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ONSOZ

Boy kisalig: giiclii genetik komponenti olan, multifaktdriyel gelisimsel bir durumdur.
Boy kisaligina neden olabilecek bir¢ok gen tanmimlanmistir. Bunlarin en
onemlilerinden bir tanesi SHOX genidir ve SHOX genine bagli boy kisaliginda
biiyiime hormonu tedavisinin oldukga etkili oldugu gosterilmistir. Bu nedenle SHOX
geni degisikliklerinin analizi bu teze konu olmustur.
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1. GIRIS

Boy kisaligi (BK) giiglii genetik komponenti olan, multifaktériyel gelisimsel bir
durumdur. BK’ya neden olabilecek bir¢ok gen tanimlanmistir. Bunlarin en
onemlilerinden biri SHOX (Short Stature HOmeoboX) genidir. SHOX geni
mutasyonunun idyopatik boy kisaligi (IBK), Leri-Weill diskondrosteozu (LWD),
Langer mezomelik displazisi (LMD) ve Turner sendromundaki BK ve ek iskelet
bulgularma neden oldugu gosterilmistir. SHOX geni mutasyonu saptanan IBK’li
olgularda biiyiime hormonu (BH) tedavisinin oldukga etkili oldugu gosterilmistir.
Kullanilan tarama yonteminin ve hasta se¢im kriterlerinin farklihgina gére IBK’da

SHOX geni mutasyonlar1 %2-15 olarak bulunmustur.

Bu ¢alismaya, Klinik ve laboratuvar olarak IBK tanisi almis, sitogenetik olarak
normal bulunmus pediatrik yas grubu hastalar dahil edilmistir. SHOX geni
delesyonlarinin incelenmesinde oncelikle biri SHOX geni iginde, digeri genin 5’
bolgesinde yer alan iki mikrosatellit marker (MSM) heterozigotluk agisindan
degerlendirilmis, her iki lokusta homozigot saptanan olgularda FISH (Floresan In
Situ Hibridizasyon) analizi yapilmistir. FISH analizi ile delesyon saptanmayan
olgularda dizi analizi gergeklestirilmistir.

Bu galigsma ile;

1. IBK’da BH tedavisine yanit veren alt grup olan SHOX geni mutasyonuna sahip
olgular1 saptamak,

2. Ulkemizdeki IBK olgularinda SHOX geni mutasyonlarmin sikligi ve dagilimmin
tespitine olanak saglamak,

3. SHOX geni mutasyonu saptama ihtimali yiiksek olan hasta alt gruplarini
belirlemek,

4. Bu bilgilere dayanilarak mutasyon siklig1 ve hasta gruplarina gore genetik test
algoritmasi gelistirmek,

5. SHOX geni analizi i¢in iilke genelinde hizmet verebilecek alt yap1 ve deneyime

sahip bir merkez olusumunu saglamak hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. iBK Tanimi

Pediatrik endokrinolojide IBK tanimi hakkinda farkli diisiince ve tartismalar
bulunmaktadir. Bunun nedeni bir¢ok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen deneysel ve

gozlemsel bilgilerin eksikligidir (Wit ve Dunkel, 2011).

Kisa ve kisa olmayan bireyleri ayirmakta kullanilan tanim agiktir. Kisa; boyun ayni
yas, cinsiyet ve popiilasyon grubu i¢in verilen boy ortalamasinin -2 standart sapma
degeri (SSD)’nin altinda olmasi seklinde tanimlanmigtir. Bu tanima gore kisalik
tamamen istatistiksel bir durumdur ve direkt olarak patolojik bir durumu belirtmez
(Ranke, 1996). Cogu klinik ¢alismada BK tanimi i¢in bu alt limit kullanilmigtir
(Bryant ve ark., 2007).

2008 yilinda yapilan IBK konsensiis toplantisinda (Cohen ve ark., 2008) IBK tanimi
su sekilde kabul edilmistir: ‘IBK bilinen sistemik, endokrin, nutrisyonel ve
kromozomal bir hastalik olmadan boyun ayni yas, cinsiyet ve popiilasyon grubu igin
verilen boy ortalamasmin -2 SSD’nin altinda olmasidir’. IBK taniminin
kullanilabilmesi i¢in anamnez, fizik muayene, laboratuvar tetkikleri ve goriintiileme
yontemleri ile BK nedeninin saptanamamis olmasi gerekir (Ranke, 1996). Hastalarin
BH eksikligi ve direnci, diisik dogum agirligi, kotii kalori alimi ve psikiyatrik
problemlerinin olmamasi gereklidir (Rosenfeld, 2005). Iskelet displazileri ve Turner
sendromu gibi dismorfik fenotiplere sahip ¢ocuklar IBK tammi disinda
tutulmalidirlar. IBK tanimi diginda tutulmasi gereken diger bir grup ¢6lyak hastalig,
inflamatuvar barsak hastaligi, juvenil kronik artrit, hipotiroidizm ve Cushing’s
sendromu gibi agik olarak tamimlanmis hastaliklardir (Cohen ve ark., 2008). IBK
tamis1 diger tanimlanabilir durumlarin dislanmasina bagl bir tanimdir, iIBK’ya 6zgii

bir pozitif bulguya dayanmaz (Wit ve ark., 2008).



Tiim BK olgularinin %60-80’inin IBK olgusu oldugu tahmin edilmektedir. (Lindsay
ve ark., 1994). BK erkeklerde daha rahatsiz edici bir durumdur. Olgularin kliniklere

basvurmalar1 sosyoekonomik durumlari ile iligkilidir (Cohen ve ark., 2008).

Gectigimiz birkag yilda BK’nin birgok nedeni kesfedilmistir ve tiim genom
iliskilendirme ¢alismalar1 (TGIC) sonucunda normal popiilasyonda boyda
varyasyona neden olan bir¢ok gen bulunmustur. Ayrica biiylimenin zamanlamasinin
yani matiirasyonun genetik olarak belirlendigi fikri benimsenmistir. IBK nin asagida
verilen 3 gen grubundan biri ya da daha fazlasinin varyasyonlarina bagli olarak
gelistigi bildirilmektedir (Wit, 2011).

1. Tek ya da birkag genin varyasyonu.

Bu gruptaki genlerin mutasyonlarinin boya olan etkilerinin digerlerine gére daha
fazla olmasi beklenir ancak rolatif olarak daha nadir olduklarindan TGIC’te
saptanamayabilirler. Ornek olarak heterozigot SHOX geni mutasyonlari, IGF1
(Insuline-like Growth Factor 1) ve IGF-1R  (Insuline-like Growth Factor 1
Receptor), IGFALS (IGF Acid-Labil Subunit), NPR2 (Natriuretic Peptide Receptor
B), 22ql1 delesyonlari, sex kromozomu mozaiklikleri ve uniparental dizomiler
verilebilir (Walenkamp ve Wit, 2006, Lettre ve ark., 2008).

2. TGIC te gosterilen ve eriskin boyu iizerine etkili genler.

Bu grup, boyun poligenik 6zellik gdsterdiginin kanitidir. Bu grupta boy iizerine daha
az etkili ama daha siklikla goriilen polimorfizmler yer alir. Yapilan farkli
caligmalarin kombinasyonu erigkin boyu tizerine etkili 40’tan fazla genin varligini
gostermistir (Gudbjartsson ve ark., 2008, Lettre ve ark., 2008, Weedon ve ark.,
2008). Bu gruptaki her bir genin boy iizerine olan etkisi azdir ancak birgok

polimorfizmin kiimiilatif etkisi 6nemli rol oynayabilir (Wit, 2011).



3. Biiyiimenin zamanlamasi yani matiirasyon ile iligkili genler.

TGIC daha ¢ok eriskin bireyler iizerinde yapilmistir. Cocukluktaki boy SSD’leri
eriskin boy SSD’leri ile korelasyon gosterdiginden sonuglar g¢ocuklar i¢in de
yorumlanabilir ancak boy yorumlanirken tizerinde diisiiniilmesi gereken diger bir
faktor matiirasyondur. Matiirasyon tek boyutlu bir olgu degildir. Matiirasyon epifiz
plaklarindaki biiyiimenin derecesi ve pubertenin baslangici ve zamanlamasi ile
degerlendirilir. Epifiz plaklarindaki biiyiimenin derecesi el-bilek radyografileri ile
gosterilebilir. Pubertenin baslangici ve zamanlamasi ile iligkili genler hakkinda bilgi
toplamak, iskelet matiirasyonu ile iligkili genleri gostermek olduk¢a zordur (Wit,
2011). Finlandiya’da yapilmis giincel bir ¢alismada infant ve puberte donemindeki
bliylime hiz1 pikinin genetik varyasyonlarla iligkisi incelenmis, infant doénemi
biiylime hiz1 piki ile iliskili 7 SNP (Single Nucleotide Polymorphism), puberte
donemi biiyiime hizi piki ile iliskili 5 SNP bulunmustur (Sovio ve ark., 2009).
Menars baslangic yasi ile iligkili genlerin tespitini amaglayan calismalar su ana kadar

pozitif bir sonu¢ vermemistir (Gajdos ve ark., 2009).

2.2. PAR (Pseudo-Autosomal Region) Bolgeleri

Erkek mayoz boliinmesi sirasinda kromozom eslesmesinin olabilmesi igin X ve Y
kromozomlarmmin yeterli oranda homoloji gostermesi gerekir. Bu kromozomlarin
mayozdaki eslesmesi sekans 6zdesligi gosteren PAR bolgelerinde gerceklesmektedir
(Graves ve ark., 1998).

PAR bolgeleri X ve Y kromozomlarmin kisa kollarmin distal ug¢ bolgelerinde
bulunan yaklasik 2.7 Mb’lik (PAR1) ve uzun kollarinin distal ug bdlgelerinde
bulunan yaklasik 0.33 Mb’lik (PAR2) alan1 kapsar (Blaschke ve Rappold, 2006).
PAR bolgeleri Sekil 2.1°de gosterilmistir (Flaquer ve ark., 2008).
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Sekil 2.1. PAR bolgeleri-Flaquer ve ark. (2008)’dan degistirilerek alinmustir.

X kromozomunun Okromatik bdlgelerinin  %99.3’iiniin ve PAR2 bolgesinin
tamaminin sekansi belirlenmis olmasina ragmen PAR1 bolgesinin yaklasik %801
sekanslanmigtir. Bu farklilik PARI sekansinda bulunan 7 gap bdlgesinden
kaynaklanir. Toplamda yaklasik olarak 600 kb’den olusan bu bdlge mevcut genomik
klonlarla doldurulamamaktadir (Ross ve ark., 2005).

PARI1 bolgesi yapisal ozellikleri bakimindan PAR2 bolgesi ve PAR disindaki X
kromozomu sekansindan oldukga farklilik gosterir. PAR1 bolgesinin GC igerigi %48
iken geri kalan X kromozomu sekansinin GC oran1 %39’dur (Ciccodicola ve ark.,

2000). Bu oran subtelomerik bolgelerinde GC oranlar1 yiiksek kromozomlardan bile
daha fazladir (Humphray ve ark., 2004).

GC-zengin bolgelerin, yiiksek orandaki minisatellit tekrarlarin ve diger cesitli
duplike yapilarin varligt PAR1 bolgesinin klonlanmasinda ve sekanslanmasinda

karsilagilan zorluklar agiklayabilir (Ross ve ark., 2005).



PARI1 sekansinda L1 tekrar ailesi belirgin olarak az olmasina ragmen Alu tekrarlar
X kromozomunun geri kalanina oranla 4-5 kat fazladir (Blaschke ve Rappold, 2006).
Bir c¢alismada tekrar dizilerinin PARI1 bdlgesindeki oldukca yiiksek olan
rekombinasyon oranina etkisi arastirilmig ancak rekombinasyon bolgelerinin tekrar
dizileri yerlesimi ile paralellik gostermedigi, rekombinasyon bdlgelerinin PARI

bolgesi boyunca oldukga esit bir sekilde dagildigi gosterilmistir (Lien ve ark., 2000).

PAR sekanslar1i X kromozomunun %?2’sini, Y kromozomunun 9%5’ini
olusturmaktadir. Erkek mayozunda gerekli olan X-Y kromozom eslesmesi esnasinda
bir crossing over olayr gergeklesmektedir (Cooke ve ark., 1985, Rouyer ve ark.,
1986, Lien ve ark., 2000). Bu nedenle PAR bélgesindeki rekombinasyon orani geri
kalan genomun rekombinasyon ortalamasindan 20 kat daha fazladir (Rouyer ve ark.,
1986).

2.3. PAR Bolgelerinde Bulunan Genler

PARI bolgesinde 24 ve PAR2 boélgesinde 5 adet gen bulunmaktadir (Sekil 2.2). PAR
bolgeleri X ve Y kromozomunun geri kalan sekansi ile karsilastirildiginda Mb basina
daha fazla gen bulundururlar. Mb basina PAR1 bolgesi 10 gen, PAR2 bdlgesi 15
gen, X kromozomunun geri kalan sekansi 7 gen (Ross ve ark., 2005), Y
kromozomunun geri kalan sekansi 3 gen (Skaletsky ve ark., 2003) igermektedir.
PAR1 bolgesinde bulunan tiim genler X inaktivasyonundan kagarlar. PAR2
bolgesinin en proximal bdolgesinde bulunan SPRY3 (SPRoutY-homolog 3) ve
SYBL1 (SYnaptoBrevin-Like 1) genleri X inaktivasyonuna ugrar (Ciccodicola ve
ark., 2000). Sonug olarak PAR1 bolgesinde bulunan tim genler bireyde 2 adet
fonksiyonel kopyaya sahiptir ve psddootozomal kalitim paterni gosterirler (Cooke ve
ark., 1985, Rouyer ve ark., 1986). PAR bélgelerinde hastalikla iliskisi gosterilmis tek
gen SHOX genidir (Blaschke ve Rappold, 2006).



Xp Telomerden

Bolge Uzaklik (Mb) Genler
0.15 clU136G2.1 (PLCXD1)
PAR1 0.7 clU136G2.2 (GTPBPS)
0.25 cM5B6G10.26§
0.29 cM5BG10.1 (PPP2R3B)
0.57 SHOX
0.92 bA309M23.1§
1.31 CRLFZ
1.38 CSF2RA
1.52 IL3RA
1.55 SLC25A6
1.56 bA2E1P4.5§
1.57 bAZ2E61P4 .6 (CXYorf2)
1.59 ASMTL
1.66 bAZE1P4.4 (F2RYS)
1.76 DXYS155E (CXYorf3)
1.79 ASMT
1.79 bB297E16.3§
1.91 bB297E16.4§
1.93 bB297E16.5§
2.37 DHRSX
2.41 ALTE (ZBED1)
2.54 Em:AC097314.2§
2.53 Em:AC097314.3§
2.63 CDag
154.57 SPRY3
PAR2 154.71 SYBLT
154.81 ILO9R
154.81 Em:AJ271736.5§
154.82 Em:AJ271736.6 FAM39A)§

Sekil 2.2. PAR1 ve PAR2 bolgelerinde bulunan genler. Ross ve ark. (2005)’dan
degistirilerek.

2.4. SHOX Geni Ile Tliskili Klinik Durumlar

IBK (Ellison ve ark., 1997, Rao ve ark., 1997), LWD (Shears ve ark., 1998) ve LMD
(Belin ve ark., 1998) SHOX geni mutasyonlari1 ile genotip-fenotip korelasyonu
bakimindan agik bir baglanti saptanan klinik durumlardir. Bu 3 klinik durum da
SHOX geninin fonksiyonel kaybina bagl olarak hafif klinik tablodan (IBK) agir
klinik tabloya dogru (LMD) bir spektrum seklinde ortaya ¢ikar (Munns ve Glass,
2005). Ayrica SHOX geninin, 45,X Turner sendromundaki BK ve ek kemik
bulgularindan sorumlu oldugu da gosterilmistir (Rao ve ark., 1997, Blaschke ve
Rappold, 2000, Clement-Jones ve ark., 2000).

LWD belirgin mezomelik ekstremite kisaligi, orantisiz boy kisaligi ve Madelung
deformitesinin oldugu iskelet displazisidir (Langer, 1965). SHOX geni heterozigot
mutasyonuna bagli gelisir ve psddootozomal dominant kalitim paternine sahiptir

(Belin ve ark., 1998, Cormier-Daire ve ark., 1999, Spranger ve ark., 1999, Munns ve



Glass, 2005). LWD hastalarinda SHOX geni mutasyonu saptama orani %60-100
arasinda degismektedir (Cormier-Daire ve ark., 1999, Schiller ve ark., 2000). Her iki
cinsiyette de goriilmesine karsin kiz ¢ocuklarinda Gstrojenin olasi etkisine bagh

olarak genellikle daha agir seyreder (Fukami ve ark., 2004).

LMD SHOX geni homozigot delesyonu ya da null alele neden olan SHOX geni
bilesik heterozigot mutasyonu sonucunda ortaya ¢ikar (Belin ve ark., 1998, Shears ve
ark., 1998, Ogata ve ark., 2002, Shears ve ark., 2002, Zinn ve ark., 2002). Her iki
tiyesinin de LWD’li oldugu giftlerin ¢ocuklarinda LMD hastaligi ortaya ¢ikar (Shears
ve ark., 2002, Thomas ve ark., 2004). LMD ¢ok daha agir bir iskelet displazisidir.
Tipik olarak hedef boyun 130 cm oldugu agir BK gelisir. Ozellikle kemiklerin
proksimalinde belirgin olmak {izere uzun tubuler kemiklerde kisalma meydana gelir.
LMD ulna ve fibulada aplazi ya da agir hipoplazi, tibia ve radiusta kalinlagsma ve
yassilagma ile karakterize bir iskelet displazisidir. Tipik olarak LMD hastalarinda

Madelung deformitesi goriilmez (Langer, 1967, Munns ve Glass, 2005).

2.5. SHOX Geni

SHOX geni ilk olarak Rao ve ark. tarafindan X kromozomu kisa kolu distal ug
bolgesinde delesyon haritalama yontemi kullanilarak bulunmustur (Rao ve ark.,
1997). Ayn1 gen bu gruptan bagimsiz olarak Ellison ve ark. tarafindan da bulunmus
ve PHOG (Pseudoautosomal Homeobox-containing Osteogenic Gene) olarak
isimlendirilmistir (Ellison ve ark., 1997). SHOX geninin kromozomal lokalizasyonu,
genomik yapist ve ¢cDNA formlar1 sekil 2.3’te gosterilmistir (Oliveira ve Alves,
2011).

SHOX geni (NCBI Gene ID: 6473) Xpter-p22.32 ve Ypter-pl1.2°de lokalize PAR1
bolgesinde yer alan, Xp22.33 ve Ypll.3 yerlesimli, 35.067 b¢ uzunlugunda bir
gendir. Yedi egzona sahip bu genin ilk egzonu kodlamayan egzondur ve 3’ ucundaki
egzonun alternatif ayiklanmas ile sirasiyla 292 ve 225 aminoasit uzunlugundaki
SHOXa ve SHOXb proteinlerini kodlar. SHOX geni mRNA transkriptleri transkript
varyant 1; SHOXa’y1 kodlar ve transkript varyant 2; SHOXb’yi kodlar. Transkript



varyant 1 (3757 bg, NCBI Reference Sequence: NM_000451.3) ve transkript
varyant 2 (1951 bg, NCBI Reference Sequence: NM_006883.2) mRNA
transkriptlerinde ilk 5 egzon ayni olmasina karsin son egzon sirasiyla 6a ve 6b olarak
birbirinden farklidir. SHOXa proteini homeodomain, SH3 (Src Homology 3)
baglanma bolgesi ve OAR (Otp, Aristaless, Rax) bdolgesi olmak iizere 3 6nemli
domaine sahiptir. SHOXb proteininde SH3 baglanma bdlgesi ve OAR bolgesi
bulunmaz. Bu nedenle SHOXa proteini transkripsiyon faktorii olarak gorev
yaparken, SHOXb proteininin transkripsiyonel aktivatoér 6zelligi bulunmaz (Ellison
ve ark., 1997, Rao ve ark., 1997).

Enkondral kemiklesmenin onemli diizenleyicisi olan brain natriuretic peptide
proteinini kodlayan NPPB (Natriuretic Peptide Precursor B) geninin SHOX geninin
transkripsiyonel hedeflerinden biri oldugu gosterilmistir (Marchini ve ark., 2007a).
Kondrogeneziste rol alan transkripsiyon faktorleri olan SOX5 ve SOX6 genlerinin de
SHOX geni tarafindan diizenlendigi bildirilmistir (Aza-Carmona ve ark., 2011).
Ayrica, Dicker ve ark.’nin yapmis olduklari ¢alismada SHOX geninin ekstremite
gelisimi tizerine etkisi olan FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3) genine

giiclii pozitif etkide bulundugu gosterilmistir (Decker ve ark., 2011).
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Sekil 2.3. SHOX geni kromozomal lokalizasyonu, genomik yapist ve cDNA
formlart. ¢cDNA formlarinda kirmizi boyali alanlar homeodomain bdlgesini, gri
alanlar egzonlarin kodlayan bolgelerini, ¢izgili alanlar kodlamayan boélgeleri

gostermektedir-Olivere ve Alves (2011)’ten degistirilerek alinmistir.

SHOX geninde bulunan homeobox bdlgesi egzon 3 ve egzon 4’te bulunur ve SHOX
proteininin homeodomain bolgesini kodlar. Bu bolge sayesinde protein, spesifik
DNA bolgelerine baglanarak gen transaktivasyonunu gergeklestirebilir (Ellison ve

ark., 1997, Rao ve ark., 1997). Ayrica bu protein bolgesinin niikleer translokasyon
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(Sabherwal ve ark., 2004) ve dimerizasyon (Schneider ve ark., 2005) ile iligkili

oldugu bulunmustur.

Homeobox 180 b¢ DNA dizisidir ve 60 aminoasit uzunlugunda DNA baglanma
ozelligi olan homeodomain boélgesini  kodlar. Homeodomain dkaryotlarda
transkripsiyon faktorlerinin DNA baglanma motifidir. Homeobox igeren genler
(homeobox gen ailesi) embriyonun uzamsal ve zamansal olarak gelisimini
diizenleyerek ¢ok onemli etkilere sahiptir (Gehring ve ark., 1994, Krumlauf, 1994,
Boncinelli, 1997).

SHOX ile iliskili klinik durumlarda oldugu gibi Waardenburg sendromu tip 1’de
PAX3 (PAired boX gene 3) geni (Baldwin ve ark., 1992), aniridide PAX6 (PAired
boX gene 6) geni (Glaser ve ark., 1992), sinpolidaktilide HOXD13 (HOmeoboX
D13) geni (Muragaki ve ark., 1996) gibi bircok kalitsal hastalikta homeobox

genlerinin mutasyonu neden olarak gosterilmistir.

SHOX geninde C-terminal yerlesimli OAR bolgesi transaktivasyonel fonksiyondan
sorumludur (Rao ve ark., 2001). SH3 baglanma bdlgesi prolinden zengin bir dizidir
ve protein-protein interaksiyonu ile sitoplazmik sinyal iletiminde gorev alir (Koch ve
ark., 1991). SHOXa egzonlari, homeodomain, SH3 baglanma bdlgesi, OAR domaini
sekil 2.4°te gosterilmistir (Rappold ve ark., 2002).

HOMEODOMAIMN SHS3 OAR
111 I FC@—D—&:I/ =
ATG TGA
| ] I v Vv Via

Sekil 2.4. Homeodomain, SH3 baglanma bdlgesi, OAR domaini yerlesimi. SHOXa
kodlayan egzonlar1i acgik gri renkte boyanmustir. Cizgili bolgeler kodlamayan
bolgeleri gostermektedir-Rappold ve ark.(2002)’dan degistirilerek alinmigtir.
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Karsilastirmali genomik hibridizasyon analizi ile LWD hastalarinda, SHOX geninin
birka¢ yiiz kb downstream yoniinde bulunan evrimsel olarak korunmus CNE’ler
(Conserved Noncoding Elements) gosterilmistir (Benito-Sanz ve ark., 2005, Fukami
ve ark., 2006, Huber ve ark., 2006, Rappold ve ark., 2007). Bu elementlerden 3
tanesinin tavuk ekstremite tomurcugunda ve 5 tanesinin noral tiipte enhancer olarak

fonksiyon gordiigii bildirilmistir (Sabherwal ve ark., 2007).

SHOX geni sempanze, kopek, kedi gibi vertabrali tiirlerindeki ortologlar ile yiiksek
oranda sekans homolojisi gosterirken (Blaschke ve Rappold, 2006), rodentlerde
(kemirgenler) homoloji bulunmaz (Rappold ve ark., 2002).

SHOX geninin dnemi su sekilde siralanabilir; 1) Fetal yasam esnasinda gelisen
iskelet dokusunda, ozellikle kemik iligi fibroblastlarinda ve prolifere-hipertrofik
kondrositlerde eksprese olur (Ellison ve ark., 1997, Rao ve ark., 1997, Clement-Jones
ve ark., 2000, Marchini ve ark., 2004, Munns ve ark., 2004), 2) Biiyiime plagindaki
SHOX proteini eksikligi, belirgin kondrosit disorganizasyonuyla birliktelik gosterir
(Munns ve ark., 2001), 3) SHOX geni aktif kopya sayisi ve boy arasinda doz bagimli
iliski goriilir (Ogata ve ark., 2001).

SHOXa ve SHOXb farkli dokularda farkli derecelerde eksprese olurlar. SHOXa
ekspresyonu iskelet kasi, plasenta, pankreas, kalp, kemik iligi fibroblastlari, fetal
beyin gibi bir¢ok dokuda olurken, SHOXb ekspresyonu fetal bobrek, iskelet kas1 ve
kemik iligi fibroblastlarinda -daha smirli dokuda- meydana gelir. Her iki protein de
en fazla kemik iligi fibroblastlarinda eksprese olurlar (Rao ve ark., 1997). Birinci ve
ve 2. embriyonik ark, ulna, radius, dirsek, el bilegi ve bacakta bulunan kemiklerdeki
SHOX ekpresyon paterni LWD hastalarindaki mezomelik BK ve Madelung

deformitesini agiklamaktadir.

Turner sendromundaki karakteristik iskelet sistemi Ozellikleri olan kisa boyun,
skolyoz, genu valgum, Madelung deformitesi ve hipoplastik metakarplar, SHOX
geni anomalisine sahip kisa boylularda da bulunabilmektedir (Clement-Jones ve ark.,

2000). Hintz tarafindan yazilan bir derlemede Turner sendromu ya da

12



diskondroosteozise 6zgii bir ya da birkag iskelet bulgusu bulunan hastalarda SHOX
geni ¢alisilmasi onerilmistir (Hintz, 2002).

2.6. IBK’da SHOX Geninin Onemi

BK vakalarinin yaklasik 1/40-1/150’sinde, genel popiilasyonun 1/2000-1/5000’inde
SHOX geni mutasyonu oldugu tahmin edilmektedir (Leka ve ark., 2006, Marchini ve
ark., 2007b).

SHOX geninde saptanan mutasyonun tipi ve konumu ile fenotip arasinda korelesyon
kurulamamigtir. Tiim gen delesyonu ile intragenik null alel arasinda da fenotipik
farklilik gozlenmemistir. SHOX geninin neden oldugu BK’da molekiiler
mekanizmaya bir alelin fonksiyon kaybetmesinin (haploinsufficiency) neden oldugu
bildirilmistir (Rappold ve ark., 2002).

Kullanilan tarama yonteminin ve hasta se¢im kriterlerinin farklihgina gére IBK’da
SHOX geni mutasyonlar1 %2-15 olarak bulunmustur (Binder ve ark., 2000, Rappold
ve ark., 2002, Stuppia ve ark., 2003, Huber ve ark., 2006, Jorge ve ark., 2007,
Rappold ve ark., 2007).

En sik goriilen mutasyonlar SHOX genini kapsayan ve birka¢ kb’dan birkag yiiz
kb’ya kadar degisen boyutlardaki delesyonlardir. SHOX genine ait delesyonlar,
SHOX geni mutasyonlarinin yaklasik %80’ini kapsamaktadir. Mutasyonlarin geri
kalan kismi nokta mutasyonlarindan olusmaktadir (Rappold ve ark., 2002, Blaschke
ve Rappold, 2006, Huber ve ark., 2006, Sabherwal ve ark., 2007, Binder, 2011). Ote
yandan genin 50-250 kb downstream yoniinde bulunan diizenleyici enhancer
bolgesinin delesyonlarinin da sik goriildiigi ve SHOX geni mutasyonuna bagl
fenotipe neden oldugu bildirilmistir (Benito-Sanz ve ark., 2005, Benito-Sanz ve ark.,
2006, Fukami ve ark., 2006, Sabherwal ve ark., 2007).

SHOX genini kapsayan delesyonlarin karakterizasyonunu belirlemek amaciyla

Benito-Sanz ve ark. tarafindan yapilmig olan bir ¢alismada (Benito-Sanz ve ark.,
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2006), delesyon tasiyan 47 LWD ve 1 LMD toplam 48 hastada delesyonlar ilk olarak
MLPA (Multiple Ligation Probe Amplification) ve MSM’ler (DXYS10092,
DXYS201, DYS290, DXYS10093, DXYS233, ve DXYS234) ile gosterilmis, daha
sonra ¢ok sayida SNP ve MSM kullanilarak daha ayrintili bir sekilde kirik noktalari
belirlenmistir. Sonug olarak SHOX genini i¢eren delesyonlarin oldukga heterojenite
gosterdigi ortaya konmustur (en az 8kb-en ¢ok 38Mb). Bu 48 hastanin 44 tanesinde
(yaklasik 9%91.6) SHOX genini tamamen igine alan delesyonlar saptanirken, 4
tanesinde (yaklasik %8.4) parsiyel delesyonlar tespit edilmistir. Dort hastada
saptanan parsiyel delesyonlarin minimum ve maksimum boyutlari:

1. Egzon 4-6a’y1 kapsayacak sekilde 8-21 kb,

2. Egzon 1-2’yi kapsayacak sekilde 21-56 kb,

3. Egzon 1-2-3-4-5-6a’y1 kapsayacak sekilde 70-100 kb,

4. Egzon 2-3-4-5-6a-6b’yi kapsayacak sekilde 28-83 kb olarak tespit edilmistir.

Missense ve nonsense mutasyonlar tiim gen boyunca goriilmesine ragmen homeobox
bolgesinin bulundugu 3. ve 4. egzonda daha fazla bulunmaktadir. Bu mutasyonlarin
proteinin inaktivasyonuna veya niikleer translokasyon ya da dimerizasyonunun

engellenmesine neden oldugu belirtilmistir (Schneider ve ark., 2005).

Niesler ve ark. tarafindan yayinlanan SHOX Allelic Variant Database veritabaninda
hastalikla iligkili alelik varyantlar ve polimorfizmler gdsterilmistir. Bu veritabani
sadece SHOX geninin etkilendigi mutasyonlar1 i¢ermekte, diizenleyici enhancer
bolgesindeki delesyonlari igermemektedir. 185 adet hastalikla iliskili alelik varyant
bildirilmistir. Bunlardan 159°u  SNP, 19°u delesyon, 7’si duplikasyondan
olugsmaktadir. 159 SNP’den 104’1 (%65.4) missense mutasyon iken, 33 tanesi
(%20.8) nonsense mutasyonlardir. En sik rastlanan nonsense mutasyon c.674C>T
(R195%*) olarak 12 bagimsiz hastada saptanmistir. 19 kiigiik delesyon (%10.3) 1 ile
12 b¢ arasinda degismektedir ve hastalarin biiyiik c¢ogunlugunda frameshift
mutasyona neden olmaktadir. SH3 baglanma bolgesinde missense mutasyon

bildirilmemistir (Niesler ve ark., 2007).

14



Rappold ve ark.’nin yapmus olduklari ¢alismada IBK nedeniyle basvuran 900 hasta
incelenmistir. 750 hastada SHOXa kodlayan egzonlar (egzon 2-6a) polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) sonrasinda SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism)
yontemi ile taranmis, anormal bant paterni bulunan olgularda dizi analizi
gerceklestirilmistir. Geri kalan 150 hastada FISH yontemi kullanilarak delesyonlar
acisindan taranmistir. Sonug olarak SSCP yontemi ile %0.4 oraninda, FISH yontemi
ile %2 oraninda mutasyon tespit edilmistir (Rappold ve ark., 2002).

Huber ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢alismada dnce 4 polimorfik MSM kullanilarak
delesyon analizi yapilmis, delesyon saptanmayan olgularda SHOXa’y1 kodlayan
egzonlar sekans yontemi ile taranmuis, her iki analizde de normal sonug veren olgular
PARZ1’1 kapsayan 20 MSM ve 49 SNP kullanilarak ayrintili delesyon taramasi
yapilmistir. Sonug olarak bu g¢alismada %15 oraninda mutasyon tespit edilmistir

(Huber ve ark., 2006).

IBK’da %2-15 oraninda saptanan SHOX geni mutasyonlarmin dagilimi tablo 2.1°de

gosterilmistir.

Tablo 2.1. IBK’da SHOX geni mutasyonlarinin dagilimi.

Mutasyon Tipi Sikhig (yaklasik olarak)
SHOX  geninin  bir  kismimnin %7
etkilendigi parsiyel delesyonlar
Delesyonlar — ——
4 SHOX geninin tamamin etkilendigi %73
delesyonlar
Nokta Mutasyonlari %20
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SHOX geni enhancer bolgesindeki delesyonlarin sikligini belirlemek ve LWD ve
kontrol grubu ile karsilastirmak amaciyla 740 IBK ve 67 LWD olgusu ve 100
kontrolde SHOX geni mutasyonlar1 arastirilmistir. Sekans analizi sonrasinda
intragenik nokta mutasyonlar1 5 IBK ve 9 LWD hastasinda saptanmis ve bu hastalar
dislanmistir. 735 IBK olgusunda saptanan 31 delesyondan 8’inin (%26) sadece
enhancer bolgesinde oldugu, 58 LWD olgusunda saptanan 29 delesyonun 13
tanesinin (%45) sadece enhancer bolgesini kapsadigi belirlenmistir. Bu delesyonlar

100 kontrolde ¢alisilmis ve normal bulunmustur (Chen ve ark., 2009).

Genis oOlgekli, cok merkezli, randomize, prospektif bir c¢alismanin 2 yillik
sonuglarinin degerlendirildigi bir yayinda SHOX geni mutasyonuna bagli BK
olgularinda BH tedavisinin biiylime hizi ve boy SSD degerlerini belirgin olarak
arttirdigr gosterilmistir. Calismada ayrica SHOX geni mutasyonuna bagli BK
olgular1 ile Turner sendromu olgularinin BH tedavisine yaniti benzer bulunmustur
(Blum ve ark., 2007). Bu calismaya dayanilarak FDA (Food and Drug
Administration) ve EMEA (European Medicines Agency) tarafindan SHOX geni
mutasyonuna bagl BK olgularinda BH tedavisi onaylanmigtir (Binder, 2011).

2.7. SHOX Mutasyonu Saptanmis iBK Olgularinda Klinik Belirtecler

SHOX geni mutasyonlarmin ortaya cikarttigi fenotipler oldukca degiskendir.
Fenotipin ana karakteristigi olan ekstremitelerin mezomelik orantisizligi ve
Madelung deformitesi zamanla gelisir ve daha ¢ok ikinci dekatta ortaya ¢ikar. Bu
nedenle okul 6ncesi ¢ocuklarda fenotip siklikla nonspesifiktir (Ross ve ark., 2001,
Binder ve ark., 2003, Jorge ve ark., 2007).

Kiz ¢ocuklarinda daha sik ve daha siddetli bir fenotip izlenir. Bu durumdan Gstrojen

etkisi sorumlu tutulmustur (Ogata ve ark., 2001).

SHOX geni mutasyonunun neden oldugu Madelung deformitesi ilk olarak Alman

cerrah Dr. Otto Wilhelm Madelung tarafindan 1878 yilinda tanimlanmistir.
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Madelung tanimini ‘distal ulnanin 6ne spontan subluksasyonu’ seklinde yapmistir
(Binder, 2011).

Radyolojik tanimlama ilk olarak Langer tarafindan gerceklestirilmistir. Langer el-
bilek grafisinde 3 ana bulgu tanimlamustir; (i) distal radial epifizin triangular sekilde
kalmasi, (ii) karpal kemiklerin lunatum en tepede kalacak sekilde piramidalizasyonu,
(iii) radius distalinin ulna tarafinda kalan bolgesinin daha az yogun goriilmesi
(radyolucency’nin daha az yogun olmasi) (Langer, 1965). Madelung deformitesi

radyolojik goriintiisii sekil 2.5’te gosterilmistir (Binder, 2011).

Triangularization Pyramidaiation Lucency

'\
"

:

Sekil 2.5. Madelung deformitesi radyolojik goriintiisii. Ustteki resimler normal
alttaki resimler Madelung deformitesi olan hastanin el-bilek grafileri. A. Distal radial
epifizin triangular sekilde kalmasi, B. Karpal kemiklerin lunatum en tepede kalacak
sekilde piramidalizasyonu, C. Radius distalinin ulna tarafinda kalan bolgesinin daha
az yogun goriilmesi (radyolucency’nin daha az yogun olmasi)-Binder (2011)’den

degistirilerek alinmistir.
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SHOX mutasyonuna bagl fenotipte, BK’ya biiyiik ol¢iide ekstremitelerdeki kisalik
neden olur (Ross ve ark., 2001, Binder ve ark., 2003, Jorge ve ark., 2007). Bu
bulgunun klinik olarak degerlendirilebilmesi i¢in kulag, oturma boyu, iist segment,
alt segment, subischial alt ekstremite boyunun belirlenmesi gereklidir. Ekstremite
kisaligr kulag ve alt ekstremite uzunlugunu azaltmaktadir. Kulag-boy farki, iist/alt
segment orani, orantisizligi gostermek icin kullanilmaktadir (Turan ve ark., 2005).
Alt1 yasindan kii¢iik ¢ocuklarda orantisizlik olmayabilir (Binder, 2011). Binder ve
ark. tarafindan kulag, oturma boyu ve subischial alt ekstremite boyu kullanilarak

ekstremite-govde oranini hesaplayan bir formiil 6nerilmistir:
Ekstremite-Govde Oram = (Subischial Alt Ekstremite + Kula¢)/Oturma Boyu

Yazarlar SHOX geni mutasyonu tasiyan olgularda ekstremite-gévde oraninin
kontrole gore belirgin diisiik oldugunu saptamiglardir. Bu oranin normal olarak
saptandig1 ¢ocuklarda SHOX geni mutasyonunun neredeyse %100’lik bir negatif
prediktif deger ile diglanabilecegi belirtilmistir (Sekil 2.6) (Binder ve ark., 2003).

O iBK ©
34 @ SHOX mutasyonu tagiyan aolgular

o

Subischial Alt Ekstremite + Kulag
Oturma Boyu

T T T T T T T T v T
100 110 120 130 140 150 Boy(cm)

Sekil 2.6. Ekstremite-govde orani ¢izelgesi. Orta deger ve arti-eksi 1 SSD’leri
cizgilerle gosterilmistir. I¢i bos daireler IBK olgularim, i¢i kirmizi ile boyanmis
daireler SHOX geni mutasyonu olan olgular1 gostermektedir.-Binder ve ark.

(2011)’dan degistirilerek alinmigtir.
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Rappold ve ark.’nin yayinlamis olduklar1 genis katilimli bir ¢aligmada klinik olarak
IBK tanis1 almis ve SHOX mutasyonu saptanan olgularda 6n kolda egrilme, 6n kol
kisaligi, ulna dislokasyonu, tibia’da egrilme ve muskiiler hipertrofi goriiniimii
bulgularinin daha sik goriildiigii ve bu nedenle bu bulgularin SHOX anomalileri i¢in
klinik belirtegler oldugu vurgulanmistir. Ayrica viicut Kitle indeksi (VKI) degerinin
SHOX mutasyonu olan olgularda olmayanlara gore daha yiiksek ¢iktig1 gosterilmistir
(Rappold ve ark., 2007).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Calisma Grubu

Bu calismada etik kurul karari alindiktan sonra (EK 1): 2010-2011 yillar1 arasinda
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine IBK
nedeniyle basvuran hastalar incelenmistir. Hastalar bilgilendirilmis goniillii oluru

(EK 2) alindiktan sonra arastirmaya dahil edilmistir.

Dabhil edilme kriterleri
1. Boyun -2 SSD’nin altinda olmasi

2. Normal karyotipe sahip olmasi

Dahil edilmeme Kriterleri
1. Kronik hastalik 6ykiisii (kronik bobrek yetmezligi, malabsorbsiyon, ¢olyak
hastaligi, kronik karaciger hastaligi, iskelet displazisi, siyanotik kalp
hastaligi, dismorfik sendrom, kronik steroid kullanimi, obstruktif akciger
hastalig1, kronik anemi, kronik asidoz)
2. Diisiik dogum agirlig
3. BH eksikligi ya da BH direnci olmast

4. Anormal karyotipe sahip olmasi
3.2. Gergeklestirilen Antropometrik Olciimler ve Hesaplamalar
Hastalar;
1. BK’min derecesi,
. Ideal agirlik yiizdeleri,

Ekstremite-govde oranlari

. Ust segment/alt segment orani,

2
3
4. Kulag boyu-boy farki,
5
6. BK’nin orantili olup olmadig,
7

. Kol, 6n kol, el, ayak uzunluklari,
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8. Ek bulgularin (muskiiler hipertrofi goriiniimii, kubitus valgus, 6n kolda

egrilme, ulna dislokasyonu...) varligina gore degerlendirilmistir.

Boy: Hasta ayakta, dik, karsisina bakar pozisyonda iken basin en iist seviyesi ile yer

arasindaki mesafe.

Alt segment: Hasta ayakta, dik, karsisina bakar pozisyonda iken simfizis pubis {ist

seviyesi ile yer arasindaki mesafe.

Oturma boyu: Hasta dik bir sekilde oturur, bas ve gozler tam karsiya bakar
pozisyonda. Basin arkasi, sirt, kalgalar ve omuzlar duvara yaslar pozisyonda iken

oturulan yer ile basin en {ist noktas1 arasindaki mesafe.

Kol Uzunlugu: Omuz ekleminin postero-lateralinin en belirgin kismi acromion

cikintisindan dirsek postero-lateralinde olecranon distaline kadar olan mesafe.

On kol Uzunlugu: Dirsek postero-lateralinde olecranon distalinden el bileginde

radius kemiginin distaline kadar olan mesafe.

El Uzunlugu: El ve parmaklar diiz iken el bilegindeki en distal kalin ¢izgiden orta

parmagin en ucuna kadar olan mesafe.

Ayak Uzunlugu: Ayak diiz zemine basiyorken topuktan bas parmak ug¢ kismina

kadar olan mesafe.

Kulag¢: Kollarin bedenden horizontal olarak tamamen uzatildiginda her iki orta

parmak arasindaki mesafe.

Ideal Agirhk Yiizdesi (IAY): Hastanin boy yasina gore ideal agirligi. Mevcut
agirhga, boy yasma gore ideal agirlign béliiniip 100 ile carpilarak hesaplamir. IAY
%120-140 arasinda bulunanlar obez, %60-80 arasinda bulunanlar orta zayif olarak

degerlendirilmistir.
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Boy Yasi: Olgiilen boy uzunlugunun orta degeri gosterdigi yas.

Ust Segment: Boy uzunlugundan alt segment uzunlugunun cikarilmasi ile elde

edilen mesafe.

Subischial Alt Ekstremite Uzunlugu: Boy uzunlugundan oturma boyunun

¢ikarilmasi ile elde edilen uzunluk.

Ust Segment/Alt Segment Orani: Ust segmentin alt segmente boliinerek elde edilen

oran.

Kula¢ Uzunlugu-Boy Farki: Kula¢ uzunlugundan boy uzunlugunun ¢ikarilmasi ile

elde edilen fark.

Olgiimler igin 2007 yilinda Hall ve ark. tarafindan yaymmlanan kitaptan
yararlanilmigtir (Hall, 2007).

Ekstremite-Govde Oram ve SSD’leri: (Subischial Alt Ekstremite + Kulag)/Oturma
Boyu, Binder ve ark.’nin yaymlamis olduklar1 yaymn referans olarak alinmistir

(Binder ve ark., 2003).

Boy SSD’leri: Neyzi ve ark.’min Tirk cocuklarinda gergeklestirdikleri ¢aligma
referans olarak alinmistir (Neyzi ve ark., 1978).

Ust segment/alt segment orami SSD’leri: Turan ve ark.’min Tiirk ¢ocuklarinda

gerceklestirdikleri calisma referans olarak alinmistir (Turan ve ark., 2005).

Kula¢ uzunlugu-boy farki SSD’leri: Turan ve ark.’nmin Tirk ¢ocuklarinda

gerceklestirdikleri calisma referans olarak alinmistir (Turan ve ark., 2005).

Boy kisaliklarinin orantili ya da orantisiz olduklarina iist segment/alt segment oran

ve kulag uzunlugu-boy farki ile karar verilmistir. Her 2 gosterge icin hastalarin 2
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SSD’nin diginda kalan olgular orantisiz kabul edilmistir. Alt ekstremiteyi
degerlendirmek icin {ist segment/alt segment oran1 kullanilirken, {ist ekstremitenin
degerlendirilmesinde kulag uzunlugu-boy farkindan faydalanilmistir. Ayrica
ekstremite-govde oranlar1  ckstremite  kisaligin1  degerlendirmek  amaciyla

kullanilmistir.

Dismorfik  bulgulari  a¢isindan  degerlendirmek  {izere fizik muayene

gergeklestirilmistir.

3.3. Mutasyon Analizi

3.3.1. DNA izolasyonu

Genomik DNA, EDTA’l tiipe alinmis 1 ml periferik kandan, Magna Pure LC

Instrument (Roche Applied Science) cihazi kullanilarak izole edilmistir.

3.3.2. MSM Analizi

SHOX geni delesyonlari, oncelikle MSM’lerdeki heterozigotlugun kaybi ile
degerlendirilmistir. Bu amagla SHOX geninin 5’ ucuna yaklasik 3.500 bg¢ uzaklikta
bulunan DXYS10092 ve intragenik DXYS10093 MSM’leri (Sekil 3.1)
kullanilmistir. 2005 yilinda 100 kisilik kontrol grubunda yapilan bir ¢alismada
DXYS10092 (GA tekrar1) ve DXYS10093 (CT tekrar1) MSM’lerinin heterozigosite
degerleri sirastyla 0.96 ve 0.69, gbzlenen alel sayilar1 da sirasiyla 18 ve 14 olarak

bulunmustur (Benito-Sanz ve ark., 2005).

MSM analizi igin her bir markera uygun primerlerden 20 pmol, uygun tamponda (2
U DNA polimeraz, 10 pmol dNTP, 75 mmol MgCl;) 100 ng genomik DNA ile
birlikte karistirilarak, tablo 3.1°’de belirtilen kosullarda Mastercycler Gradient
(Eppendorf) cihazinda PZR gergeklestirilmistir. MSM analizi i¢in kullanilan

primerler tablo 3.2°de verilmistir.
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Tablo 3.1. MSM’lerin ¢ogaltilmasinda uygulanan PZR kosullari.

Sicaklik °C Siire

1 94 7 dk

40 2 94 30 sn
Dongii | 3 56 30 sn
4 72 40 sn

5 72 7 dk
6 4 Beklet

Tablo 3.2. MSM’lerin gogaltilmasinda kullanilan primerler.

MSM Primer Niikleotit Dizisi Urilin Uzunlugu

DXYS10092 -F | TTC GTG ACA AAG GCCTTT GC 317 -367 bg

DXYS10092 -R | CTACAAGTC CTAGTACCT AC

DXYS10093 - F | GCC CGT GAT CCC AGT ACT G 233-259 bg

DXYS10093-R | CAACTT CCT TGG AAATCT TC

PZR iirlinleri 6nce agaroz jelde goriintiilenmistir.

Agaroz Jel Elektroforezi

%2’lik jel hazirlanmasi i¢in 30 ml 1 x TBE (Tris / Borik asit / EDTA) i¢ine 0.6 gr
agaroz eklenmistir. Cozelti mikrodalga firinda orta ayarda 1.5 dk 1sitilip i¢ine 0.5 pl
EtBr (Ethidium Bromide eklenerek karistirtlmistir. Jel elektroforez aparatina
dokiilerek sogumaya birakilmistir. Elektroforez tanki 1 X TBE ile doldurularak jel

yiiriitme islemine hazir hale getirilmistir.
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PZR sonrasinda 5 pl PZR {irlind, 1 pl, 6 x ylikleme tamponu ile karistirilip, karisimin
6 ul’si agaroz jele yiiklenmistir. 90 V (Volt)’de 30 dk elektroforez uygulanmastir. Jel
Kodak Gel 200 jel goriintiileme cihazinda goriintiilenerek Kodak 1D Image Analysis
Software (Rochester, New York) kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen bantlarin
b¢ uzunlugu pUC Mix Marker, 8 ( Catalog No. SM0301, Fermentas) kullanilarak
kontrol edilmistir. Bu marker iiriiniinde 17 fragman (1118, 881, 692, 501, 489, 404,
331, 242, 190, 147, 11, 110, 67, 34, 34, 26, 19) bulunmaktadir.

Agaroz jel -elektroforezi sonrasinda PZR f{iriinleri %8’lik poliakrilamid jel

elektroforezi (PAGE) kullanilarak degerlendirilmistir.

PAGE

%40 akrilamid-bisakrilamid (38:2) stok soliisyonu hazirlamak i¢in 38 gr akrilamid ve
2 gr N-N-metilen bisakrilamid ve toplam hacim 100 ml olana kadar dH,O iginde

¢Ozilmiistiir.

Daha sonra 10 ml stok soliisyon iizerine 10 ml 5 X TBE buffer, 2 ml gliserol, 32.25
ml dH,O, 400 pl %10’luk amonyum persiilfat ve 20 ul TEMED eklenerek jel
hazirlanmistir. Ornekler ve marker, 300 V’de 3 saat yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme
isleminden sonra jel 1 pg/ml EtBr’li soliisyon i¢inde 25 dk bekletilmistir. Jel Kodak
Gel 200 jel goriintilleme cihazinda goriintiilenip Kodak 1D Image Analysis Software
(Rochester, New York) kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen bantlarin uzunlugu
pUC Mix Marker, 8 ( Catalog No. SM0301, Fermentas) veya 20 bp DNA Ladder
(Catalog No.SM1323, Fermentas) kullanilarak belirlenmistir.

Her iki MSM’de de homozigotluk saptanan ve bir MSM’de homozigotluk digerinde

ise  homozigot-heterozigot ayrimi1  yapilamayan olgularda FISH analizi

gergeklestirilmistir.
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3.3.3. FISH Analizi

Periferik kandan lenfosit hiicre Kiiltiirii

Besiyerinin Hazirlamsi: Besiyeri igerigi Tablo 3.3’te gosterilmistir (inaktif hale

gelmesi i¢in fetal bovine serum 65 °C’de 30 dk (dakika) bekletilmistir). Hazirlanan

besiyeri 5 ml’lik alikotlara ayrilmis ve -20 °C’de bekletilmistir.

Tablo 3.3. Besiyeri igerigi.

Besiyeri Icerigi Hacim (ml)
RPMI-1640-Medium (Cat.No: 31870-025) 100
FETAL BOVINE SERUM (Cat.No: 50113, BIOCHROM) 20
Phytohemagglutinin M (Cat.No: 50113, BIOCHROM) 2.5
L-Glutamin (200mM) (Cat.No: 25030-024, GIBCO) 1
Antibiyotik soliisyonu: 1

10.000U/ml Penicilline G (IE), 10 pg/ml Streptomisin Sulfat (IE)

Hipotonik Soliisyonunun Hazirlanmasi: 0.56 gr KCI 100 ml dH;O iginde

¢Oziilmiistiir. Soliisyon 37 °C’de bekletilmistir.

Fiksatif Soliisyonunun Hazirlanmasi: 25 ml asetik asit, 75 ml metenol ile

karistirilmis, soliisyon -20 °C’de bekletilmistir.

Sitogenetik EKim ve Cikarim Asamalari:

1. 5 ml besiyeri igeren tiipe 0,8 ml heparinli periferik kan eklenmistir.

2. Tipler etlivde 37 °C’de 72 saat inkiibe edilmistir.

3. Cikarimdan 1 saat 6nce 10 pg/ml’lik kolsisinden 100 pl kolsisin (Cat. No:

C9754-G, Sigma Aldrich) eklenmistir.

4. Kolsisin eklendikten 1 saat sonra tiipler 900 devirde 10 dk santrifiij

edilmis, slipernatan uzaklastirildiktan sonra pelet homojenize edilmistir.
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5. Tiplere yeni hazirlanip 37 °C’de bekletilen hipotonik soliisyonundan 5 ml

eklenmis ve 37 °C’de 40 dk bekletilmistir.

6. Tipler 900 devirde 10 dk santrifiij edilmis, Siipernatanlar

uzaklastirildiktan sonra peletleri homojenize edilmistir.

7. Tipler 6 ml’ye kadar yeni hazirlanip -20 °C’de bekletilen fiksatif

soliisyonu ile doldurulmustur.

8. Altinc1 ve 7.basamak 3 kez daha tekrarlanmis son basamakta tiipler +4

°C’ye kaldirilmistir.

FISH Protokolii

Preparatlarin hazirlanmasi;

Temiz lam ylizeyine 3-4 damla hiicre 6rnekleri damlatilmistir.
Lamlar 2 x SSC (Saline / Sodium / Citrate) sollisyonunda 2 dk,
%70, %85 ve %100 etanolde 2 dk,

37 °C’de 5 dk bekletilmistir.

Pre-denatiirasyon;

-20 °C’de saklanan SHOX probundan 3 pl lamlarin {izerine eklenmistir.
24 mm-24 mm boyutlarindaki lamel ile probun eklendigi bolge kapatilmistir.

Lamelin ¢evresi yapistiric sollisyon ile kapatilmustir.

Denatiirasyon;

Lamlar hotplate tizerinde 75 °C’de 2 dk bekletilmistir.

Hibridizasyon;

Lamlar 37°C, nemli, karanlik ortamda bir gece tutulmustur.

Hibridizasyon sonrasi yikama;

Lamel ve yapistirict soliisyon dikkatlice ¢ikarilmigtir.
Lamlar 0.4 x SSC soliisyonunda 72 °C’de 2 dk,
Kuruduktan sonra 2 x SSC, %0.05 tween20 soliisyonunda 1 dk bekletilmistir.
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e Bu asamadan sonra 4 pl DAPI boyasi damlatilan lamel, lamin {izerine

kapatilarak +4 °C’de beklemeye alinmistir.

Degerlendirme;

Aquarius SHOX (Catalog No: LPU 025, Cytocell) probu kullanilarak FISH analizi
gerceklestirilmistir. Prob, SHOX geninini tamamen kapsayan yaklasik 160 kb
uzunlugunda bir diziyi gostermektedir (Sekil 3.1).

Her hasta i¢in 20 metafaz degerlendirilmistir. Analiz BX61 fully automated
microscope (OLYMPUS) mikroskobu ve ER-3339 (Applied Imaging) CCD kamera
ile yapilmistir. Degerlendirmede CytoVision Version 3.00 Build 61(Applied Imaging)

yazilimi kullanilmistir.

Y kromozomu heterokromatin bdlgesine 6zgiin DYZ1 probu (yesil floresan isaretli),
X kromozomu sentromerine 6zgiin DXZ1 probu (mavi floresan isaretli), SHOX
genini igine alan 160 kb’lik diziye 6zgiin SHOX probu (kirmizi floresan isaretli)
kullanilmistir. DYZ1, DXZ1 ve SHOX problari sirastyla FITC, AQUA ve Texas Red
filtrelerinde analiz edilmistir. Tim kromozomlar DAPI II kullanilarak DAPI

filtresinde goriintiilenmistir.

Normal kadin bireyde 2K, 2M, normal erkek bireyde 2K, 1Y, 1M sinyallerinin

bulunmas1 gerekmektedir (K: kirmiz1 sinyal, Y: yesil sinyal, M: mavi sinyal).

SHOX geni FISH probu, SHOX geni, MSM DXYS10092 ve MSM DXYS10093
yerlesimleri sekil 3.1°de gosterilmistir. X kromozomu PAR1 bolgesi sekans
bilgilerine giincel NCBI/Map Viewer Built 37.3 (Current)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/ ) kullanilarak ulasilmistir. SHOX
geni (Chromosome: X; NC_000023.10 (585079..620146), Gene ID: 6473 ) sekans
bilgileri NCBI / Gene kaynagindan
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_repor
t&list_uids=6473 ) alinmistir.
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SHOX GENI. ~35kb.

DXYS10093
DXY510092 616.294
581.630 l
Xp telomer ] X sentromer.
£ L) 585.079-— 620.146 >
534,147 698.556
4

SHOX PROBU (yaklasik 160kb.)

Sekil 3.1. SHOX geni FISH probu, SHOX geni, MSM DXYS10092 ve MSM
DXYS10093 yerlesimleri.

FISH analizi sonrasinda delesyon saptananlarin disindaki tiim olgularda dizi analizi

ile SHOX geni mutasyonlari arastirilmstir.

3.3.4. Dizi Analizi

SHOX genine ait egzon 2, 3, 4, 5 ve 6a (4.ve 5. egzon tek bir reaksiyonda
cogaltilmistir) egzon-intron birlesme (junction) bolgelerini kapsayacak sekilde uygun
primerler kullanilarak Mastercycler Gradient (Eppendorf) cihazinda PZR ile
¢ogaltilmigtir. Bunun i¢in her bir egzona uygun primerlerden 20 pmol, uygun
tamponda (2 U DNA polimeraz, 10 pmol dNTP, 75 mmol MgCl,;) 100 ng genomik
DNA ile birlikte karistirilarak, tablo 3.4 ve tablo 3.5’te belirtilen kosullarda PZR
gerceklestirilmigtir. Egzon 2 ve 6 touch down PZR ile ¢ogaltilmistir.

29



Tablo 3.4. Egzon 2 ve 6’nin ¢ogaltilmasinda uygulanan PZR kosullari.

Sicaklik (°C) Siire

1 94 7 dk

2 94 30 sn

14 (Her adimda 3 72 30 sn

Déngii | 05 °C azalarak)

4 72 40 sn

26 5 94 30sn
Dongii 6 65 30 sn
7 72 40 sn

8 2 5 dk
9 4 Beklet

Tablo 3.5. Egzon 3 ve 4-5’in ¢ogaltilmasinda uygulanan PZR kosullari.

Sicaklik (°C) Siire

1 94 7 dk

38 2 94 30 sn
Dongii 3 65 30sn
4 72 40 sn

5 72 7 dk
6 4 Beklet

PZR sonucu agaroz jel elektroforezi ile degerlendirilmistir. 5 pul PZR iirtini, 1 pl, 6 x
yiikleme tamponu ile karistirilip, karisimin 6 pl’si agaroz jele yiiklenmistir. 90 V’de
30 dk elektroforez uygulanmistir. Jel Kodak Gel 200 jel goriintiileme cihazinda
goriintiilenerek Kodak 1D Image Analysis Software (Rochester, New York)

kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen bantlarin uzunlugu pUC Mix Marker, 8
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(Catalog No. SM0301, Fermentas) kullanilarak kontrol edilmistir. PZR {irlinii

degerlendirmesi sonrasinda geri kalan PZR iiriinleri kullanilarak dizi analizi

gergeklestirilmistir.

Sekans PZR’si 6ncesinde PZR iiriinlerini temizlemek i¢in 2 pl EXoSAP-IT (GML) ile
5 ul PZR iiriinii karistirilarak 37 °C’de 15 dk, 80 °C’de 15 dk bekletilmistir.

Her bir temizlenmis PZR iiriinii i¢in i¢in forward ve reverse primerlerle iki yonlii

sekans PZR’si gergeklestirimistir. PZR kimyasallari ve sekans PZR kosullar

sirastyla tablo 3.6 ve 3.7’de gosterilmistir.

Tablo 3.6. Sekans PZR’1 kimyasallari.

Kimyasal Hacim
ABI Prism ® Bigdye™ Terminator (Product P/N: 4336923, 2 ul
Applied Biosystems)
ABI Prism ® Bigdye™ Terminator v1.1, v3.1 5 X Sequencing 1l
Buffer (Applied Biosystems)
Forward veya reverse primer (1 pmol/ul) 1.6 pl
Temizlenmis PZR iiriini 1l
ddH,0 4.4 ul
Toplam 10 pl

Tablo 3.7. Sekans PZR’si kosullari.

Sicaklik (°C) Siire

1 96 1dk

25 2 96 10 sn
Dongii 3 50 5sn
4 60 4 dk

5 4 Beklet
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Sekans reaksiyon {irlinlerini saflastirmak i¢in SEPHADEX G-50 Medium (Product
Number:S6022 , Sigma Aldrich) kiti kullanilmistir.

Denatiirasyon amaciyla sekans reaksiyonu iiriinii 10 pl Hi-Di™ Formamide (PIN
No: 4311320, Applied Biosystems) ile karistirilarak 94 °C’de 3 dk bekletilmis ve
ardindan hizlica buz lizerine aktarilmistir. Bu diriinlerin tim hacmi 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) cihazina yiiklenerek dizi analizi gergeklestirilmistir.
Sekans sonuglarinin  degerlendirilmesi igin SeqScape version 2.7 (Applied
Biosystems) ve Sequencing Analysis version 5.1(Applied Biosystems), Windows XP

(Microsoft) yazilimlari kullanilmustir.

Dizi analizi i¢in kullanilan primerler tablo 3.8’de verilmistir.

Tablo 3.8. Dizi analizinde kullanilan primerler.

Primer Adi Primer Niikleotit Dizisi Uriin
Uzunlugu
Egzon2-F CGC GGG GAG ACG CGC GCATCC 387 bg

Egzon 2 -R GGC GCC GAA CCC CAG GAG GGC

Egzon 3 -F GCCACGTTG CGC AAAACCTC 320 be

Egzon3-R CCC GAG GAC CAG GCG ATG

Egzon4-5-F | GGG AGG CTG GGC TGG GTTC 376 bg

Egzon 4-5-R | GGA AGG GAG CAG CAGGTCC

Egzon 6 - F GTC CCC ATCCTG CGC CCT CACCC 334 be

Egzon 6 -R GCG CGG AGC CCG GGA GTC CG
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4. BULGULAR

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine
basvuran ve IBK tanis1 alan 4 tanesi erkek (olgu 11, 28, 33 ve 35), 34 tanesi kiz
olmak {izere toplam 38 cocuk hasta calismaya alinmustir. Incelemeye alinan 38
hastanin yaslar1 6.5 ile 17 arasinda bulunmustur. Olgu 1 ve olgu 2 tek yumurta ikizi
iken olgu 33 ve olgu 34’iin kardes olduklar1 6grenilmistir. Olgu 1, 2, 6, 9, 11
postpubertal diger olgular prepubertal olarak degerlendirilmistir. Yedi olgunun (7,
10, 11, 12, 13, 17, 19) 6 ay ile 2 yil arasinda degisen siirede BH kullandigi
belirlenmistir. Tiim olgulara ait antropometrik Olglimler ve hesaplamalarin

sonuclari tablo 4.1’de verilmistir.
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Tablo 4.1. Tiim olgulara ait antropometrik dl¢ciimler ve hesaplamalar. Agik gri renkle boyal alanlar alt sinirin altinda, koyu renkle boyali alanlar Gst sinirin Gstiinde oldugu anlamina

gelmektedir. * Dogumda kol kirigi mevcut.
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1| kK | 14 |331| 785 143 | -261 | 11 | 167 | 166 | 160 0 |-261| 1 |140|-3| 76 71 72 |o0986| 67 | 272| 2929 22-22 16,5-16,5 | 22,5-22,5
2 | K | 14 |331| 7688 | 1445 | 2,36 | 11 | 167 | 166 | 160 0 | -236| 2 |14 |-1] 765 | 71,5 73 |0979| 68 | 277 | 2929 22-22 17-17 23-23
3 | K | 125|465 | 12861 | 137 | 2,46 | 10 | 148 | 162 | 1485 | 217 | 029 | 3 | 142 |5 | 73 65 72 |0903| 64 | 28| 3030 22-22 16-16 23-23
a | K | 135 33 | 827 140 | -2,78 | 10,5 | 156 | 172 | 157,5 | 0,47 | 2,31 | 4 | 140 74 | 665 | 735 |0904| 66 | 2,78 | 30-30 21,5-21,5 | 16,5-16,5 21-21
5 | K | 13 | 35 | 924 139 | -2,87 | 105 | 158 | 157 | 151 | -1,7 |-1,17 | 5 |141] 2| 71 67 72 |0931| 68 [294| 3030 21-21 15,5-15,5 22-22
6 | K | 13 |435| 112,28 | 139 | -2,87 | 10,5 | 145 | 159 | 1455 | 2,74 | 013 | 6 | 140 | 1 | 78 68 71 | 0958 | 61 | 257 | 2929 22-22 17,5-17,5 22-22
7 | kK |135| 27 | 7066 | 137 | -325 | 10 | 160 | 165 | 156 | -0,75 | 25 | 7 | 135 |-2| 72 65 72 |0902| 65 | 277 | 2828 21-21 15,5-15,5 22-22
8 | K | 11 | 24 | 7581 | 129 | 27 | 9 | 160 | 164 | 1555 | -0,85 | -1,85 | 8 | 122 | 7| 67 64 65 | 0985 | 62 | 274 | 2424 20-20 15-15 20-20
9 | K | 155|375 8587 | 143 | 28 | 11 | 141 | 155| 1415 | 346 | 066 | 9 | 139 |-4| s0 71 72 |098 | 63 | 252 | 2828 22-22 15-15 22-22
10 | Kk | 115|245 | 7591 | 130 | 32 | 9 |160| 163 | 155 | -094 | 2,26 | 10 | 134 | 4 | 705 | 64 66 | 0969 | 59,5 | 2,74 | 2828 20,5-20,5 15-15 20-20
11 | E | 17 | 427 | 8187 | 154 | 31 | 13 | 147|170 | 165 | -1,35 | -1,75 | 11 | 160 81 79 75 | 1,088| 73 | 2,87 | 3232 25-25 18-18 25-25
12 | K | 11,5 | 452 | 12620 | 137 | 202 | 10 | 153|178 | 159 | -0,19 | -1,83 | 12 | 130 |-7| 75 | 655 | 715 |0916| 62 | 256 | 29-29 19,5-19,5 17-17 23-23
13 | K | 12 | 293 | 8599 | 133 | 31 | 95 154|161 | 151 | -1,7 | -1,4 | 13 | 130 | 3| 73 58 75 | 0773| 60 | 26 27-27 21-21 16-16 21-21
14 | K | 12 |295| 81 137,5 | 2,38 | 10,5 | 154 | 157 | 149 | 208 | -03 | 14 | 134 |-4| 71 62 755 | 0821 665 | 2,82 | 2828 21-21 16-16 21,5-21,5
15 | K | 105|265 | 8623 | 1285 | 225 | 9 |149 | 168 | 152 | -1,51 | -0,74 | 15 | 128 | -1| 68,5 | 60,5 68 | 0,889 | 60 | 2,73 | *26,5-27,5 | 19,5-20 15-15 19,5-19,5
16 | K 9 |212| 8,72 | 119 | 222 | 7 | 143|170 | 150 | -1,89 | -033 | 16 | 119 | 0| 66 | 595 | 59,5 1 53 | 26 24-24 19-19 14-14 19-19
17 | Kk | 125|345 | 9108 | 139 | -261 | 105 | 164 | 168 | 159,5 | 0,09 | -2,7 | 17 | 144 | 5| 71,5 | 645 | 745 | 0,865 | 67,5 | 2,8 31-31 24-24 17-17 24-24
18 | K | 11,5 | 295 | 8529 | 134 | 294 | 10 | 153 | 165 | 1525 | -1,42 | -1,52 | 18 | 133 |-1| 71 62 72 |osel| 63 | 2,76 | 2727 21,5-21,5 | 155-15,5 22-22
19 | K | 14 | 37 | 9155 | 140 | 3,02 | 105 | 165 | 175 | 163,5 | 0,66 | 3,78 | 19 | 144 | 4 | 75 67 73 |o0918| 65 |278| 3030 22-22 16,5-16,5 23-23
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Tablo 4.1'in devami.
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20 K 6,5 13,8 80,29 104,5 -2,79 4,5 155 | 158 150 -1,89 -0,9 20 99 -6 57 52,5 52 1,009 47,5 2,56 19,5-19,5 15-15 11,5-11,5 17-17
21 K 13,5 28 71,19 139 -2,94 10,5 | 154 | 160 151 -1,79 | -1,15 | 21 141 2 71 63 76 0,829 68 2,94 28-28 21-21 16,5-16,5 22-22
22 K 10,5 | 23,7 80,21 126 -2,7 8,5 153 | 157 | 148,5 | -2,17 | -0,53 | 22 120 -6 68 60,5 | 65,5 0,924 58 2,61 24-24 19-19 14-14 21-21
23 K 12,5 | 26,5 72,54 136,5 -3,04 10 155 | 165 | 153,5 | -1,23 | -1,81 | 23 141 5 70 64,5 72 0,9 66,5 2,96 27-27 22-22 16-16 22-22
24 | K | 10,5 | 41,3 | 13439 | 1285 | -225 | 9 |144 | 167 | 149 | -208 | -0,17 | 24 | 124 | -5 | 69 | 615 | 67 | 0918 | 59,5 | 2,65 24-24 19-19 14-14 21-21
25 K 8 17,5 82,77 114,5 -2,3 6,5 158 | 170 | 157,5 0,47 | -2,77 | 25 117 3 57 52,5 62 0,847 57,5 3,06 24-24 18-18 13-13 18-18
26 K 11 23 74,95 127 -3,04 8,5 150 | 162 | 149,5 | -1,98 | -1,06 | 26 130 3 67 60 67 0,895 60 2,83 26-26 20-20 15-15 21-21
27 K 10 18,5 66,42 124 -2,34 8 162 | 175 162 0,38 | -2,72 | 27 121 -3 64 60 64 0,938 60 2,82 24-24 18-18 14-14 20-20
28 E 11,5 | 25,2 82,19 127 -2,92 8 152 | 168 | 166,5 | -1,11 | -1,81 | 28 130 3 67 60 67 0,895 60 2,83 27-27 20-20 15-15 21-21
29 K 10,5 | 21,5 75,93 122 -3,88 7,5 155 | 167 | 154,5 | -1,04 | -2,84 | 29 126 4 65 58 64 0,906 57 2,81 25-25 20-20 15-15 21-21
30 K 12 34,3 97,7 135 -2,78 10 148 | 170 | 152,5 | -1,42 | -1,36 | 30 135 0 72 66 69 0,956 63 2,75 28-28 20-20 15,5-15,5 23-23
31 K 11,5 | 20,1 64,24 128 -3,54 8,5 150 | 178 | 157,5 | -0,47 | -3,07 | 31 130 2 66 61 67 0,91 62 2,9 26-26 21-21 14,5-14,5 21-21
32 K 12,5 | 32,4 86,78 138 -2,78 10,5 | 148 | 168 | 151,5 -1,6 -1,18 | 32 133 -5 74 69 69 1 64 2,66 28-28 20,5-20,5 15,5-15,5 22-22
33 E 11 23,8 80,18 126 -2,78 8 155 | 165 | 166,5 | -1,11 | -1,67 | 33 126 0 66 62 64 0,968 60 2,81 26-26 19,5-19,5 15-15 22-22
34 K 13 26,9 86,58 127 -4,05 8,5 155 | 165 | 153,5 | -1,23 | -2,82 | 34 | 126 -1 68 62 65 0,953 59 2,72 26-26 20-20 15-15 21-21
35 B 13 29,8 77,08 140 -2,01 10,5 | 158 | 173 172 -0,24 | -1,77 | 35 141 1 72 66 74 0,892 68 2,9 30-30 22-22 17-17 23-23
36 K 10,5 | 22,7 76,83 126 -2,7 8,5 148 | 165 150 -1,89 | -0,81 | 36 120 -6 67 62 64 0,968 59 2,67 26-26 19,5-19,5 13,5-13,5 20-20
37 K 12 30,7 82,48 139 -2,14 10,5 | 158 | 161 | 152,5 | -1,42 | -0,72 | 37 136 -3 73 68,5 | 70,5 0,971 66 2,76 28-28 21-21 15,5-15,5 23-23
38 | K | 85 | 188 85 115 | -2,34 | 65 | 156 | 185 | 164 | 0,75 | -3,09 | 38 | 114 | -1 | 61 | 58 57 1,02 54 | 2,75 23-23 18-18 13-13 17,5-17,5
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Hastalarin boy uzunluklar1 104.5 cm ile 154 cm arasindaydi. Tiim hastalarin boylari

normal populasyona goére -2 SSD’nin altinda saptanmistir. Boylar1 -3 SSD’nin
altinda olan 10 olgu (7, 10, 11, 13, 19, 23, 26, 29, 31 ve 34) tespit edilmistir. Olgu
34’te boy -4.05 SSD olarak saptanmustir.

Ust segment/alt segment oranlar1 0.773-1.068 arasinda iken kulag¢ uzunlugu-boy

farki -7 cm ile +6 cm arasinda hesaplanmustir. Ust ekstremite acgisindan orantisizlik

sadece olgu 12’de saptanmistir. Orantisiz BK saptanan hastalar tablo 4.2°de

gosterilmistir.

Tablo 4.2. Orantisiz BK saptanan olgular.

Olgular Ust/alt segment oram Kulag-boy farki
11 1.068 ( +2 SSD’nin iizerinde) Normal
12 Normal -7 cm (-2 SSD’nin altinda)
13 0.773 (-2 SSD’nin altinda) Normal
14 0.821 (-2 SSD’nin altinda) Normal
21 0.829 (-2 SSD’nin altinda) Normal
25 0.847 (-2 SSD’nin altinda) Normal

Ekstremite-gévde orani olgu 6, 9, 12, 13 ve 32’te -1 SSD’nin altinda iken olgu 5,
21, 23, 25 ve 31’de +1 SSD’nin iistiinde saptanmustir. (Tablo 4.3). Diger 28 olguda

normal aralikta bulunmustur.
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Tablo 4.3. Ekstremite-gévde orani1 anormal olan olgular.

Ekstremite-Gévde Oram

Olgu -1SSD’nin Alti | +1 SSD’nin Ustii

5 ¥

12

BIE BB

13

21

23

25

NE &

31

32 2

Hastalarin boy, tist/alt segment orani, kulag-boy farki ve ekstremite-govde orant

degerlerinin SSD araliklarindaki dagilim1 sekil 4.1°de birlikte gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Tiim olgulara ait boy, tist/alt segment orani, kulag-boy farki ve ekstremite-gévde oranlarinin SSD araliklarindaki gosterimleri.
Erkekler kare, kizlar daire sekliyle gosterilmistir. Her bir deger i¢in olgularin hangi SSD araliginda oldugu soldan saga dogru olgu
numaralaria gore siralanmistir. Normal olarak kabul edilen araliklar desenli olarak gosterilmistir. Kirmizi; olgu 12, yesil; olgu 13, acik

sart; olgu 14, kahverengi; olgu 21, mor; olgu 25, gri; olgu 6, siyah; olgu 9, pembe; olgu 32’y1 gostermektedir.
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IAY’ye gore hastalar incelendiginde olgu 3, 12, 24’te obezite saptanirken, olgu 1,
2,7, 8,10, 21, 23, 26, 27, 29, 31, 35 ve 36’da orta derecede zayiflik oldugu

anlasilmistir. IAY anormal saptanan olgular ve olgularin IAY degerleri dagilimlar

sirastyla sekil 4.2 gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Tiim olgulara ait IAY degerlerinin SSD araliklarindaki gdsterimleri.

Erkekler kare, kizlar daire sekliyle gosterilmistir. Her bir deger i¢in olgularin hangi

SSD araliginda oldugu soldan saga dogru olgu numaralarina gore siralanmistir.

Olgu numaralar1 simgelerinin tistiinde belirtilmistir. Olgu 3 (beyaz), 12 (kirmizi) ve

24 (turuncu) obez olarak degerlendirilmistir.
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Kol uzunlugu olgu 8, 22, 24’te 5 persantilin altinda iken olgu 17’de 95 persantilin

iistlinde saptanmugtir.

On kol uzunlugu olgu 12 ve olgu 27°te 5 persantilin altinda saptanmistir.

El uzunlugu olgu 6’da 97 persantilin iistiinde saptanmustir.

Olgu 33’te ayak uzunlugu 97 persantilin tizerinde saptanmistir. Anormal ekstremite

uzunluklar1 saptanan olgular tablo 4.4°te gosterilmistir.

Tablo 4.4. Anormal ekstremite uzunluklar: saptanan olgular.

Olgu Kol On kol El Ayak
6 Normal Normal Uzun Normal
8 Kisa Normal Normal Normal
12 Normal Kisa Normal Normal
17 Uzun Normal Normal Normal
22 Kisa Normal Normal Normal
24 Kisa Normal Normal Normal
27 Normal Kisa Normal Normal
33 Normal Normal Normal Uzun

Dismorfolojik Muayene Bulgulari

Dismorfolojik muayene bulgulari tablo 4.5 ve tablo 4.6’da verilmistir.
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Tablo 4.5. Bas-boyun muayenesinde saptanan bulgular.
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Tablo 4.6. Iskelet sistemi ve diger viicut bdlgelerinin muayenesinde saptanan

bulgular.
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Bas boyun muayenesinde; mikrognati 12 olguda, yiiksek damak 25 olguda, ¢ukur
damak 15 olguda saptanmigtir. Ayrica bas boyunda diger ek bulgular; 2 olguda
derin yerlesimli goézler, 1 olguda hipertelorizm, 1 olguda epikantus, 1 olguda
birlesik kaslar, 1 olguda belirgin kaslar, 2 olguda uzun burun, 1 olguda genis burun
ve genis burun kokii, 4 olguda kalkik burun kokii, 1 olguda basik burun koki, 4
olguda kulak anomalisi, 7 olguda diisiik ense sa¢ ¢izgisi, 3 olguda kisa boyun, 3
olguda hafif yele boyun, 1 olguda kisa filtrum, 2 olguda diizensiz disler, 1 olguda

dar maksilla, 1 olguda ince ve giigsiiz saglar, 6 olguda hirsutismus izlenmistir.

El- ayak muayenesinde olgu 4’te el 4. parmagi bilateral kisa, olgu 1, 2, 27, 36’da 5.
el parmagi bilateral kisa ve toplam 9 olguda el parmaklarinda klinodaktili
saptanmugtir. Olgu 11 ve 12°de derin yerlesimli el tirnaklar1 gozlenmistir. Olgu 1, 2
ve 31°de ayak 2. parmak ile 3. parmak arasinda parsiyel sindaktili, olgu 38’de ayak
1. parmak ile 2. parmak arasinda gap izlenmistir. Olgu 6 ve 13’te hallux valgus

saptanmigtir. Olgu 12°de ayakta derin yerlesimli tirnaklar saptanmustir.

Diger iskelet sistemi bulgulari; olgularin 27’sinde kubitus valgus, olgu 12 ve 27°de
on kolda kisalma saptanmistir. Sadece olgu 12°de 6n kolda yassilagsma ve muskiiler
hipertrofi gériiniimii izlenmistir. Ug olguda (6, 12, 24) genu valgus gdzlenmistir.
Ulna dislokasyonuna ait bulguya hicbir olguda rastlanmamustir. Olgu 15 ve 16’da
hafif skolyoz go6zlenmistir. Olgu 4 ve 32°de st ekstremite eklemlerinde

hiperekstansibilite saptanmaistir.

Diger viicut bolgelerinde; olgu 6’da ayrik meme uglari, toplam 8 olguda (6, 7, 25,
27, 28, 29, 30, 36) 1 mm ile 5 mm ¢apinda degisen boyutlarda viicudun degisik
bolgelerinde hiperpigmente lekeler izlenmistir. 2 kardes olguda (33, 34)

annelerinde de bulunan koyu ten rengi saptanmustir.
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MSM Analizi

MSM DXYS10092

DXYS10092 MSM’si (Sekil 4.3 A ve B.) i¢in olgu 12, 17, 18, 20, 28, 31 ve 35
homozigot diger olgular heterozigot saptanmustir.

Sekil 4.3. DXYS10092 MSM’si PAGE goriintiileri. A. DXYS10092 MSM’si i¢in
heterozigot olgulardan bazilari, soldan saga dogru ilk kuyucuk; marker 2.-5.
kuyucuklar; sirasiyla olgul-4. B. Soldan saga ilk kuyucuk; marker, 2. kuyucuk olgu
12, 3. kuyucuk; olgu 11, 4. kuyucuk; olgu 10. Olgu 10 ve 11 heterozigot, olgu 12

homozigot olarak saptanmustir.

MSM DXYS10093

DXYS10093 MSM’si igin olgu 3, 12, 15, 20, 21, 23, 24, 27, 34 ve 37 homozigot
saptanmigtir. Olgu 4, 6, 11, 13, 14, 16, 18, 19, 22, 25, 30, 32, 33, 36 ve 38

heterozigot tespit edilmistir (Sekil 4.4). Olgu 1, 2, 5, 7, 8, 9, 10, 17, 26, 28, 29, 31

ve 35°de heterozigot-homozigot ayrimi gergeklestirilemedi.
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Sekil 4.4. DXYS10093 MSM’si PAGE goriintiisii. Soldan saga dogru; ilk kuyucuk;
olgu 6, 2. kuyucuk; olgu 14, , 3. kuyucuk; olgu 4, 4. kuyucuk; marker.

Her iki MSM’de de homozigotluk saptanan (olgu 12 ve 20) ve bir MSM’de

homozigotluk digerinde ise homozigot-heterozigot ayrimi yapilamayan olgularda

(olgu 17, 28, 31 ve 35) FISH analizi gergeklestirilmistir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. MSM analizi sonucunda homozigot saptanan olgular ve FISH yapilan

olgular.
MSM’ler FISH yapilan
Olgular DXYS10092 DXYS10093 olgular

3 Heterozigot Homozigot

12 Homozigot Homozigot A
15 Heterozigot Homozigot

17 Homozigot ? A
18 Homozigot Heterozigot

20 Homozigot Homozigot A
21 Heterozigot Homozigot

23 Heterozigot Homozigot

24 Heterozigot Homozigot

27 Heterozigot Homozigot
28 Homozigot ? A
31 Homozigot ? A
34 Heterozigot Homozigot

35 Homozigot ? A
37 Heterozigot Homozigot

FISH analizi gergeklestirilen olgu 17, 20 ( Sekil 4.5), 28 (Sekil 4.6), 31 ve 35’te
SHOX geni delesyonu saptanmamistir. Olgu 12 de heterozigot SHOX geni

delesyonu saptanmustir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.5. Olgu 20’ye ait FISH goriintiisii. 2K, 2M sinyal kiz i¢in normal FISH

goriintiisii anlamina gelmektedir.

Sekil 4.6. Olgu 28’e ait FISH goriintiisii. 2K, 1Y, 1M sinyal erkek i¢in normal

FISH goriintiisii anlamina gelmektedir.
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Sekil 4.7. Olgu 12’ye ait FISH goriintiisii. 1K, 2M sinyal kiz i¢in heterozigot
SHOX geni delesyonu anlamina gelmektedir.

Delesyon saptanmayan diger 37 olguda dizi analizi gergeklestirilmistir. Dizi analizi
sonucunda herhangi bir mutasyon saptanmamustir. Intron 2’de ¢€.277+17 G/T
polimorfizmi (rs140970936) agisindan olgu 9, 13, 18, 24, 32 ve 38 olmak iizere
toplam 6 olguda G/T heterozigotlugu saptanmustir (sekil 4.8). Tek olgu (olgu 35)
homozigot T/T olarak degerlendirilmistir. Diger 30 olguda G/G homozigotlugu

saptanmistir.
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Sekil 4.8. Intron 2, ¢.277+17 pozisyonuna (rs140970936) ait sekans goriintiisii.
Olgu 9’da T/G heterozigotlugu saptanmustir.

Sonug olarak ¢alismamizda 38 IBK olgusundan 1’inde (yaklasik %2.6) SHOX

geni mutasyonu saptanmistir. Diger 37 olguda SHOX geni mutasyonu

saptanmamaistir.
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5. TARTISMA

IBK, SHOX geni mutasyonlari ile genotip-fenotip korelasyonu bakimindan agik bir
baglant1 saptanan klinik bir durumdur (Ellison ve ark., 1997, Rao ve ark., 1997).
BK vakalarinin yaklagik 1/40-1/150’sinde, genel popiilasyonun 1/2000-1/5000’inde
SHOX geni mutasyonu oldugu tahmin edilmektedir (Leka ve ark., 2006, Marchini ve
ark., 2007b). SHOX geni mutasyonu saptanan IBK’li olgularda BH tedavisinin
oldukea etkili oldugu gésterilmistir (Blum ve ark., 2007). Bu nedenle iIBK olarak

takip edilen hastalarda asil etyolojinin aydinlatilmasi gerekmektedir.

Kullanilan SHOX geni analizi yontemi ve hasta se¢im kriterlerinin farkliligina gore
IBK’da SHOX geni mutasyonlarmin sikligi olduk¢a farklilik gosterir (Binder ve
ark., 2000, Rappold ve ark., 2002, Stuppia ve ark., 2003, Huber ve ark., 2006, Jorge
ve ark., 2007, Rappold ve ark., 2007). SHOX geni taramasi ile ilgili tam olarak fikir
birligi bulunan bir tarama testi bulunmamaktadir. 2011 yilinda Conceicao ve
ark.’nin yaymlamis olduklar1 derlemede SHOX geni tarama algoritmasi i¢in ilk
olarak konvansiyonel sitogenetik analiz o6nerilmistir. Sonrasinda delesyon
incelemesi i¢in FISH analizinin baslangi¢ testi olabilecegi belirtilmistir. FISH
analizinde delesyon saptanmayan olgularda bilinen en sik mutasyonlarin ¢aligilmasi

veya sekans analizi yapilmasi onerilmistir (Oliveira ve Alves, 2011).

Funari ve ark.’nin 8 LWD olgusu ve 36 orantisiz IBK olan olguda yapmis olduklar
bir ¢alismada MLPA, FISH ve MSM analizi karsilastirilmis ve MLPA daha duyarl
bulunmustur. Yazarlar tarafindan SHOX geni analizi igin baslangi¢ testi olarak
MLPA 6nerilmistir (Funari ve ark., 2010).

D’haene ve ark. tarafindan 2010 yilinda yaymnlanan bir makalede kantitatif PZR
yonteminin giivenilir, kesin, maliyeti az olan bir test olarak SHOX geni

taramasinda kullanilabilecegi 6nerilmistir (D'haene ve ark., 2010).

Calismamiza sitogenetik olarak normal bulunan hastalar dahil edilmistir.

Delesyonlarin tespiti icin MSM ve FISH analizi gergeklestirilmistir. MSM analizi
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FISH testi yapilacak hastalarin se¢ilmesi amaciyla kullanilmigtir. MSM analizinde
heterozigotluk saptanmasi o bolge igin delesyonu dislarken, homozigotluk tespit

edilmesi delesyon lehine kabul edilmistir.

Caligmamiza katilan 38 hastadan heterozigozite degeri yiiksek 2 MSM kullanilarak
6 olgu FISH analizi i¢in se¢ilmistir. FISH analizinde bu 6 olgunun 1 tanesinde
(yaklasik %16.6) delesyon saptanmistir. Delesyon saptanmayan tiim olgularda
nokta mutasyonlarinin saptanmasi i¢in dizi analizi gergeklestirilmistir, ancak
herhangi bir mutasyona rastlanilmamistir. Alt1 olguda (9, 13, 18, 24, 32 ve 38)
intron 2’de ¢.277+17 G/T polimorfizmi (rs140970936) heterozigot olarak

saptanmistir.

Delesyon saptanan olgu 12’ye ait detayli klinik bilgiler agagida verilmistir.

Olgu 12

Caligmaya alindiginda 10 yas 4 aylik olan kiz hasta Subat 2000 tarihinde 3450 gr
ve 49 cm olarak, miadinda, ters gelis nedeniyle C/S yontemi ile dogmustur.
Prenatal, natal, postnatal dykiisiinde sorun olmadigi1 6grenilen hasta 18 ay anne siitii

ile beslenmis, asilar1 tam ve zamaninda yapilmistir.

Olgu ilk kez Aralik 2008 tarithinde 8 yas 10 aylik iken BK sikayetiyle liniversitemiz
disindaki bir dis merkezin pediatri boliimiine bagvurmus. Hastanin sistemik
muayenesinin normal oldugu ve herhangi bir ila¢ kulanim dykiisiiniin olmadig1 not
edilmistir. Hemogram, tiroid hormon testleri, kan lipid profili, karaciger fonksiyon
testleri, bobrek fonksiyon testleri, serum ¢inko, serum bakir, serum demir, serum
magnezyum degerleri normal aralikta saptanmis. Ocak 2009 tarihinde 8 yas 11
aylik iken ayni dig merkezin pediatrik endokrin boliimiince boy 116 cm (-2.79
SSD) olarak ol¢iilmiis ve istenen IGF1: 217.11 ng/ml (yasa ve cinsiyete gore
normal deger: 22.1-383 ng/ml), IGFBP3: 4329.52 ng/ml (yasa ve cinsiyete gore
normal deger: 2560-5530 ng/ml) olarak normal sinirlar arasinda bulunmus. Kronik

hastalik bulgusuna rastlaniimamis. Muayene esnasinda Madelung deformitesinden

51



stiphelenilen hastanin el-bilek grafisinde Madelung deformitesine 6zgii radyolojik

bulgu saptanmamis. Kemik yas1 6 yas ile uyumlu bulunmustur.

Hasta May1s 2010 tarihinde 10 yas 3 aylik kendi istegiyle Ankara Universitesi T1p
Fakiiltesi Pediatrik Endokrinolojisi Bilim Dali’na bagvurmustur. BK agisindan
aragtirtlan hastada, BH’ya yonelik yapilan insiilin uyar testi sonrasinda BH diizeyi
11.8 ng/ml (10 ng/ml’den diisiik olmasi BH eksikligi lehine degerlendirilir)
bulunmus ve BH eksikligi dislanmistir. Ancak BH eksikligi bulunmamasina
ragmen, IGF1 diizeyinin diisiik ve biiylime hizinin yetersiz olmasi nedeniyle IGF1
jenerasyon testi yapilmistir. Bu testle %145°lik bir artis saptanmasi {izerine hastaya
BH bagimlilig1 tanist konmus ve BH tedavisi baslanmistir. Hasta BK acisindan

genetik degerlendirme i¢in boliimiimiize gonderilmistir.

Olgu boliimiimiize Haziran 2010 tarihinde 10 yas 4 aylik iken BK sikayeti
nedeniyle bagvurmustur. Hastanin boyu 126 ¢cm (-2.7 SSD) ve agirlig1 36 kg, VKI
22.29 (90-95persantil), IAY %123 olarak bulunmustur.

Hastanin anne-babasi arasinda akraba evliligi (teyze ¢ocuklar1) oldugu
Ogrenilmistir. Anne 42 yasinda boyu 153 cm (-1.18 SSD), baba 42 yasinda ve boyu
178 cm (+0.71 SSD) olarak saptanmigtir. Hastanin boylari normal olan bir kiz, iKi
erkek kardesi oldugu anlasilmistir. BK bulgusunun hastanin ayrica anneannesinde
(148 cm) ve halasinin iki ¢gocugunda da bulundugu 6grenilmistir. Hastanin yapilan
fizik muayenesinde; yiizde; mikrognati, ¢ukur damak, bilateral epikantus
saptanirken, ekstremitelerinde kubitus valgus, 6n kolda hafif egrilik, muskiiler
hipertrofi goriiniimii, genu valgus ve derin yerlesimli tirnaklarin oldugu
goriilmiistiir. Hastadan konvansiyonel sitogenetik inceleme gergeklestirilmis ve

46,XX karyotipi saptanmistir.

Hasta bir sene sonra Haziran 2011 tarihinde 1lyas 4 aylik iken tekrar
degerlendirilmis ve SHOX geni analizi i¢in onam alinarak g¢alismamiza dahil
edilmistir. Hasta bir yildir BH tedavisi aldigi anlasilmigtir. Yapilan fizik
muayenede boyu; 137 cm (-2.02 SSD), agirlig1; 42.2 kg, VKI; 24.08, IAY; %126.1,
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oturma boyu; 75 cm, iist segment; 65.5 cm, alt segment; 71.5 cm, bas ¢evresi; 52.5
cm, kol uzunluklari; 29 ¢cm-29 cm, 6n kol uzunluklari;19.5 cm-19.5 cm (kisa 6n
kol), el uzunluklari;17 cm-17 cm, ayak uzunluklari;; 23 cm-23 cm, kulag
uzunlugu;130 cm, interpupiller mesafe; 5 cm olarak dl¢iilmiistiir. Ust/alt segment
orant; 0.916 (normal), kulag uzunlugu-boy farki; -7 cm (-2 SSD’nin altinda) olarak
hesaplanmistir. Hasta iist ekstremite agisindan orantisiz olarak kabul edilmistir.
Ekstremite-govde orani -1 SSD’nin altinda bulunmustur. Hastanin puberte evresi
menars yok, P4T4 olarak belirlenmistir. Hastanin bir sene once saptadigimiz
dismorfik bulgulan tasidigi belirlenmistir. Bu tarihte ¢ekilen el-bilek grafisinde
Madelung deformitesi saptanmistir (Sekil 5.1).

BH tedavisi altindaki hastamizin Aralik 2011 tarihinde 11 yas 10 aylik iken boyu;
140 cm (-1.98 SSD) ve agirhigr 46 kg olarak oOlgiilmiistiir. Hastada olgililen boy
uzunluklar1 kronolojik sirasiyla;

e 8yas 11 aylik iken 116 cm (-2.79 SSD)

e 10 yas 3 aylik iken BH tedavisi baglanmaistir.

e 10 yas 4 aylik iken 126 cm (-2.7 SSD)

e 11 yas 4 aylik iken 137 cm (-2.02 SSD)

e 11 yas 10 aylik iken 140 cm (-1.98 SSD) olarak belirlenmistir.

Olgunun BH tedavisi almadig1 donemde 17 ayda 10 cm uzadig1 ve boy SSD’sinin -
2.79°dan -2.7’ye ¢iktig1 gorilmiistiir. BH tedavisi ile olgunun 18 ayda 14 cm
uzadigi ve SSD’nin -2.7°den -1.98’¢ yiikseldigi tespit edilmistir. Olgunun BH

tedavisinden fayda gordiigli sonucuna ulagilmistir.
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Sekil 5.1. Olgu 12’ye ait el-bilek grafisi. Haziran 2011°de ¢ekilmis, kemik yas1
10.5 yil. Hastada triangularizasyon, piramidalizasyon ve radius distalinde ulnaya

bakan yiizde radyolucency kaybi1 mevcut (ok).

SHOX geni mutasyonu ihtimalini artiran klinik belirtegler; orantisiz BK,
ekstremite-gévde oraninin -1 SSD’nin altinda olmasi (Binder ve ark., 2003),
IAY’de artis, Madelung deformitesi, 6n kolda egrilme, &n kol kisaligi, tibia’da
egrilme, muskiiler hipertrofi gériiniimii, ulna dislokasyonu olarak sayilabilir.
Turner sendromunda goriilen 4. ve 5. parmaklarda kisalik, yiikksek damak, kubitus
valgus, skolyoz ve mikrognati gibi bulgulara daha az siklikla rastlanir. Ancak tiim
bu klinik belirteclerin yoklugu SHOX geni mutasyonu ihtimalini ortadan kaldirmaz
(Rappold ve ark., 2007).
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Calismamizda tst/alt segment oram1 ve kulag-boy farki kullanilarak alt ve {ist
ekstremite uzunluklart boy ile kiyaslandiginda olgu 13, 14, 21 ve 25’te alt
ekstremite, olgu 12’de iist ekstremite boya gore kisa olarak degerlendirilmistir.
Sadece delesyon saptanan olgu 12’de kulag-boy farki normal SSD’nin altinda
bulunmustur. Bu sonug, SHOX geni eksikligine bagli BK vakalari i¢in 6zellikle {ist
ekstremiteyi igeren orantisiz boy kisaliginin ¢ok onemli bir klinik gosterge

oldugunu gostermektedir.

Madelung deformitesi SHOX geni mutasyonunun g¢ok oOnemli bir belirtecidir
(Rappold ve ark., 2007). Ancak bu deformitenin zamanla ortaya ¢ikan bir bulgu
oldugu unutulmamalidir. (Binder, 2011). Hastalarimizdan sadece olgu 12’de 6n kol
anomalileri olarak Madelung deformitesi, 6n kolda yassilasma ve muskiiler
hipertrofi goriiniimii tespit edilmistir. Olgu 12’nin kol, el ve ayak uzunluklar
normal aralikta bulunmustur. Bag boyun muayenesinde olgu 12’ye 6zgii olarak
epikantus goriilmiistiir. On kol kisaligi olgu 12 ve olgu 27°de saptanmustir. Genu
valgus olgu 12 ile birlikte olgu 6 ve 24’te gortilmiistiir. Olgu 12 ile birlikte birgok
olguda saptanan mikrognati (12 olguda), yiiksek damak (25 olguda) ve kubitus
valgus (27 olguda) gibi dismorfik bulgularin SHOX geni eksikligine bagli BK
vakalari igin spesifik bulgular olmadigi, buna karsilik 6zellikle 6n kolu igeren {ist

ekstremite anomalilerinin daha ayiric1 olabilecegi sonucuna ulagilmistir.

Calismamizda IAY’ler kullamlarak VKI verileri degerlendirilmistir. IAY’nin
%120-140 olmas1 obezite anlamina gelmektedir. Calismamizda 3, 12 ve 24 nolu
olgularda IAY sirastyla %128.6, %126.1 ve %134.3 olarak saptanmis ve bu olgular

obez olarak degerlendirilmistir.

Okul ¢ag1 ¢ocuklart i¢in hastalarin segiminde ekstremite-gévde oraninin -1 SSD’nin
tizerinde olmasinin SHOX geni mutasyonuna bagl fenotipi neredeyse %100°liik bir
negatif prediktif deger ile disladigini gosteren ¢alismalarla (Binder ve ark., 2003,
Binder, 2011) kiyaslandiginda bizim ¢alismamizda 38 hastanin 5’inde ekstremite-
govde orani -1 SSD’nin altinda bulunmustur. Bu deger dikkate alinarak hasta

secimi gerceklestirilseydi 5 olguda SHOX geni analizi gerceklestirilecekti.
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Sonu¢ olarak c¢aligmamizda 38 hastada gergeklestirilen delesyon ve sekans
analizleriyle olgularin birinde (yaklasik %2.6) heterozigot delesyon saptanmistir.
Literatiirdeki diger c¢alismalarda, kullanilan tarama yontemi ve hasta se¢im
kriterlerinin farkliligmna gore IBK’da SHOX geni mutasyonlart %2-15 olarak
bildirilmektedir (Binder ve ark., 2000, Rappold ve ark., 2002, Stuppia ve ark.,
2003, Huber ve ark., 2006, Jorge ve ark., 2007, Rappold ve ark., 2007). Bu
calismada saptamis oldugumuz mutasyon oram literatiirdeki ¢alisma sonuglari ile

uyumlu gorilmiistiir.

Caligmamizda MLPA yontemi kullanilmamistir, bu nedenle delesyonlarin
saptanmasinda yontem olarak MLPA ile FISH kullaniminin karsilastirmasini bu
calisma sonuglar1 ile yapmak miimkiin degildir. Ancak hem kendi calisma
sonuclarimiz hem de literatiirdeki bilgileri birlikte degerlendirdigimizde IBK’da
SHOX geni mutasyonlarinin aragtirilmasinda gerek mutasyonlarin saptanma giicii,
gerekse maliyet-uygulama kolaylig1 dikkate alindiginda ilk olarak MLPA ydntemi
ile delesyon arastirilmasi, sonrasinda delesyon saptanmayan olgularda dizi

analizinin gergeklestirilmesinin en uygun yaklasim olacagi disiiniilmistiir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda IBK hastalarinda SHOX geni mutasyonu orani yaklasik %2.6 olarak

bulunmustur. Bu oran, literatiirdeki ¢calismalarla uyumlu gézlenmistir.

IBK olgularinda SHOX geni mutasyonu saptama ihtimali yiiksek hastalarin
seciminde SHOX geni eksikligine 6zgii Madeleng deformitesi yaninda, 6n kol
kisaligi, kulag-boy farki, IAY ve ekstremite-gdvde oranmin kullanilmasinin faydali

olacagi sonucuna varilabilir.
SHOX geni mutasyonu saptanan olgumuzun BH tedavisi ile 18 ayda 14 cm uzadig
ve SSD’nin -2.7°den -1.98¢e yiikseldigi tespit edilmistir. Olgunun BH tedavisinden

fayda gordiigli sonucuna ulagilmstir.

IBK olgularinda genetik etyolojinin belirlenmesi hastalarin tedavileri ve genetik

danismanlik almalar1 agisindan oldukca dnemlidir.
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OZET

Idyopatik Boy Kisahginda SHOX Geni Degisiklikleri

Boy kisaligi (BK) giiclii genetik komponenti olan, multifaktoriyel gelisimsel bir
durumdur. Cocukluk ¢aginda en sik goriilen klinik durumlardan biridir. BK’ya neden
olabilecek birgok gen tanimlanmistir ve bunlarin en 6nemlilerinden bir tanesi SHOX
genidir. SHOX geni mutasyonunun idyopatik boy kisalig1 (iIBK), Turner sendromu,
Leri-Weill diskondrosteozu ve Langer mezomelik displazisine neden oldugu
gosterilmistir.

Kullanilan tarama yonteminin ve hasta se¢im kriterlerinin farklihgina gére IBK’da
SHOX geni mutasyonlar1 %2-15 olarak bulunmustur. SHOX geni mutasyonlarinin
yaklagik %80’ini delesyonlar, geri kalan kismini nokta mutasyonlari olusturur.
IBK’da biiyiime hormonu tedavisine yanit veren alt grup olan SHOX geni
mutasyonuna sahip olgulart saptamak énemlidir.

Bu c¢alisma ile;

1. IBK’da BH tedavisine yamt veren alt grup olan SHOX geni mutasyonuna sahip
olgular1 saptamak,

2. Ulkemizdeki IBK olgularinda SHOX geni mutasyonlarmin sikligi ve dagilimmin
tespitine olanak saglanmak,

3. SHOX geni mutasyonu saptama ihtimali yiiksek olan hasta alt gruplarini
belirlemek,

4. Bu bilgilere dayanilarak mutasyon siklig1 ve hasta gruplarina gore genetik test
algoritmas1 gelistirmek,

5. SHOX geni analizi i¢in iilke genelinde hizmet verebilecek alt yap1 ve deneyime
sahip bir merkez olusumunu saglamak hedeflenmistir.

Calismamizda, klinik ve laboratuvar olarak IBK tamisi almis, sitogenetik olarak
normal bulunmus, pediatrik yas grubu hastalar incelemeye alinmistir. Delesyonlarin
tespiti i¢cin mikrosatellit marker analizi ve FISH analizi gergeklestirilmistir. Delesyon
saptanmayan olgularda dizi analizi gergeklestirilmistir.

Calismamizda 38 hastada gerceklestirilen delesyon ve sekans analizi sonucunda bir
(vaklasik %2.6) hastada heterozigot delesyon saptanmistir. Sekans analizinde
mutasyon tespit edilmemistir.

Calismamizda IBK hastalarinda saptanan SHOX geni mutasyon oram daha 6nceki
caligmalarla uyumlu bulunmustur.

IBK olgularinda SHOX geni mutasyonu saptama ihtimali yiiksek hastalarin
seciminde SHOX geni eksikligine 6zgili Madeleng deformitesi yaninda, 6n kol
kisalig1, kulag-boy farki, IAY ve ekstremite-gdvde oraninin kullanilmasinin faydali
olacag diistiniilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: SHOX geni, idyopatik boy kisaligi, mikrosatellit marker
analizi, FISH analizi, dizi analizi
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SUMMARY

SHOX Gene Variations in Idiopathic Short Stature

Short stature (SS) is a multifactorial developmental condition and has a strong
genetic component. SS is one of the most frequent clinical condition in childhood.
A lot of genes have been reported to cause short stature and one of the most
important of these genes is SHOX gene. Loss of SHOX gene has been shown to
result in idiopathic short stature (ISS), Turner syndrome, Leri-Weill
dyschondrosteosis and Langer mesomelic dysplasia.

Depending on the methods used in mutation screening, SHOX gene mutations vary
from %2-15. About %80 of SHOX mutations consist of deletions and the remaining
mutations are point mutations. It is important to detect ISS patients with SHOX
gene mutations since these patients respond to growth hormone therapy.

In this study, it is aimed,;

1. to determine ISS patients with SHOX mutations who respond well to growth
hormone therapy

2. to determine the frequency and distributions of SHOX gene mutations in our
country,

2. to determine sub-group of patients clinically who may have a high probability of
having SHOX gene mutations,

3. to perform genetic test algorithm according to mutation frequency and patient
sub-group,

4. to constitute an experienced genetic centre which can serve as a center for SHOX
gene mutation analysis country-wide.

38 cytogenetically normal patients diagnosed with idiopathic short stature after
clinical and laboratory examination were included in this study . Microsatellite
marker and FISH analysis were performed to detect deletions and then sequence
analysis was performed in patients with no deletion.

In our study group, heterozygous deletion was dedected in one patient (about%?2.6).
Sequence analysis performed in remaining 37 patients showed no mutation. The
ratio of SHOX gene mutations were found to be about %2.6 which is in accordance
with other studies in the literature.

In addition to Madelung deformity which is specific for SHOX deficiency, use of
short forearm, armspan-height difference, % body-mass index and extremity-trunk
ratio were suggested to be useful in determining sub-group of patients who may
have a high probability of having SHOX gene mutations.

Key Words: SHOX gene, idiopathic short stature, microsatellite analysis, FISH
analysis, sequence analysis.
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Yrd.Dog.Dr.Halil G.Karabulut'un sorumlulugunda yapilmas! tasarlanan ve yukarida basvi:u bilgileri
verilen Kklinik aragtirma basvuru dosyasi ve ilgili belgeler; arastirmanin gerekge, amag, yaklasim ve
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gergeklestirilmesinde etik sakinca bulunmadigmma toplantiya katilan Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Degerlendirme Komisyonu iiyelerinin oybirligi ile karar verilmistir.
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Versiyon No : 01
Versiyon Tarihi : 09.06.2010

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU
(HASTA GRUBU)

Arastirmanin Adi: idyopatik boy kisaliginda SHOX geni degisiklikleri

Arastirmanin Kolay Anlasilir Adi: Sebebi saptanamayén boy kisaligi vakalarinda SHOX
genindeki degisikliklerin tespiti

Sorumlu Arastirici: Yrd.Dog.Dr. Halil G. KARABULUT

Boy kisaligi, boyun ayni yas, cinsiyet ve populasyon grubu icin verilen boy ortalamasinin -2
standart sapma degerinin altinda olmasi seklinde tanimlanir. Tam cocuklarin %3'Unu etkiler ve
cocukluk ¢aginda en sik goriilen klinik durumlardan biridir. Idyopatik boy kisaligr; bilinen bir
hastaligi olmayan, ayni yas, cinsiyet ve populasyon grubu icin verilen boy ortalamasinin -2 standart
sapma degerinin altinda olmasidir. Idyopatik boy kisaligi tanimlamasinin kullanilabilmesi igin
anamnez, fizik muayene, laboratuar tetkikleri ve goriintileme yontemleri ile boy kisaligi nedeninin
saptanamamis olmasi gerekir.

Boy kisaligl, genetik etkinin gugli oldugu, bir ok farkli nedeni olan, gelisimsel bir
durumdur. Boy kisaligina neden olabilecek ¢ok sayida gen tanimlanmistir. Bunlarin en
6nemlilerinden bir tanesi SHOX genidir. SHOX geni hem X hem de Y kromozomunun kisa kolunun
ug kisminda bulunan PAR1 iginde bulunur. Kullanilan tarama ydnteminin farkliligina gére idyopatik
boy kisaliginda SHOX geni degisiklikleri % 2.4 ile %15 arasinda bulunmustur. SHOX geni tek doz
yetmezligi genis bir klinik spektrum gosterir; idyopatik boy kisaligi, Turner sendromu ve Leri-Weill
diskondrosteozisi. Gift doz SHOX geni kayiplari daha siddetli bir klinik tabloya, Langer mezomelik
displaziye neden olur.

Bu calismaya idyopatik boy kisaligi 6n tanili 100 birey alinacaktir. Bu galismaya siz
idyopatik boy kisaligl 6n tanisi konulan kisilerden oldugunuz igin davet edildiniz. Arasgtirmada,
sitogenetik analiz amaciyla sizden alinmis olan periferik kandan artan materyal kullanilarak,
standart metotlar ile periferik kan lokositlerinden genomik DNA izole edilecektir. Elde edilecek olan
DNA'dan SHOX genindeki genetik degisiklikler analiz edilecek ve bu incelemenin sonuglar
kaydedilecektir. Bu sekilde size ait genetik bilgi elde edilecektir. Sonuglar arastirmanin bilimsel
verisinde kullanilacaktir.

Bu calisma sirasinda size yapilacak muayene, laboratuvar tetkiki vs. gibi islemler UCRETSIZ
OLUP SiZDEN VEYA BAGLI BULUNDUGUNUZ SIGORTA KURUMUNDAN HICBIiR UCRET
TALEP EDILMEYECEKTIR.

Calisma kapsaminda gontllilere verilecek herhangi bir ilag bulunmamaktadir. Bu galismanin
sonuglari siz ve hekiminizle paylasilacaktir.

Calismaya bilgilendirilmis olur veren kisiler dahil edilecektir. Caligmaya katildiginiz takdirde
herhangi bir zamanda hicbir mazeret bildirmeden olurunuzu geri aima hakkina sahipsiniz ve
bundan dolayi sonraki tibbi takip ve tedavi esnasinda mevcut haklardan herhangi bir kayba
ugramaniz s6z konusu degildir.

Kaydedecegimiz size ait veriler gizlilik kurallarina uygun olarak saklanacak ve sonuglar
yayinlandiginda kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Isminiz gizli tutulacak ve hastane disinda
agiklanmayacaktir. Bu belgeyi imzalayarak tibbi bilgilerinizin bu sartlar altinda kullaniimasina izin
vermektesiniz.

Eger calisma ile ilgili daha detayli bilgi almak isterseniz veya calisma suresince akliniza takilan bir
soru olursa, galismanin sorumlu ydriticusi/yardimer arastiricisi olan olan Yrd. Dog. Dr. Halil G.
Karabulut ya da Dr. Kenan Delil’ e danisabilirsiniz.
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Goniillii Oluru

Bu sayfayl imzalamakla gonullu olarak bu galismaya katilmayi kabul etmis olacagim konusunda
bilgilendirildim. Yukaridaki bilgileri okudum. Ayni zamanda bana sézli agiklama da yapildi. Bu
kosullar altinda, kendi rizam ile bu calismaya katilmay! kabul ediyorum. Bana ait tibbi kayitlarin
saglik otoritelerince incelenebilecegini anladim ve bu kisilere izin veriyorum.

Alinan kan érnegimin asagidaki kosullarda kullaniimasina izin veriyorum. (Asagidaki siklardan

yalniz birini seginiz)

[J Tarafimdan alinan kan érneginin yalnizca bu ¢alisma igin kullaniimasini onayliyorum. lleride
yapilmasi olas! diger ¢calismalar igin onay vermiyorum.

[J Tarafimdan alinan kan érneginin énerilen galisma igin kullanilmasini onayliyorum. Gelecekte
yapilmasi olasi her turlt calismada da isimsizlestirilerek kullaniimasini onaylyorum.

[[] Tarafimdan alinan kan érneginin arastirma konusu ile baglantili diger calismalarda kullanimini
onayliyorum. Ancak, farkli calismalar igin tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

~

Gonullinan adi soyad: 0117 1| KR e (e

AQEESI s e e imza:

Tel

Gonillinin yasal temsilcisinin adi soyadi: (gerekli ise) Fanhi s

ARSI s e e Imza:

Melgi e sy B sy

Acliklama yapan arastiricinin adi soyadi: Vb ool s
imza:

Bu formun imzali bir kopyasi génulliye verilecek, bir kopyasi arastirma ana dosyasina konulacak,
bir kopyasi da arastiricida kalacaktir.
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