

3.3.2.7.1 Down sendromu: En sik olarak 21. kromozom ¢iftinin iki yerine
lic kromozomdan olusmasi, nadiren de translokasyon sonucu ortaya ¢ikar. Zeka
geriligi, tipik yiiz goriiniimi ve diger stigmatlarin yanisira boy kisaligi da
hastaligin sik goriilen bir 6zelligidir. Down sendromu yaklasik 800 canli dogumda
bir goriiliir, siklik anne yasi biiyiidiik¢e artar. Boy kisalig1 yasam boyu devam eder
(41).

3.3.2.7.2 Turner sendromu: Disi cinsiyet kromozomlarindan birinin
bulunmamasi ile belirlenen bu sendromda klasik kromozom yapist 45,X’tir. Dig
gorlinlis digidir ancak, gonadlar hipoplazik, klasik vakalarda fibroz bant
seklindedir. Turner sendromu, biiylime geriligi nedenleri arasinda 6nemli bir yer
alir ve boy kisalig1 saptanan her kiz ¢ocugunda diisiiniilmelidir. Boy kisaligi
genellikle 6-8 yaslarinda belirgin olur. Ergenlik gelismesi olmaz, ergenlik
stirecine eslik eden boy uzamasi da goriilmez. Eriskin boy 135-145 cm arasindadir
(41).

3.3.2.8 Boy kisaligi ile birlikte olan sendromlar: Bu gruba etiyolojisi
bilinmeyen ve tipik fenotipleri ile taninan bazi sendromlar girmektedir. Cornelia
de Lange, Rubinstein-Taybi, Russell-Silver, Mulibrey, Dubowitz, Bloom, De

Sanctis-Cacchione, Johanson-Blizzard, Seckel, Hallermen-Streiff, Smith-Lemli-
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Opitz, Williams, Noonan, Aarskog, Rubinow, Opitz, Opitz-Frias, Progeria,
Werner, Cockayne, Rothmund-Thomson, Prader-Labhardt-Willi sendromlari bu
gruba dahildir (41).

3.3.2.9 Endokrin bozukluklar: Endokrin bezlerin hemen hepsinin
biiyiime {izerine etkisi vardir. Bu etki hizlandirici ve baskilayict olabilir.
Androjenlerin ve Ostrojenlerin etkisi bliylimeyi hizlandiric1 yondedir, ancak bu
hormonlarin kemik olgunlagsmasina etkisi, kemik biiylimesine olan etkisinden
daha cok oldugu i¢in biiyiime kikirdagimnin erken kapanmasina yol agarak
eriskinde boy kisaligina neden olabilirler. Biiyiime hormonu eksikligi, hipotiroidi,
Cushing sendromu, psddohipoparatiroidi, diabetes mellitus, erken puberte, boy
kisaligina yol agan endokrin bozukluklardir (41).

3.3.2.10 Psikososyal boy kisaligi: Cevresel psikolojik kosullarin iyi
olmadig1 cocuklarda biliylimenin durakladigi bilinir. Bunun en iyi Ornegi
hastanede uzun siire yatirilan ¢ocuklarda anneden ayrilmaya bagli olarak goriilen
ice kapanma ve biiylime duraklamasidir (hospitalismus). Evde anne ve babadan
birinin ger¢ek anne ve baba olmamasi veya ev igi iligkilerin saglikli olmamasi
sonucu bir ¢ocukta biiyiime yavaslamasi goriilebilir. Bu ¢ocuklarda anne ve
babanin ¢ocuga davranisi kusurludur. Baba alkolik, anne deprese olabilir. Cogu
hirpalanan, doviilen ¢ocuklardir. Bu ¢ocuklar, daha siit ¢gocuklugu doneminde
hir¢in ve istahsizdir. Kilo almalari yetersizdir. Tki yasindan sonra boy duraklamasi
On plana geger (41).

3.3.2.11 Beslenme bozuklugu: Ozellikle gelismekte olan iilkelerin ¢ocuk
yas gruplarm etkileyen yaygin ve 6nemli bir saglik sorunudur. Ozellikle klinik

belirtilerinin belirgin olmadig1 hafif malniitrisyon ve buna bagl boy kisaligi
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Tirkiye’de sik karsilastigimiz biiylime geriligi tipidir. Boy kisaliginin nedeni
biiyiime i¢in gerekli elemanlarin, 0&zellikle protein ve kalorinin yeterli
almamamasidir. Bu hastalarda aglikta biiyiime hormonu diizeyi c¢ogu kez
yiiksektir. Buna karsin malniitrisyonda somatomedin (IGF-1) yapim1 bozulmustur.
Bu c¢ocuklarin boylar1 ve kemik yaslar1 kronolojik yaslarindan geridir, ancak
genellikle boy kisalig1 kemik olgunlagsmasindaki gerilikten daha belirgindir (41).

3.3.2.12 Kronik hastaliklar:

3.3.2.12.1 Gastrointestinal sistem hastaliklar: Kistik fibroz, kronik
gastroenterit, COlyaki sendromu, Crohn hastaligi, iilseratif kolit, ameliyat sonrasi
kisa barsak sendromu biiylime siirecini etkileyen kronik hastaliklardir (41).

3.3.2.12.2 Bobrek hastahklari: Bobrek yetmezligi olan c¢ocuklarin
%50’sinde boy 3.persantilin altindadir (41).

3.3.2.12.3 Kalp hastaliklari: Dogumsal kalp hastaliklar1 prenatal ve
postnatal biiylime geriligi nedeni olabilir. Hastalarin yaklasik 1/3’{inde biiylime
geriligi bulunmustur (41).

3.3.2.12.4 Solunum hastaliklari: Agir astim ve hipoksiye yol agabilir.
Solunum yolu hastaliklar1 biiylime geriligine neden olabilir. Agir astimda tedavi
icin yiiksek dozlarda prednizolon kullanilmasi da biiylimeyi olumsuz etkiler (41).

3.3.2.12.5 Kan hastaliklari: Agir kronik hemolitik anemi (orak hiicreli
anemi veya talasemi gibi) hemen daima subnormal biiylime ve ergenlik gecikmesi
ile birliktedir (41).

3.4 Boy ve insan Hastaliklar

3.4.1 Kardiyovaskiiler Hastahiklar (KVH), inme ve Boy: Bir ¢ok

aragtirmaci, daha kisa boya sahip insanlarin daha yiiksek oranda koroner kalp
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hastaliklar1 (KKH) riskine sahip olduklarini ileri siirmektedirler (23). Uzun boylu
insanlarda goriilen diisik KVH mortalitesi veya insidansinin intrauterin ve
cocukluk donemindeki beslenme ve biiylimenin ¢ok iyi olmasina, daha yiiksek
sosyo-ekonomik duruma, daha az sigara i¢imine, nispeten daha diigiik kiloya ve
kan damarlar1 ¢apinin daha genis olmasina baglanmistir (60).

Parker ve arkadaslari, giineydogu New England’daki iki topluluktan olan
2826 erkek ve 3741 kadmin tibbi kayitlaria dayali olarak 11 yillik bir KKH ve
inme olayini incelemislerdir. Boylar1 177.1 cm’i gegen erkeklerin, boyu 165 cm’i
geemeyenlerle kiyaslanmasi sonucu % 83 daha diisiik bir KKH riskine ve %67
daha diisiik bir inme riskine sahip olduklari belirtilmistir (45).

7735 olguda gerceklestirilen diger bir calismada ise, olgular Birlesik
Krallik’in 24 sehrinden alinmig ve ¢alismanin baglangicinda 40 ile 59 yas arasinda
olan insanlar secilmistir. 17 yillik bir takip sonucunda boylar1 167.7 cm’den kisa
olan erkeklerin daha yiiksek bir inme riskiyle karsi karsiya oldugu bulunmustur
(79).

Baska bir calismada da, 41 yillik bir takibe dayali olarak aragtirmacilar
boyun, koroner kalp hastaligi ve inme ile ters bir korelasyon gosterdigini rapor
etmislerdir. Yazarlar boyun sosyo-ekonomik durumla pozitif bir korelasyon
gosterdigini ve psiko-sosyal ve cevresel faktorlerin kisa boylu insanlari daha
yiiksek oranda goriilen kardiyovaskiiler hastaliklara tasiyabilecegi sonucuna
varmiglardir (37).

Bu calismalarin aksine, kadinlarda, Japonlarda, Cinlilerde ve en kisa
insanlarda, batili iilkelerdeki daha uzun boylu insanlardan daha az oranda KKH

goriildiigiinii ileri stiren ¢aligmalar da mevcuttur. Hispanikler ve Kitavanlar gibi
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bazi daha kisa gruplar hem daha diisiik KKH’ye hem de inmeye sahiptirler.
Ayrica Avrupalilardan oldukg¢a kisa olan Kitavanlar’da inme hi¢ goriilmemistir.
Okinawanlar da yine kendilerinden daha uzun olan Japonlardan daha az inme
gostermistir (60).

Uzun boylu insanlardan daha az KKH’ye sahip olan kisa boylu insanlar,
sosyo-ekonomik durum, iklim, yasam tarzi, etnik farklar, soy ve cografya ile
iligkilendirilemez ¢ilinkii kisa Avrupalilar (Spaniardlar, Portekizliler ve Toulouse
Fransizlar1) da kisa Kaliforniyalilar (Cinli ve Japonlar) gibi aym diisik KKH
mortalitesi gostermektedirler. Ek olarak, uzun Avrupahlar (Iskandinavyalilar)
uzun Kaliforniyalilar gibi aymi yiiksek KKH’ye sahiptirler (60). Ayni sekilde,
1900°den once Avrupalilar ve Amerikalilar daha kisa olmalarina ragmen,
KKH’nin olduk¢a nadir goriildiigii de bulgular arasindadir (21, 81). Cok kisa
insanlardan olusan bir ¢ok toplulukta (Kitavanlar, Kongo Pigmeleri, Tarahumara
Hintlileri ve Bushmenler) adeta hi¢ KKH goriilmezken, uzun boylu toplumlarda

KKH’nin hi¢ goriilmedigi bir durum ortaya konulamamustir (60).

3.4.2. Kanser ve Boy: Cok sayida ¢alismada yetiskin boyunun kanser
insidansi ile pozitif bir iliskisi oldugu gosterilmistir (4, 25 ,27 ,44). Ug yiizden
fazla makaleden olusan bir derlemede bu iliskinin gercek oldugu sonucuna
varilmigtir. Uzun boylu insanlarin kisa boylu insanlara oranla % 20 ila % 60 daha
fazla kanser oldugu bulunmustur (25). Ayrica heniliz yayinlamamig olan 180
calismada da daha uzun boy ile en az bir kanser tipi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu sdylenmektedir (59).

Bugiine kadar yapilmis olan en biiyiik gogiis kanseri ¢calismasinda 570 bin

Norvegli kadin ele alinmis ve bunlarin boyu ile kanser arasinda pozitif bir iligki
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tespit edilmistir (76). Ek olarak, bir Amerikan Kanser Toplulugu, ¢alismasinda,
434.134 kadinda menopoz sonrasinda artan boy ile paralellik gosteren gogiis
kanseri oliimleri tespit etmislerdir (47).

Diger bir uzun siireli calismada sigara igmeyen ve boyu 183 cm’den uzun
olan erkekler ile 165 cm ve daha kisa olan erkekler karsilastirilmis ve uzun
erkeklerin %36 daha fazla bir kanser oranina sahip olduklar1 gosterilmistir. Bu
bulgu 17.378 erkege ve yaklasik 30 yillik bir siireye bagl olarak olusturulmustur
(72).

Bir ¢alismada da 135.006 Isvegli insaat isgisinin boylarinin prostat
kanseriyle pozitif bir korelasyon gosterdigi bulunmustur. En uzun is¢inin prostat
kanserinden 6lme ihtimalinin % 26-40 daha fazla oldugu gosterilmistir (5).

Yine bir ¢ok calismada boy ile melanom arasinda pozitif iliski oldugu
gosterilmistir. Daha uzun boylu erkeklerin, daha kisa boylu erkeklere oranla % 2.4
oraninda daha yiiksek risk tagidiklari belirtilmektedir (63).

3.5 Multifaktoriyel Kalitim

Birbirinden farkli pek ¢ok genin ve ¢evre faktorlerinin etkilesimiyle ortaya
cikan kompleks bir kalitim bigimidir. Cogunlukla poligenik olmasina karsin,
cevre faktorlerinin etkisi nedeniyle, poligenik kalitim kavramindan ayri olarak
degerlendirilebilir (3).

Multifaktoriyel 6zellikler kesintili veya stirekli olabilir. Fakat her birinde
ozellik, farkli lokuslardaki bir ¢ok genin etkilesimi ile belirlenmektedir. Her bir
gen cevresel faktorlerin de katilimiyla kiiglik fakat ek etkiler saglamaktadir (18).

a. Siirekli Multifaktoriyel Ozellikler: Bir cok normal insan karakteristigi

stirekli multifaktoriyel 6zellik olarak belirlenmektedir. Bu 6zellikler, derecelenmis
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bir siirekli dagilima sahiptirler. Boy, kilo, cilt rengi, kan basinci ve zeka bu

ozellikler arasinda yer almaktadir (18).

b. Kesintili Multifaktoriyel Ozellikler: 20°den fazla kesintili
multifaktoriyel 6zellik tanimlanmistir. Bu 6zellikler, konjenital malformasyonlar
ve yetiskin yasamdaki yaygin durumlar seklinde ayrilabilir. Kesintili insan
multifaktoriyel 6zelliklerine 6rnek teskil eden yarik damak ve dudak, konjenital
kalp hastaligi, noral tiip defekti ve pilor stenozu konjenital malformasyonlara;
epilepsi, peptik ilser, sizofreni, multiple skleroz, diabetes mellitus ise yaygin
yetiskin hastaliklarina verilebilecek 6rneklerdir (18).

Multifaktoriyel olarak kalitilan bir 6zelligin klinik hastalikla sonuglanmasi
icin bir ¢ok faktoriin etkilesiminin nasil olabilecegini agiklamak iizere bir “esik
deger” teorisi gelistirilmistir. Bu modelde, kesin bir esik degerin iistiinde genetik
yatkinliga sahip olanlar klinik hastalik gelistirecektir, Ozellikle de bunlarin
cevresel etkileri hastahigi tetikleyebilecek tiptedirler. Ornegin, hipertansiyona
neden olabilecek ¢ok sayida geni kalitmig bir bireyin, hastalig1 gelistirme ihtimali,
bu genetik yatkinliklarin kiigiik bir kismin1 kalitan bir bireyden daha yiiksek
olacaktir. Dahasi, yag ve kolesterolce yiiksek bir diyet, arterosklerotik plaklara
sebep olmakta ve sonugta vaskiiler fonksiyonun bozulmasi gergeklesmektedir.
Hipertansiyonun olas1 fenotipi, hastalik i¢in, esik degerde veya buna yakin bir
cevre ve genotipe dayalidir (8). Ayrica, bir cinsiyet (erkek veya disi), problemi
muhtemelen diger cinsiyetten daha fazla gostermektedir. Kompleks hastalig1 olan
bir bireyin yakin akrabalari, hastalig1 gelistirmek i¢in, hastaligi olmayan bireyin

yakin akrabalarindan daha yiiksek bir sansa sahiptir (7)
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3.5.1 Multifaktoriyel Kahtimin Ozellikleri
1. Etkilenmis ¢cocuklarin ¢ogunun anne ve babasi normaldir.
2. Tekrar riski, bir ailede, etkilenmis ¢ocuklarin sayist ile yiikselir.
3. Tekrar riski, defektin ciddiyeti ile ylikselir. Daha ciddi etkilenmis bir anne veya
babanin, etkilenmis bir ¢ocugu meydana getirme ihtimali daha yiiksektir.
4. Akrabalik, etkilenmis ¢ocuk riskini hafifce yiikseltir.
5.Etkilenmis akrabalarin riski, akrabalik derecesiyle hizlica diiger.
Tamamlanmamis penetransli otozomal dominant kalitim ile karsilastirildiginda,

tekrar riski, akrabalik derecesiyle orantili olarak diiser.

6. Eger iki cinsiyetin farkli olasiliklarla etkilenmesi s6z konusu ise, daha az
muhtemel olan cinsiyet etkilenmisse, bu bireyin etkilenmis bir ¢ocuk meydana
getirme olasilig1 daha yiiksektir (6).

3.6 Genetik Mutasyon ve Genetik Polimorfizm

Bireylerin DNA dizilerindeki farklarin hastaliklarla birliktelik gostermesi,
genelde mutasyon olarak adlandirilir. Bununla birlikte, genetik mutasyonlar,
genetik polimorfizmin bir ¢esididir (73).

Genetik polimorfizm, popiilasyonun en az % 1’inde goriilen niikleotid
dizilerindeki degisimler olarak tanimlanmaktadir (9,33). Genetik polimorfizmler,
rastlanti sonucu veya disardan etki eden viriis veya radyasyon gibi ajanlar ile
olusabilmektedir (73). Biyolojik evrim siirecinde, popiilasyonun iki veya daha
fazla genotipten olugmasiyla, popiilasyonun polimorfik kaldigi bilinmektedir.
Popiilasyonda olugan mutasyonun gen havuzunda ¢esitlilik sagladigi ve genetik
polimorfizme yol actigi gosterilmistir. Bu polimorfizm dogal popiilasyonda

yaygin sekilde goriilmekte ve popiilasyonun degisen c¢evrede varligini
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siirdiirmesinde anahtar bir rol oynamaktadir. Bu yiizden popiilasyon, mutasyon
aracilign ile genetik polimorfizmi devam ettirerek degisen ¢evreye adapte
olabilmektedir (35). Insan ABO kan gruplari, insan Rh faktdrii, insan major
histocompatibility complex (MHC)’i insanlarda  goriilen polimorfizm
orneklerinden birkacidir (9).

3.6.1 Polimorfizmlerin Kullanildig1 Yerler

Polimorfizm analizi, doku tiplemesi, hastalik geni bulma ve popiilasyon
calismalarinda kullanilmaktadir. Popiilasyon c¢alismalarinda ise genellikle bir
popiilasyondaki genetik farkliligin derecesini degerlendirmede, iki popiilasyonun
ayr tiirden mi yoksa aynu tiiriin farkli soylarindan mi1 oldugunu belirlemede ya da
bir tiirlin migrasyon paternlerini takip etmede kullanilmaktadir (9).

3.6.2 Polimorfizmlerin ortaya ¢cikma sekilleri

Polimorfizmler, mutasyonla ortaya ¢ikmaktadir ve polimorfizmlerin
popiilasyondaki varligin1 devam ettiren bir ¢ok faktor vardir.

3.6.2.1 Kurucu Etki

Eger bir popiilasyon, bir veya daha fazla bireyinin 6zel bir allel tagidigi
birkag kisiyle baslarsa, bu allel soydaslarin ¢ogunda ortaya g¢ikabilmektedir.
Ornegin; 1680’lerde, hafif metabolik bir hastalik olan Porfria’nin bir allelini
tagiyan Ariaantje ve Gerrit Jansz, Hollanda’dan Giiney Afrika’ya gog¢ etmisler.
Bugiin 30.000°den fazla Giiney Afrikali bu alleli tasimakta ve teshis edilen her

olgunun soyu bu ¢ifte uzanmaktadir (9).
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3.6.2.2 Genetik Drift

Bir allelin frekansi sans eseri yiikselebilmekte veya algalabilmektedir. Bir
popiilasyonun her iiyesi anne veya baba olmayabilir ve her anne baba ayni sayida
cocuk sahibi olmayabilir. Rastgele genetik drift olarak adlandirilan etki, kiigiik
popiilasyonlarda (iireyen 100 ¢ift veya daha az1) ve gen notral oldugunda; yani, ne
yardimci ne de zarar verici oldugunda 6zellikle gii¢liidiir. Sonug olarak, allel i¢in
tim popiilasyon homozigot hale gelebilmekte veya allel kaybolabilmektedir.
Bunlardan biri goriilmeden 6nce allel bir polimorfizm gostermektedir (9).

3.7 SHOX Geni ( Short Stature Homeobox Containing Gene)

Biiyiime, hem beslenme ve enfeksiyon hastaliklar1 gibi g¢evresel
faktorlerden hem de hormonlar, biiylime faktorleri, bunlarin reseptorleri ve cesitli
ek genetik faktorler gibi igsel faktorlerce etkilenir. Bu liste son zamanlarda
homeobox gen SHOX un tanimlanmasi ile genislemistir. Insan X kromozomunun
kisa kolunun ve Y kromozomunun kisa kolunun kiiciik delesyonlarinin siirekli
olarak kisa boy ile birliktelik gosterdigi gozlemine dayali olarak, biiyiimeyi
olumlu yonde etkileyen bir genin, cinsiyet kromozomlarinin psédootozomal 1
bolgesinde (PAR) yer aldigi ileri siirilmistir (14). Ogata ve Matsuto adh
arastirmacilar, bu genin PAR1’in 700 kb’lik distalinde lokalize oldugunu
gostermistir ve iki grup daha sonra bu bolgede tek bir homeobox geni
tanimlamigtir. Bu gen Rao ve arkadaslarinca SHOX, Ellison ve arkadaslarinca ise
PHOG (Pseudoautosomal Homeoboxcontaining Osteogenic Gene) olarak
adlandirilmigtir (24). 1997°de, SHOX geni, X ve Y kromozomlarinin kisa kol
bolgelerinin psddootozomal bolgelerinden klonlanmig ve biiylimenin

diizenlenmesinde aday bir gen oldugu ileri siiriilmiistiir (39).
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3.7.1 SHOX Geninin Yapisi

SHOX geninin X inaktivasyonundan kurtuldugu ve her iki allelin de aktif
ve inaktif X kromozomu ile Y kromozomundan eksprese oldugu gosterilmistir
(55). PAR 1°de yer alan genlerin X inaktivasyonundan kurtulmasi sebebiyle bu
genler her iki cinsiyette de iki fonksiyonel kopya halinde bulunmaktadir (14).

X A
Psddootozomal Bélge

Tel
O 500 1000 1500 2000 2500 kbp
€ | Kromozomal
— lokalizasyon
Kritik boy

araligi

: F : I __ Genomik yapi

Homeodomain
L N N -HOXa

C e W SHOXb

;oo \

cDNMNA formlan

Idiopatik oransal Leri-Welll sendromul [Turner Sendromunda

el . | | Langer displazisi kisa boy ve

Idiopatik mezomelik iskelet 6zellikleri
kisa boy

Sekil 1: SHOX geninin kromozomal lokalizasyonu, genomik yapisi,
cDNA formlar1 ve SHOX mutasyonlarinin fenotipik sonuglari (Blaschke ve
Rappold’dan degistirilerek alinmistir).

SHOX yaklasik 40 kb’lik genomik bir bolge kaplamaktadir. 7 ekzondan
ibarettir ve 3 ekzonu alternatif splicing ile olusturulan iki transkript
kodlamaktadir. SHOXa ve SHOXb olarak adlandirilan bu transkriptler sirasiyla

292 ve 225 amino asitten olusan proteinleri kodlamaktadirlar (14).
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3.7.2 SHOX Geninin Ekspresyonu

SHOX geni ekstremite ve faringeal arkus olmak iizere iki biiylik bolgede
eksprese olmaktadir. Bu her iki alandaki anormal gelisim, Turner Sendromu’nun
iskelet ozelliklerinin temelini olusturmaktadir. Ekstremitelerde SHOX ilk olarak
farklilagmamis  mezensimal dokularda, mezensim yogunlastiginda ve
kondrifikasyon gergeklestiginde ise perikondriyal tabakada daha giiglii eksprese
olmaktadir. Bu tabakada kondroblastlar ve daha sonra osteoblast, mezensim
yogunlagmasint  ¢evreleyen  kikirdak  zarinin  gelismesinden once
farklilagmaktadir. Gelisen kemikteki spesifik ekspresyonu sebebiyle, SHOX un
kemik morfolojisinde yer aldigi ileri siiriilmektedir. SHOX temel olarak
mezodermal 6zde eksprese edilmekte ve ekspresyonu lateral olarak yogun olup i¢
kisimlara dogru azalmaktadir. En giicli SHOX ekspresyonu ekstremitelerin orta
boliimiinde, 6zellikle dirsek ve dizde goriilmektedir. Bu ekspresyon kaliplarinin,
Leri-Weill hastalar1 ve bazi Turner disilerinde goriilen kisa bacaklar ve 6n kollarin
kisalmas1 ve egilmesini ve Turner disilerindeki karakteristik cubitus valgus ile
genu valgumu agiklamaya yardim edecegi ve benzer sekilde, SHOX un distal
ulna/radius ve bilekteki ekspresyonunun, Turner disilerinde goriilen Madelung
deformitesi ve kisa metakarpalleri acgiklayabilecegi de ileri siiriilmiistiir. Bu
sonucu, SHOX mutasyonu hastalarinin ayni zamanda Turner hastalarinin bazi
iskelet ozelliklerini gosterdigi bulgusu desteklemektedir (30). Bununla beraber,
SHOX ekspresyonu, aksiyal iskelet veya gelisen kafatasinda bulunmamistir (30)
ve biyiime ile kemik gelisimi esnasinda SHOX’un kesin rolii halen

bilinmemektedir (19).
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3.7.3 SHOX Geninin Regiilasyonu

SHOX geni 5’- transle edilmeyen bolge (Untranslated Region; UTR)
sekanslart farkli olan ancak ayni proteinleri kodlayan farkli mRNA’lar1 olusturan
en az iki alternatif promotordan transkripte olmaktadir. SHOX geninin 2.
ekzonunda yer alan alternatif intragenik promotor, sirasiyla -137 ve -257
pozisyonlarinda bir TATA ve CAAT kutusu igermektedir. SHOX ekspresyonu,
ayn1 kodlama kapasitelerine sahip tip 1 ve tip 2 transkriptleri olusturan alternatif
promotorlar, P1 (promotor 1) ve P2 (promotor 2), tarafindan transkripsiyonel
seviyede diizenlenmektedir. Bu durumun, P2’nin yliksek SHOX miktarina acil
olarak ihtiya¢ duyulmasi esnasinda kullanilirken, P1’in muhtemelen hiicresel stres
durumlartyla iligkili olan translasyonel kontrol mekanizmalar1i ve protein
seviyelerinin ince ayarini kolaylagtiran transkriptlerin olusumuna izin verdigini

ileri stirmislerdir (54).

P, P,

H Ekzﬂll 1 .............. H . EkI{}Il 2
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ALIGH uALIGe uALUGE uAUGS IALGE tip 2
(AVAVAVAVAVAT
uAUGH UAUGT mRNA

diisiik translasyonel etkinlik

Sekil 2: SHOX geni regiilasyonunun birlesik modeli (Blaschke ve Topfer’den

degistirilerek alinmustir.)
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3.7.4 SHOX Geni ve Insan Biiyiime Hastahklari
SHOX’un tek doz yetersizligi, insanlarda goriilen Turner Sendromu (TS),
Idiopatik Boy Kisalig1 (IKB) ve Leri-Weill Diskondrosteozu (LWD) olmak {izere

tic farkli bliylime hastaligina katkida bulunmaktadir (78).

Turner Sendromu: Ilk olarak 1922°de Rossle tarafindan incelenmis ve
daha sonra 1938’de Turner tarafindan detaylica tanimlanmis genetik bir hastaliktir
(12). 2.000-5.000 canli dogumda bir goriilmektedir ve kisa boy, ovarian
disgenezis, lenf 6dem, diisiik sac cizgisi ve kisa/yele boyun gibi ¢esitli somatik
anomalilerden olusan ii¢ Onemli oOzellikle karakterizedir (12, 77). Turner
Sendromu, spontan abortuslarin yaklasik %10’undan sorumludur (74). Turner
Sendromu’nda goriilen kisa boyun en biiylik sebebinin SHOX geninin tek doz
yetersizligi oldugu one siiriilmektedir (50). SHOX tek doz yetersizliginin
TS’unda goriilen iskelet anormallikleri ve kisa boy da yer aldig1 kesindir, ancak
bu durum TS’unun biiylime anormalliklerini tam olarak agiklamamaktadir (24).

Idiopatik Kisa Boy: Sebebi bilinmeyen kisa boydur. Rao ve
arkadaslarinin bir ¢aligmasinda, idiopatik kisa boya sahip 200 bireyden sadece
ikisinin SHOX geninde anlamsiz mutasyonlar tagidig1 gosterilmistir (40). Binder
ve arkadaslari ise, mikrosatellit analizleriyle, idiopatik kisa boya sahip 68 hasta
arastirmis ve sadece bir vakada SHOX delesyonu bulmuslardir (13). Buna dayali
olarak yazarlar, SHOX mutasyonlarinin idiopatik kisa boylu hastalarin yaklagik
%1’inde beklenebilecegini ileri stirmektedirler (13, 40).

Leri-Weill Diskondrosteozu: Dominant olarak kalitilan bir iskelet
displazisi olan Leri-Weill Diskondrosteoz, kisa boy, mezomeli, Madelung bilek

deformitesi ile fenotipik olarak karakterizedir (Sekil 3). LWD su anda Xp-Yp
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psddootozomal bolgede lokalize olmus SHOX geninin tek doz yetersizligi ile
genetik olarak tanimlanabilmektedir. Daha ciddi bir iskelet displazisi olan Langer
tipi mezomelik displazinin SHOX geninin veya protein fonksiyonunun tim
kaybindan sonuglanan homozigot LWD formu oldugu diisiiniilmektedir (19, 30,
57). Simdiye kadar, LWD hastalarinda birgok SHOX mutasyonu ortaya
cikarilmistir. En stk mutasyon tipleri tim geni kapsayan delesyonlardir. Bu,

muhtemelen PAR1 bolgesindeki yiiksek frekansh tekrarlarin bir sonucudur (42).

Sekil 3: Distal ulnanin dorsal subluksasyonu ve radiusun kavis yapmasi ile
olusan Madelung deformitesinin radyografik goriiniimii (19)

3.7.5 SHOX Geni ve Genetik Heterojenite

Fenotip, bir 6zelligin goriinlisii olarak tanimlanmaktadir. Genotip ise,
belirli bir 0Ozelligi etkileyen alleller veya genlerin kombinasyonu olarak

tanimlanmaktadir. Genel olarak, genotip fenotipi belirlemektedir (52).
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Heterojenite terimi basitge “farkliligr’” ifade etmektedir (52). Genetik
heterojenite, goriinliste benzer karakterlerin varligi igin farkli soyagaglarinda yer
alan farkli genleri veya farkli genetik mekanizmalar1 gosteren genetik bir kanittir.
Klinikte ise, ayni hastalifa sebep olan cesitli genetik bozukluklarin varligini
belirtmektedir. Genellikle, ayni gen iizerindeki farkli lokuslarda yer alan
mutasyonlara bagli olarak Alzheimer hastaligi, kistik fibroz, lipoprotein lipaz
eksikligi gibi bir¢ok insan hastaliginda ortak bir bulgudur (34). Genetik analiz
baglaminda fenotipik heterojenite, belirli bir 6zelligin farkli formlarinin mevcut
oldugu anlamina gelmektedir (52).

Fenotipik heterojenite ve aileler arasi degiskenlik, tek doz yetersizligi
sendromlarinda sik¢ca bulunmustur (30). SHOX u eksik bireyler hafif, zorlukla
ortaya konabilen iskelet malformasyonlarindan, bu hastalarin yasamlarini olumsuz
yonde etkileyen ciddi displazilere kadar degisen hatir1 sayilir bir fenotipik
heterojenite  gostermektedirler (54). Bununla beraber, SHOX’taki ayni
mutasyonun ya LWD sendromu veya IKB fenotipine yol actig1 gdzlenmistir. (42,
55). Yapilan bir ¢calismada 18 aileden 32 LWD hastas1 dikkatle degerlendirilmis
ve klinik ve molekiiler genetik bilgileri detayli olarak rapor edilmistir. Hastalarin
hepsinin belirgin Madelung Deformite’sine ve diger LWD ozelliklerinde dikkate
deger bir fenotipik varyasyona sahip olduklar1 gosterilmistir. Ancak, arastirilan
LWD ailelerinin yaklagik yarisinda SHOX mutasyonu bulunamamistir (61). FISH,
Southern blot ve DNA dizileme kullanilarak, Schiller ve arkadaslart LWD aileleri
calismalarinin  yaklasitk % 41’inde SHOX geninde bir mutasyon tespit
edememiglerdir. Tim bu sonuglar, SHOX fenotipinde kompleks genetik ve

fenotipik heterojenite oldugunu ileri siirmektedir (42, 53, 55). Bahsedilen
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fenotipik heterojenite klinik olarak belgelenmistir ancak molekiiler seviyede
anlagilamamigtir. Fonksiyonel proteinin seviyesini diizenleyen mekanizmalarin
anlagilmasinin, SHOX ile iligkili fenotipleri ve bunlarin kalitsal fenotipik
heterojenitesini agiklamak icin 6nemli ipuclar1 saglayacag bildirilmistir (54).
Y35X mutasyonu bilateral Madelung deformitesine sahip LWD’li
bireylerde daha once yapilan ¢aligmalarda tanimlanmigtir (22). Ancak literatiirde
bu mutasyon IKB’li bireylerde tespit edilememistir. A-337G mutasyonu IKB’li
bireylerde tespit edilmistir. Calismada, boyu Elazig boy ortalamasinin altinda
kalan idiopatik kisa boylu bireylerde, SHOX genindeki ekzon 2’de daha once

tanimlanmis olan Y35X ve A-337G mutasyonlarinin taranmasi amaglanmistir.
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4.GEREC VE YONTEM

Calisma i¢in kullanilan kontrol ve vakalar Elazig ilinde yasayan
bireylerden secildi. Bu ¢alismada olgu grubu olarak 69 birey ve kontrol grubu
olarak 31 birey olmak iizere toplam 100 birey ¢aligmaya alindi. Bu 100 bireyden
12’si monozigotik , 6’s1 dizigotik kardesler ve 44’1 kardes ciftiydi. Geriye kalan
38 birey, ayni cinsiyette kardesleri olmadigindan, ¢calismaya tek baslarina alindi.
Calismaya alinan bireylerden yas1 en kii¢iik olan1 20 ve en biiyiik olan1 50 olmak
lizere yas ortalamalar1 28.8 (standart sapma 11.33) idi. Elazig ilinde bayanlar ve
erkekler i¢in boy ortalamalarinin hesaplanmasinda 640’1 bayan ve 331’1 erkek
olmak iizere toplam 971 bireyin boy uzunlugu kullanildi (1, 2, 26). Sonugta Elaz1g
ilinde yasayan bayanlarin boy ortalamasi 157 cm ve erkeklerin boy ortalamasi ise
171 cm olarak hesaplandi. Rappold ve ark., 2 SD altinda veya 3 persantilin
altindaki boya sahip olmay1 calismaya dahil etme kriteri olarak kullanmislardir.
Ancak bu ¢alismada olgular ¢alismaya alinirken asagidaki kriterler goz Oniinde
bulunduruldu:
1. Monozigot kardesler icin; aralarinda en az 5 cm boy farki bulunan ve kisa boya
sahip olan kardesin bolge boy ortalamasinin altinda kalmasi.
2. Dizigot kardesler ve kardes giftleri i¢in; cinsiyetlerinin ayni1 olmasi, aralarinda
en az 5 cm boy farki bulunmasi ve kisa boya sahip olan kardesin bdlge boy
ortalamasinin altinda kalmas.
3. Calismaya tek bagina alinan bireyler i¢in; ayni cinsiyette kardesleri olmamasi,
boylarinin aile ortalamalar1 ve bolge ortalamasinin altinda kalmas.

Caligmaya katilan bireylerin 48’1 erkek ve 52’si bayan bireylerden

olugmaktaydi. Kisa boy Turner Sendromu’nun en énemli bulgularindan oldugu
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i¢cin, vaka olarak belirlenen bireylerde Turner Sendromu’nun klinik bulgularina

sahip oldugu diisiiniilen hastalar ¢alisma dis1 birakildi.
4.1 Sitogenetik ve FISH Preparatlarinin Hazirlanmasi
4.1.1. Kullamilan soliisyonlar, ara¢ ve gerecler

Kolsisin (Biological Industries, Israel), Metanol (Merck, Darmstadt,
Germany), Etil alkol (Merck, Darmstadt, Germany), Mc Coy’s 5A Basal Medyum
(Irvine Scientific, California), New Born Calf Serum (Biological Industries,
Israel), L- Glutamin (Sigma, U.S.A, Germany, U.K), Fitohemaglutinin (PHA)
solisyonu (Biological Industries, Israel), Penisilin- Streptomisin-Niasin
(Biological Industries, Israel), Glasiyel asetik asit (Merck, Darmstadt, Germany),
% 70- % 85 - % 100’1k etanol, Giemsa boyasi1 (Merck, Darmstadt, Germany),
Soéransan tamponu (pH=6.80), Trypsin Certified (Difco, 1:250), Distile su,
Entellan (Merck, Darmstadt, Germany), Heparin (A.l.), KCl (Potasyum klorid),
NaH,P04.2H,0 (Merck, Darmstadt, Germany), NaH,HPO..7H,O (Merck,
Darmstadt, Germany), mikroskop (Nikon Eclipse E600), etiiv (Niive EN 400),
santrifiij (Hettich Universal), hassas elektronik terazi (Chyo), enjektorler, pipetler,
15 ml’lik kiiltiir tiipleri, saleler, meziirler, lamel, lam, fotograf filmi, UV lambasi

(dalga boylar1 ayarlanabilir), pH metre (HANNA Instruments).
4.1.2. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi
Hipotonik soliisyon : 0.075 M KCl 100 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

Fiksatif (Tesbit soliisyonu) : 1:3 oraninda asetik asit : metil alkol (metanol) ile
hazirlandi. 2 ml asetik asit ve 6 ml metil alkol karistirildi.

Soransan Tamponu (pH = 6.80) : 18.96 gr Na,HPO, ve 18.16 gr KH,PO4 1000
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ml distile suda ¢6ziildii. Daha sonra toplam hacim 2000 ml’ye tamamlandi.
Hazirlanan tampon 1 N NaOH veya 1 N HCL ile pH=6.80’¢ ayarlandu.
Giemsa Boya Soliisyonu : 5 ml Giemsa boyas1 lizerine pH’1 6.80 olan séransan

tamponundan 95 ml ilave edilerek hazirlandi.

4.1.3. Periferik Kan Kiiltiir Ortamimmin Hazirlanmasi

1. Mc Coy’s 5SA Basal medium............ccceevveereennnnen. 100 ml
2. New Born Calf Serum..........cceoerienieninienieenene 20 ml
3. L-Glutamin.......cooueeieniieienieiceeceeeee e I ml
4. Fitohemaglutinin (PHA) soliisyonu......................... 4.25 ml
5. Penisilin- Streptomisin-Niasin..........ccccceevverveerirennnnans 1 ml

Yukarida belirtilen oranlar kullanilarak hazirlanan besi yerinden steril,
kapakli tiiplere 5 ml konularak -20°C’de saklandi. Kiiltiir yapilmadan 6nce

besiyeri oda 1si1sinda ¢oziilerek kullanild .
4.1.4. Hazirlama Islemleri

Steril disposible 5 ml’lik enjektor 0.5 ml heparinle yikandi. Heparinle
yikanmig enjektdr ile hastalardan 3-4 ml vendz kan alinarak icerisinde 5 ml besi
yeri olan tiipe 8-10 damla (0.5 ml) ekildi ve ekimden hemen sonra 37°C’de etiivde
72 saatlik inkiibasyona birakildi. Kiiltiiriin 70. saatinde 100 pl (10 pg/ml) kolsisin
ilave edilerek tlip hafifge alt iist edildi. 2 saatlik 37°C’de inkiibasyonu takiben 72.
saatte etiivden cikarilan deney tiipleri, 1250 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Tiipilin tst kismindaki supernatant, pastor pipeti ile atildi. Pellet iizerinde kalan 1
ml’lik s1vi, pastor pipeti ile karigtirildi ve tizerine hipotonik soliisyondan 8 ml

(0,075 M KClI) vorteks kullanilarak damla damla ilave edilerek 37°C’de 20 dakika
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bekletildi. Siire sonunda tekrar 1250 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant atilarak
dipteki pellet iizerine 8 ml fiksatif damla damla ilave edildi. Tekrar 1250 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Fiksasyon ii¢ kez tekrar edildi. Son fiksasyondan sonra
pastor pipeti ile siipernatant atilarak hiicreler karistirildi. Siispansiyon pipete
cekildi. Onceden temizlenmis ve lizerine ad, soyad, tarih, sira numaralar1 yazilmis
lamlar kuvvetli nefesle nemlendirildi. Hiicre siispansiyonu 8-10 cm’lik
mesafeden, 45°’lik ac1 ile lam {izerine damlatildi. Preparatlar oda sicakliginda bir

hafta yaslandirilarak GTG bantlama metodu ile bantlandi .
4.2 Periferik Kan (PK)’dan interfaz Preparati Hazirlanmasi:

a) 0.5 ml periferik kan, i¢cinde 7-8 ml hipotonik soliisyon (0.075 M KCl)
bulunan steril disposible tiipe eklendi

b) 37°C’de 20 dakika inkiibe edildi.

c) 1250 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Pellet 1/3 glasiyel

asetik asit/metanol fiksatifinde yikandi. Fiksasyon islemi ii¢ kere tekrarlandi.

d) Son fiksasyondan sonra pastdr pipeti ile siipernatant atilarak hiicreler
karistirildi. Karigim nemli lamlara 8-10 cm yiiksekten 45°’lik agiyla birakildi.

e) Yayma tamamlandiktan sonra preparatlar kurumaya birakildi (3-5 saat).

f) % 50, % 70, % 85, % 90 ve % 99,5’lik alkol serisinde her birinde 2’ser dakika
olmak tizere bekletildi ve preparatlar kuruduktan sonra kullanilincaya kadar -

20°C’de muhafaza edildi .
4.3 FISH (Fluoresans In- Situ Hibridizasyon) Teknigi

Olgulardan en kisa boylu oldugu belirlenen dordii erkek dordii bayan

olmak {izere toplam 8 olguya interfaz FISH metodu uyguland.
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4.3.1 Kullanilan soliisyonlar

1. 20xSSC (Standart Sodyum Sitrat) (1 litre)

Sodyum kloriir (Merck, Darmstadt, Germany)................... 175.3 gr
Tri-sodyum-sitrat (Merck, Darmstadt, Germany)................ 88.2 gr

700 ml distile suda eritilerek 1 litreye tamamlandi. pH=7.0"a ayarland1. Otoklavda
sterilize edildi ve buzdolabinda + 4 °C’de muhafaza edildi.

2. 2xSSC (500 ml)

50 ml 20xSSC soliisyonu, 450 ml distile suda ¢oziilerek 500 ml’ye tamamlandi.
pH=7.0 olarak ayarlandi.

3. % 70, % 80 ve % 100’lik etil alkol serisi

4. DAPI (4,6-diamino-phenyl-indole) ylizey boyast (Cytocell, Banbury Business
Park Addenbury, Oxfordshire, United Kingdom)

5. Tween-20 veya NP-40 yikama soliisyonu (Nonidet NP-40, Amresco, Solon,
Ohio, United States ).

50 ml 2xSSC soliisyonu igerisine 50 ul NP-40 ilave edilerek hazirlandi.

6. 0.4xSSC

2 ml 20xSSC soliisyonu, 98 ml distile suda ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi.
4.3.2. Kullanilan Gerecler

0.5 ml mikrosantriflij tiipleri, mikropipet ve uglar1 (1, 10 ve 100 pl’lik),
37°C’ye ayarlanabilen benmari, 37°C’ye ayarlanmig etiiv, 73°C’ye ayarlanabilen
benmari, plastik sale, lamel, rubber soliisyonu (Fixogum Rubber Cement, Marabu,

Germany), floresans mikroskop, immersiyon yagi ve parafilm.
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4.3.3. Prob
SHOX prob: Biotinle isaretli SHOX bolgesini de i¢ine alan Xp22’deki
bolgeye spesifik bir prob kullanildi (Cytocell, Banbury Business Park Addenbury,

United Kingdom).
4.3.4. Hedef Orneklerin Hazirlanmasi
4.3.4.1 Preparatlarin Hazirlanmasi

1. Segilen olgularin sitogenetik calisma sonucunda elde edilen preparatlarinda,
elmas uglu bir kalemle hibridizasyon alani isaretlendi.
2. Preparat, saleye konulan 2xSSC soliisyonda 2 dakika bekletildi (37°C).
3. % 70, % 85, % 100’lik alkol serilerinde 2’ser dakika tutuldu ve daha sonra
kurumaya birakildi.

4.3.4.2 Probun Hazirlanmasi

Prob ve hibridizasyon solusyonu -20°C’den ¢ikarilarak oda 1sisina gelene
kadar bekletildi. Prob soliisyonunun son hacmi 10 pl olacak sekilde 3 pl prob ve 7
pl hibridizasyon soliisyonu alinarak prob hazirlandi.

4.3.4.3 Denatiirasyon

Preparatlar ve prob 37°C’de 5 dakika bekletildi ve 10 pl prob preparatlarda
isaretlenmis bolgeye uygulandi. Uzeri lamelle kapatilan preparatlar rubber
sollisyonu ile yapistirilarak kurumaya birakildi. Denatiirasyon, PCR cihazinda
75°C’de 5 dakika bekletilerek gergeklestirildi.

4.3.4.4 Hibridizasyon

Ornekler 37°C’ye ayarlanmis benmaride bir gece hibridizasyona birakildi.
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4.3.4.5 Hibridizasyon Sonrasi Yikama

Rubber soliisyonu uzaklastirildi. Ornekler 0.4xSSC’de 72°C’de iki dakika
bekletildi ve bu islem sonunda lamelin diismiis olmasina dikkat edildi.

Ornekler daha sonra sirastyla 2xSSC’de ve % 0.05’lik oda 1sisindaki tween
20°de 30’ar saniye yikandi.

Orneklere 10 pl DAPI uygulanarak, lamel ile yeniden kapatildi ve 10
dakika karanlik bir ortamda bekletilerek floresans mikroskop ile incelendi.

4.4 DNA Izolasyonu

Incelemeye alinan tiim olgularn DNA izolasyonlar1 gerceklestirilerek

polimorfizm ¢aligmalari i¢in ayrildi.

4.4.1 Kullanilan soliisyon ve gerecler
DNA purifikasyon kiti (Promega Cat.#1125), 1.5 ml’lik tiipler (Axygen
scientific MCT-150-A), 100 ve 1000 ul’lik pipet (Eppendorf), pipet uclari
(Axygen scientific), mikrosantrifiij, vorteks, izopropil alkol, % 70’lik etil alkol
4.4.2 izolasyon islemi
1. 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiptine 900 pl cell lizis soliisyonu eklendi.
2. Kan tiipii kanin tamamen karigsmasi saglanana kadar hafif¢e sallandi, sonra
300 pl kan cell lysis solusyonu i¢eren mikrosantrifiij tlipline aktarildi.Karigmasi
i¢in tiip 5-6 kez alt-iist edildi.
3. Kirmizi kan hiicrelerinin lizisi i¢in 10 dakika oda 1sisinda bekletildi, bu esnada
tiip 2-3 defa alt-tist edildi. 13 000-16 000 rpm’de de 20 saniye santrifiij edildi.
4. Goriinen beyaz pellete dokunmaksizin siipernatant yaklagik 10-20 ul residiiel

stv1 birakacak sekilde atildi.
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5. Beyaz kan hiicreleri resiispanse olana dek tiip 10-15 saniye kadar hafifce
vortekslendi.
6. 300 pl Nuclei lysis soliisyonu resiispanse hiicrelerin bulundugu tiipe eklendi.
Beyaz kan hiicrelerinin lizisi i¢in soliisyon 5-6 kere pipetlendi. Soltisyonun viskoz
bir hale geldigi gozlendi. Karistirma sonunda hiicre ¢okeltileri goriiniirse bunlar
¢oziilene kadar soliisyon 37°C de inkiibe edildi. Eger 1 saat sonra hala ¢okeltiler
goriiliiyorsa ek olarak 100 upl nuclei lysis soliisyonu ilave edilip inkiibasyon
tekrarlandi.
7. 1.5 ul Rnase soliisyonu eklendi ve tiip 25 defa alt-iist edilerek karistirildi.
Karisim 37°C de 15 dakika inkiibe edildi. Devam etmeden once karisimin oda
sicakligina gelmesi beklendi.
8. Niikleer pellete 100 pl protein presipitasyon soliisyonu eklendi.10-20 saniye
vortekslendi. Vortekslemeden sonra kiigiik protein ¢okeltileri gortildii.
9. 13 000-16 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Koyu kahverengi protein
pelleti goriildii.
10. Iginde DNA bulunan siipernatant, icine 300 pl isopropanol konulmus temiz
bir 1.5 ml lik mikrosantrifiij tiiptine aktarilarak karistirild.
11. Soliisyon alt-iist edilerek ag seklinde DNA kiitlesi goriilene kadar karigtirildu.
12. 13 000-16 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. DNA kii¢lik beyaz bir pellet
seklinde goriildii.
13. Siipernatant atilarak 300 pl %70 lik etanol eklendi ve —20°C’de saklandi.

4.5 PCR Protokolii

- 20°C’de saklanmis olan DNA’lar ¢ikartilarak 1 dakika 13000 rpm’de

santrifiij edildi ve stte kalan % 70’lik etanol atildi. DNA orneklerinin iizerine 50
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ul distile su konarak oda 1sisinda 1 saat, takiben 37°C ‘lik etiivde bir gece

beklemeye birakildi.
4.5.1 Kullamilan Soliisyon ve Geregler

Hasta DNA’lari, H,O, dNTP seti, MgCl2, 10X buffer, Taq polimeraz,
agaroz, EtBr, DNA boyut markiri, 5X TBE tamponu, yiikleme tamponu,
mikrosantrifiij, elektronik hassas terazi, vorteks, 37°C’ye ve 65°C’ye
ayarlanabilen su banyosu, elektroforez aparati, elektroforez box, Eppendorf
Mastercycler Gradient, UV lambasi ile ilgili okuma, kaydetme, fotograflama
tinitesi, steril 1.5 ml, 0.5 ml ve 0.2 mI’lik Eppendorf santrifijj tiipleri, Rsa I ve Alu
I restriksiyon enzimleri, Ekzon2forward: 5’-CGAGGTCGCCGCGTATAAATA-
3’ Ekzon2revers: 5’-AGACGGGAGCTGCAAATGTG-3’

4.5.2 PCR Kurulmasi islemi

Her bir tiipe 10 pl hasta DNA’s1 ve tizerine 6 pul MgCl,, 6 ul 10X buffer, 6
pul ANTP (2.5mM), 1 pl primer 1 (30pmol), 1 ul primer 2 (30pmol), 0.3 U Taq
DNA polimeraz ve 19.7 pl ddH,O konuldu. Hazirlanan tiipler vortekslendi ve
PCR cihazinda ¢ift sarmal DNA molekiillerini denatiire etmek i¢in yalnizca bir
dongii olmak iizere 96°C’de 3 dakika, denatiirasyon (melting) i¢cin 96°C’de 30
saniye, yapisma (annealing) i¢in 60°C’de 1 dakika, uzatma (extension) igin
72°C’de 1 dakika olmak iizere toplam 35 dongii gerceklestirildi. En son
dongiideki uzatma periyodu 72°C’de 10 dakika olacak sekilde gerceklestirildi ve
ornekler 4°C’ye kadar hizla sogutuldu. Daha sonra bu PCR amplikonlar1 agaroz
jel elektroforezi ile analiz edildi.

4.5.3 Agaroz Jel Elektorforezi

Elde edilen PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde kosturuldu. % 2’lik agaroz
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jelin hazirlanmasinda 2 gr agaroz tartilarak tizerine 100 ml 0.5XTBE eklendi ve
mikrodalga firinda eritildi. Eriyen agaroz-TBE soliisyonu igerisine 7 pl EtBr
konuldu ve agaroz-TBE soliisyonu i¢inde iyice karigmasi saglandi. Hazirlanan
soliisyon daha once kenarlar1 bantlanmig olan elektroforez aparatina dokiildii ve
donmaya birakildi.

PCR friinlerinden 13 pl almarak 3 pl yiikleme boyasiyla karigtirilip
kuyucuklara yiiklendi. Her yilikleme isleminde 100 bp’lik DNA boyut markiri
kullanilarak kargilastirma ve kontrol iglemleri yapildi.

4.5.4 PCR Uriinlerinin Restriksiyon Enzimleriyle Kesilmesi

Kesim 20 pl iizerinden yapilmistir. 10 pl PCR iiriinii, 2 pl 10X buffer, 4 U
restriksiyon enzimi ve bunlara ilave olarak suyla toplam hacim 20 pl’ye
tamamlanmistir. Kesim islemi 37° C’de 4 saat bekletilmek suretiyle
gerceklestirilmistir. Iki enzim icin de aym restriksiyon enzim kesim protokolii
uygulanmustir.

4.5.5 Kesim Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Incelenmesi

Ornekler 37°C’den ¢ikarildiktan sonra % 3’liik agaroz jel elektroforezinde

kosturuldu ve goriintiileme sistemiyle goriintiilendi.
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5. BULGULAR

Calismaya alinan toplam 100 bireyden 69’u vaka, 31’i kontrol olarak
degerlendirildi. Calismaya katilanlarin 48’1 erkek ve 52’si bayan bireylerden
olugmaktaydi ve yas ortalamalar1 28.8 (standart sapma 11.33) idi.

5.1 Sitogenetik Bulgular

Calismaya alinan erkek ve bayan vakalarin hepsi konvansiyonel
sitogenetik yontemle incelendi. Sitogenetik yontemle incelemenin asil amaci,
bayanlardaki Turner Sendromu ihtimalini ortadan kaldirmak ve vaka olarak
belirlenen tiim bireylerin kromozomal agidan normal oldugunu ortaya koymakti.
Yapilan sitogenetik inceleme sonucunda tiim vakalarin karyotipi normal olarak

degerlendirildi.

Sekil 4: 46,XX karyotipine sahip bireyin metafaz plag:.



44

Sekil 5: 46,XY karyotipine sahip bireyin metafaz plagi.

Sekil 6: SHOX genine spesifik olan DXYS129 probu kullanilarak yapilan FISH

calismasi sonucunda elde edilen 2 yesil sinyale sahip bir interfaz hiicresi.
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5.2 FISH Cahismasi Bulgular

FISH caligmasina, 4’ii bayan 4’1 erkek toplam sekiz birey (23, 26, 30, 33,
34, 35, 51) alindi. Kullanilan DXYS129 probunun telomerden uzakligr 160 kb
olup SHOX bolgesini de i¢ine alan Xp22 ve Ypl1’deki bolgeye spesifiktir. Prob,
dioxigenin isaretli olup normal vakalarda 2 yesil sinyal vermektedir. Calisilan 8
vakanin FISH analizi sonucunda 2 yesil sinyal alinmasiyla normal olarak
degerlendirildi.

5.3 Molekiiler Calisma Bulgular

Calismaya kontrol olarak alinan 31 ve vaka olarak alinan 69 bireyin hepsi
molekiiler  genetik  yontemlerle  degerlendirildi.  Ekzon2forward:  5°-
CGAGGTCGCCGCGTATAAATA-3 ve Ekzon2revers: 5’-
AGACGGGAGCTGCAAATGTG-3’ primerleri kullanilarak incelenecek bolge
cogaltild1 (S20). A-337G ve Y35X (105 C<A) nokta mutasyonlar1 ekzon 2 igin
degerlendirildi. A-337G mutasyonunu degerlendirmek icin ¢ogaltilan DNA
bolgeleri Alu I enzimiyle ve Y35X mutasyonunu degerlendirmek icin Rsa I
restriksiyon enzimleriyle kesim islemi yapildi (22). Alul enzimi mutasyonlu diziyi
ve Rsa I enzimi ise wild type diziyi spesifik olarak kesmektedir. Vaka ve
kontroller olmak iizere toplam 100 bireyde, calisilan mutasyonlardan herhangi biri
tespit edilemedi ve bireyler SHOX genindeki bu iki mutasyon acisindan normal

olarak degerlendirildi.
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Sekil 7: A-337G mutasyonu i¢in Alu I restriksiyon enzim kesim sonrasi agoroz

jele ytiklenen tirtinlerin goriintiisii.

L . . - ——

Sekil 8: Y35X mutasyonu i¢in Rsa I restriksiyon enzim kesim sonrasi agoroz jele

yiiklenen tirtinlerin goriintiisii
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6. TARTISMA

Lineer biiyiime, bilinmeyen genlerin mutasyonlarini da iceren pek cok
faktor tarafindan etkilenen multifaktoriyel bir Ozelliktir. Kisa boy, genel
popiilasyondaki bireylerin % 2-3’linti etkilemekte olup sosyal ve tibbi dneme
sahiptir (39).

Insan X ve Y kromozomlarmin kisa kollarinda saptanan kiiciik
delesyonlarin siirekli olarak kisa boy ile birliktelik gosterdigi gozlemine dayali
olarak, biiyiimeyi olumlu yonde etkileyen bir genin, cinsiyet kromozomlarinin
psodootozomal 1 bolgesinde (PAR) yer aldig: ileri siirtilmiistiir (14). Ogata ve
Matsuto adli arastirmacilar, bu genin PAR1’in 700 kb’lik distalinde lokalize
oldugunu gostermis ve iki grup daha sonra bu bolgede tek bir homeobox geni
tanimlamiglardir. Bu gen Rao ve arkadaslarinca SHOX, Ellison ve arkadaslarinca
ise PHOG (Pseudoautosomal Homeoboxcontaining Osteogenic Gene) olarak
adlandirilmigtir (56). 1997°de, SHOX geni, X ve Y kromozomlarinin kisa kol
bolgelerinin  psddootozomal  bolgelerinden  klonlanmis ve  bilylimenin
diizenlenmesinde aday bir gen oldugu ileri siiriilmiistiir. Daha sonra LWD’li ve
Xp veya Yp delesyonlu hastalarda yapilan pek c¢ok caligma biiyiimenin
kontroliinde SHOX geninin yer aldigini teyit etmislerdir. Hem LWD’li hem de
IKB’li hastalarda yapilan molekiiler g¢aligmalar SHOX delesyonunun nokta
mutasyonlarindan daha sik goriildiigiinii aciga ¢ikarmistir (39).

Ross ve arkadaglari, Langer Mezomelik Displazi’li (LMD) biri bayan
digeri erkek iki kardesin, akondroplazili ve hipokondroplazili iki bireyle yaptiklar
evlilik sonucu dogan 4 ¢ocukta aragtirma yapmuslardir. Her bir ailenin biri kiz

digeri erkek 2’ser ¢ocuga sahip olduklar1 ve her iki ebeveynde de SHOX
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allellerinden birinin delesyona ugradigi, fakat diger SHOX allellerinde molekiiler
bir defekt tanimlayamadiklarini belirtmislerdir. Bununla beraber, her iki ¢iftte de
klasik LMD fenotipi belirlenmistir. Ebeveynlerin 4 ¢ocugunun da LWD’li
olmasina karsin 3 tanesinde SHOX delesyonu tespit etmislerdir (57). Zinn ve
arkadaslar klasik LMD’li 5 probantta ¢alisma yapmislar ve 5 hastanin tiimiinde
de SHOX mutasyonu tanimlamiglardir. Calismaya katilan iki kardes probantta bir
SHOX allelinin tiim delesyonu, 1 probantta 2 miKBense mutasyon, yine 1
probantta SHOX allellerinden birinde insersiyon ve diger allelde ise SHOX
allelinin tiim delesyonuna rastlamiglardir (78).

Schiller ve arkadaslar1 18 aileden gelen LWD’li toplam 32 birey
calismislardir. Madelung deformitesi, mezomeli ve kisa boya sahip bu bireylerden
yetiskin  olanlarin  hepsinde bilateral Madelung deformitesi bulgusuna
rastlamiglardir. Bununla beraber yetigkin 18 disi hastanin 2’sinde ve 5 erkek
hastanin 1’inde kisa boy goriilmemistir. Calisilan 18 ailenin 10’unda, SHOX gen
bolgesinde submikroskobik delesyon tanimlamiglardir (61). Cormier- Daire ve
arkadaslar1 53’1 disi ve 29’u erkek olmak {izere toplam 82 hastadan olusan 23
LWD’li aileyi ¢aligmalarina almiglardir. Tiim ailelerin, LWD’nin tipik klinik ve
radyolojik bulgularin1 gosterdikleri belirtilmistir. Molekiiler SHOX analizleri
sonucu, 23 aileden 12’si biiyiikk olgekli delesyon ve 6’s1 nokta mutasyonlari
gostermistir (19). Ross ve arkadaslar1 21 LWD’li ailede SHOX anormallikleri
tanimlamistir. Bu ailelerden %37.5’inin nokta mutasyonlarina, kalan % 62.5’inin
ise gen delesyonlarina sahip olduklart sonucunu bulmuslardir (56). Grigelioniene
ve arkadaslar, LWD’li 5 ve Hipokondroplazi (HCH)’li 18 probandi

arastirmiglardir. HCH’li probantlarda HCH ile iliskisi oldugunu bilinen FGFR3
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mutasyonu agisindan negatif bireylerdi. Arastiricilar, LWD’li 3 hastada 3 yeni
SHOX mutasyonu, HCH’li bir probandda da bir transisyon bulmuslardir. LWD’li
2 ve HCH’li 17 hastada ise SHOX mutasyonuna rastlamamislardir. Bu bireylerde
Southern blot analizi kullanilarak yapilan calismada kiicik yeniden
diizenlenmelere de rastlanmamustir (55).

Normalde PARI bolgesinde yer alan genler X inaktivasyonundan
kurtulmakta ve bu genler hem erkeklerde hem de disilerde iki fonksiyonel kopya
halinde bulunmaktadir (14). Boylece hem aktif hem de inaktif X kromozomundan
eksprese olan SHOX geni, hem disiler hem de erkeklerde ayn1 dozajla eksprese
olmaktadir (62). Turner Sendromu X kromozomunun tiim veya parsiyel kayb1 ile
iligkili, yaygin bir bozukluktur (30). Turner Sendromu’nda goriilen tim X
kromozomal aberasyonlart SHOX un tek doz yetersizligi ile sonuclandigindan,
kaybedilen SHOX allelinin bu sendromdaki biiylime basarisizligina sebep oldugu
kuvvetle muhtemeldir (13).

Kisa boy genel popiilasyondaki bireylerin %2-3’linli etkilemektedir (39).
SHOX tek doz yetersizligi, hem Turner Sendromu’nda hem de LWD’li hastalarin
% 60’1indan fazlasinda SHOX geninin nokta mutasyonlar1 veya delesyonlarina
baglidir. SHOX eksikliginin Turner Sendromu ve LWD’de iyice anlasilmasina
karsin, SHOX mutasyonlariin izole kisa boylu hastalarda oynadigi role iliskin
bilgiler siirlidir (55). Hem LWD hem de yine bir iskelet displazisi olan
Hipokondroplazi’de (HCH) fenotip, orta dereceden siddetliye degisim
gosterdiginden, bu iki bozuklugu birbirinden ve IKB’den ayirt etmekte zorluklarla
karsilagilmaktadir (24). SHOX’u eksik bireyler hafif, zorlukla ortaya konabilen

iskelet malformasyonlarindan, bu hastalarin yasamlarini olumsuz yonde etkileyen
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ciddi displazilere kadar deg§isen hatir1 sayilir bir fenotipik heterojenite
gostermektedirler (54). Bununla beraber SHOX taki ayn1 mutasyonun LWD veya
IKB fenotipine yol actigi da gdzlenmistir (42, 55). Dolayisiyla, bazi LWD
vakalar1, IKB olarak teshis edilmektedir (56). Tiim bu sebepler de gdz oniine
alinarak IKB’li bireylerde SHOX genindeki mutasyonlar ve delesyonlarin bazi
LWD ve HCH’li olgulardaki mutasyonlardan ayirt edilmesi gerektigi sonucuna
varilmaktadir.

Calismamizda, idiopatik kisa boylu hastalarda yapilan diger calismalara
uygun olarak, sectigimiz hastalarin karyotipik olarak normal oldugunu
konvansiyonel sitogenetik metotla ortaya koyduk (39, 40, 54, 55). Boylelikle
ozellikle disi bireyler i¢in Turner Sendromu olasilig1 ortadan kaldirilmistir (30).

Calisma grubumuz icerisinde normal karyotipe sahip IKB’li hastalardan
boylar1 ortalamanin altinda kalan ve en kisa boya sahip oldugu belirlenen 8 bireye
uyguladigimiz interfaz FISH caligmasi sonucunda, 8 bireyden de 2 yesil sinyal
alind1 ve bu bireyler normal olarak degerlendirildi. IKB’li hastalarda yapilan diger
calismalarda, FISH yontemi i¢in SHOX genine 6zgii ve Xp22.3 ile Ypll1.3’te
lokalize olan LLNOYCO3’M’34F5 kozmid probu kullanilmistir (39, 40, 55).
Calismay1 yaptigimiz sirada bu prob ticari olarak elde edilebilir olmadigindan,
SHOX bolgesini de igine alan Xp22 ve Ypl1’deki bolgeye spesifik farkli bir prob
kullanildi. Interfaz FISH metodu uygulanarak elde edilen sonug, Miisebeck ve
arkadaslarmin (40) 35 IKB’li  probantta yaptiklar1 calismanin sonucuyla
uyumludur. Buna karsin, Morizio ve arkadaslarinin 33 disi ve 23 erkek olmak
lizere toplam 56 IKB’li hastada FISH metodu ile yaptiklari arastirma sonucu 4

hastada (%7.1) tek bir SHOX geni kopyasinin varligini tespit etmislerdir. Bu 4
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hastada da SHOX’un bir kopyasinin delesyonunun de novo oldugu ve X
kromozomunda meydana geldigi ortaya konmustur (39). Benzer sekilde Binder ve
arkadaslar1 68 IKB’li hasta calismislar ve yalmzca 1’inde SHOX delesyonu
bulmuslardir (13). Rao ve arkadaslar1 da IKB’li 91 hastada yaptiklar1 inceleme
sonucu sadece 1 hastada, SHOX geninde bir nokta mutasyon tespit etmislerdir
(54). Diger bir calismada Rappold ve arkadaslar1 150 IKB’li hastay1 FISH ile
incelemigler ve 3’tinde SHOX delesyonuna rastlamislardir (55).

Konvansiyonel ve  molekiiler sitogenetik  (FISH)  calismalari
tamamlandiktan sonra, hasta grubumuzda olan 69 birey ve kontrol olarak
kullanilan 31 birey molekiiler genetik olarak da arastirildi. SHOX geni ile ilgili
daha once yapilmis olan calismalar dikkate alinarak secilen A-337G ve Y35X
mutasyonlarint kendi hasta ve kontrol grubumuzda degerlendirdik. Y35X’teki
degisim C105A seklinde tanimlanmistir ve anlamsiz (nonsense) mutasyona neden
olmaktadir (22).

A337G ve Y35X mutasyonlarinin hasta grubumuzda var olup olmadig,
hastalarin PCR iirtinlerinin Alul I ve Rsa I restriksiyon enzim kesimiyle arastirildi.
Alu I enzimiyle kontrol edilen hastalar ve kontroller A337G mutasyonu agisindan
negatif olarak degerlendirildi. Ayni1 sekilde Y35X mutasyonu Rsa I enzimi ile
aragtirildi ve hasta ile kontrollerin tiimii bu mutasyon agisindan da negatif
bulundu.

Rappold ve arkadaslar1 2002 yilinda 900 iKB’li hastada yaptiklari
caligmada hastalarin  %2.4’tinde  SHOX mutasyonlarini tespit etmislerdir.
Calismada A337G mutasyonunu 2 (%0.22) hastada tespit etmislerdir. Hasta se¢im

kriterlerinin farklt oldugu g6z Oniinde bulundurulursa bu mutasyona c¢aligma
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grubunda rastlanmamasi miimkiindiir. Daha once Flanagan ve arkadaslarinin
LWD’li hastalarda yapmis olduklar1 ¢aligmada tespit ettikleri Y35X mutasyonuna
IKB’li 69 bireyde rastlanmamuistir. Bu mutasyon, muhtemelen LWD spesifik olup
IKB’ye neden olmamaktadir. Daha dnce IKB’li bireylerde yapilan SHOX geni
mutasyon tarama calismalarinda bu mutasyonun IKB’ye neden olduguna dair bir
bulguya rastlanmamistir. Ancak ¢alisma sayisi olduk¢a sinirlidir. Gendeki ayni
mutasyonlarin IKB veya LWD’ye neden olduguna dair ¢alismalar da mevcuttur.
Oregin R195X mutasyonuna hem LWD’li hem de iKB’li bireylerde rastlanmistir
(55). SHOX geninde belirlenen mutasyonlarin restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizimi yéntemi ile hem IKB hem de LWD hastalarinda taranmasi her iki
hastaliga neden olabilen ortak nokta mutasyonlarinin belirlenmesi ag¢isindan
Oonemlidir.

Sonu¢ olarak sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve molekiiler
incelemelerimiz sonucunda, IKB’li 69 proband ve 31 kontrol bireyinde herhangi
bir anormallige rastlanmadi. Ancak ¢alisma, SHOX geninin 2. ekzon primerleri
(24) kullanilarak yapilmis olup sadece bu ekzondaki A-337G ve Y35X olmak
tizere iki mutasyonun varligi arastirilmistir. Oysa SHOX genindeki mutasyonlar
tiim gen boyunca dagilim gdstermektedir (42). Dolayisiyla IKB’li hastalart SHOX
gen mutasyonlari agisindan degerlendirirken, bu gene ait tiim ekzonlarin
incelenmesinin daha dogru sonuglar verecegi kanaatindeyiz. Bununla beraber
IKB’li hastalarda, SHOX ta goriilen mutasyonlarin prevalansmin % 1 oldugu (54)
dikkate alindiginda, IKB’li hastalardaki SHOX mutasyonu arastirmasi i¢in daha

fazla sayida hasta incelemenin daha bilgi verici olacagini diistinmekteyiz.
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