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1.GIRIS

Boy kisalig1 bir bireyin kronolojik yasina gore boy persentilinin 3’{in
altinda olmasi olarak tanimlanmaktadir. Boy kisalig1 genetik nedenli olabilecegi
gibi, hormonal, kronik hastalik veya ¢evresel nedenlere bagli olarak da ortaya
cikabilir ve yaklasik olarak c¢ocukluk ¢agindaki popiilasyonun %2’sini

etkilemektedir (1).

Longitudinal boy uzamasi ile iligkili, growth hormone 1 (GH1), growth
hormone receptor (GHR), signal transducer and activator of transcription 5B
(STATS5B), insulin-like growth factor-1 (IGF-1), IGF binding protein-3 (IGFBP-
3), acid labile subunit (ALS), IGF-I receptor (IGF-IR), natriuretic peptide
receptor-B (NPR2) gibi birka¢ gen tanimlanmistir. Bunlardan biri “short-stature
homeobox containing gene”adi verilen SHOX genidir. Bu gen X ve Y
kromozomunun psédootozomal bdlgelerinde (PAR 1) yer almakta ve lokalizasyon
olarak Xp22.33 ve Ypl1.3 bolgelerine karsilik gelmektedir (2-7). Bu gen 6
ekzondan (anlamli gen boélgesinden) olusur. Ekzon 1 kodlayici ekzon degildir.
Diger ekzonlar 2, 3, 4, 5 ve 6a, 6b seklindedir. Altinct ekzon alternatif kesimle iki
ayrt adet mesajct RNA olusturdugu i¢in iki boliimdiir. Bu mesajct RNA’lar
sirastyla 229 ve 225 amino asitten olusan, benzer islevleri olan SHOXa ve
SHOXb proteinlerini kodlar. Bu gen biiylimenin diizenlenmesi ile ilgili bir yolakta
gorev yapmaktadir. Osteojenik hiicrelerde, hiicrenin boliinme dongiisiinde ve
biiyiimenin diizenlenmesinde transkripsiyonu aktive eden 6zgiil homedomain

proteinini kodlamaktadir (3,4).



SHOX genine ait kromozom iizerindeki kopyalardan birinin kayb1
(heterozigot) Turner sendromundaki boy kisaliginin nedenlerinden biri olabilecegi
gibi, Leri-Weill diskondrostozis gibi kisa yapiyla giden sendromlara ve herhangi
bir anomalinin eslik etmedigi izole boy kisalig1 fenotipine de neden olabilir. Boy
kisaliginin idiyopatik olduguna karar vermek igin; endokrinolojik bozuklular,
genetik sendromlar ve boy uzamasini engelleyecek kronik hastaliklar ve beslenme
problemleri tespit edilmemis olmalidir. Ayrica periferik kan kiiltiirtinden yiiksek
¢Oziiniirliikte bantlama (HRB) ile yapilan karyotip tayininde kromozomal
anomaliler ekarte edilmelidir. SHOX geninin her iki kopyasinin (homozigot)
kaybi, ¢cok daha agir bulgular1 olan Langer mezomelik displazi sendromuna neden
olabilir. Ozetle, bu genle ilgili mutasyonlar ve delesyonlar boy kisaliginmn sik
goriilen genetik nedenlerinden biridir ve hem izole ve hem de ailesel boy kisalig

ile iliskilendirilmektedir (1, 3).

Idiyopatik boy kisalig1 olan hastalarda yapilan ¢aligmalarda heterozigot
SHOX geni mutasyonu siklig1 %2 -14 arasinda degismektedir (2). Bu oran, etnik
koken, calisilan hasta sayisi, hastalarin secilme kriterleri ve SHOX gen mutasyonu
arastirilmasinda  kullanilan  yontemlerin farkli olmasmna gore degiskenlik

gostermektedir (3).

SHOX geninin delesyonunun belirlenmesine yonelik sik kullanilan
yontemlerden biri “Floresan in situ Hibridizasyon” (FISH) yontemidir. Bu
yontemde, ilgili genin bir kopyasinda delesyonun varligi arastirilmaktadir.
Bununla birlikte, SHOX geninde meydana gelen nokta mutasyonlarinin da

idiyopatik boy kisaligima neden oldugu bildirilmektedir. FISH yoOntemiyle



herhangi bir delesyon saptanamayan olgularda, ilgili gende mutasyon varligini
belirlemeye yonelik, polimeraz zincir rekasiyonu (PZR) temelli molekiiler

genetik yontemler ve dizi analizi (sekans) yontemi tercih edilmektedir (1,3).

Bu c¢alisma ile boy kisaligi nedeniyle Genetik Hastaliklar Tani
Merkezimize bagvuran ve/veya refere edilen ve boy kisaliginin nedenine yonelik
herhangi bir etken bulunamayan hastalarda SHOX genine ait sitogenetik
(kromozom analizi), molekiiler sitogenetik (FISH) ve molekiiler genetik (dizi
analizi) tekniklerin calisilmas1 hedeflenmistir. Bu amagla g¢alismaya katilma
kosullarini saglayan hastalarimizda, daha 6nceden karyotip tayini yapilmamissa
once kromozom analizi, eger yapilmigsa ikinci asama olarak FISH teknigi ile
SHOX geninde delesyonun arastirilmasi ve son olarak eger her iki sonu¢ normal
ise dizi analizi yontemi ile olasi tek niikleotid degisikliklerinin arastirilmasi
planlanmigtir. Sonug¢ olarak bu proje ile idiyopatik boy kisaligi olan
hastalarda SHOX geninin dogru algoritmalar kullanilarak konvansiyonel ve
ileri molekiiler teknikler ile delesyonlarimin/mutasyonlarinin cahisilmasi ve

elde edilen sonuclarin yorumlanmasi gerceklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Giris

Etiyolojisinde birgok faktoriin rol oynadigi boy kisaliginda farkl
siiflandirmalar mevcuttur. Genel bir siniflandirma sekli; orantili ve orantisiz boy
kisaligidir. Orantili boy kisaligi; kulag boyunun, oturma yiiksekliginin, ekstremite
oranlarinin boya gore normal olmasi olarak tanimlanmakta iken orantisiz boy
kisalig1 oturma yiiksekligi/boy veya kulag uzunlugu/boy oraninin normal
sinirlarda  olmamast olarak tanimlanmaktadir. Etiyolojide boy kisaligini
aciklayacak herhangi bir sebep bulunamaz ise bu durum idiyopatik boy kisalig
(IBK) olarak tanimlanmaktadir. Nedeni bilinmemekle beraber idiyopatik boy
kisaliginda da bazi genlerin sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlarin en
onemlilerden biri Turner sendromunda da boy kisalifindan sorumlu oldugu
diisiiniilen “Short Stature Homeobox Containing” (SHOX) genidir (5). Idiyopatik

boy kisaliginin % 2 ila %14’{inden bu genin sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir

(6).

2.2. Bilyiime

Biiylime, cocukluk c¢agindaki esas fizyolojik siirectir. Hekimler ve
ebeveynler tarafinda ¢ocuk sagliginin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (8).
Biiylime konsepsiyon ile baglar ve degisik hizlarda gestasyonel hayatta, infantil

donemde, ¢ocukluk caginda ve adolesan donemde devam eder. Biiyiimenin en



hizli oldugu donem fotal donem olmakla beraber ilk iki yasta da biiylime hizlh
devam eder. Cocukluk ¢ag1 ve puberte 6ncesi donemde yavaslar. Erken puberte
doneminde tekrar biiyiime hizi artar ve biiyiime hizi belli bir noktada pik yapar.

Daha sonra erigkin boya ulasincaya kadar yavas yavas azalir ve durur (5).

2.2.1. Prenatal Donem

Embriyonik dénem, fertilizasyondan iki hafta sonra baslar ve sekiz hafta
sonra sona erer. Bu on hafta i¢inde organogenez biiylik oranda tamamlanmis olur
ve fotal boy yaklasik 3-4 cm civarindadir (9,10). Ikinci trimesterda fotal bilyiime
hizlanir ve yaklasik haftada 2.5 cm civarinda biliylime hiziyla en iist noktaya
ulagir. Ugiincii trimesterda longitudinal biiyiime (boy uzamasi) yavaslar ve agirlik
artis1 hizlanir (11). Dogumda boy yaklasik 51 cm, agirlik ise 3400 g civarina

ulagir (12).

2.2.2. Prepubertal Donem

Infantil donemde biiyiime hizlidir. Boy yaklasik dogum boyunun %50’si
civaribnda artar ve agirlhik dogum agirliginin ii¢ katina ulasir (13). Boy uzamasi

ilk iki veya li¢ ayda 20 cm/yil civarindan 24-36. aylarda 9 cm/y1l civarina diiger.



Cocukluk c¢aginin ortalarinda boy uzamasi 5-6 cm/y1l olarak devam eder. Ancak

puberte 6ncesine kadar bu hiz 2-3 cm/yi1l kadar azalir (5).

2.2.3. Puberte Donemi

Boy uzunlugunun yaklasik % 20’si ve kemik yogunlugunun % 50°si bu
donemde kazanilir. Bu dénemde biiyiime hizinin en fazla oldugu zaman araligi
kizlarda 12 ve erkeklerde 14 yasa denk gelir. Bu donemden sonra biiyiime hizi
epifizler kapanincaya kadar azalarak devam eder. Kizlarda biiylime hizi, telars
evresiyle artmaya baslar, Tanner evre III oldugunda biiyiime hizi pik yapmuistir.
Erkeklerde ise genitalya evre IV oldugu zaman bilyime hizi maksimum
diizeydedir. Biiyiime hiz1 pikinin daha ge¢ olmasi erkeklerin kizlardan daha uzun

olmastyla sonuglanir (5).

2.3. Biiyiime Uzerine Etkili Faktorler

Normal biiylime iizerine etkili faktdrler prenatal ve postnatal donemde
farklilik gostermektedir. Bununla birlikte gerek prenatal gerekse postnatal

donemde boy uzunlugu birden ¢ok faktore baghdir (5).



2.3.1. Prenatal donem

Bu donemde lineer biiylime olur ve buna anne rahminin biiyiikligi,
maternal beslenme, plesantanin fetiise oksijen ve besin kazandirma fonksiyonlari
ve endojen fotal biiylime faktorleri birlikte etki eder. Esas olarak ise biiylime
tizerine genetik faktorler, beslenme, glikoz ve “Insulin-like Growth Factor” (IGF)
‘ler etkilidir. 25. ve 31. gestasyonel haftalar1 arasinda IGF-1 %400 artar. IGF-1
diizeyi ile dogum boyu arasinda pozitif bir korelasyon vardir. Bununla birlikte

fotal bliylime tizerine en etkili faktér IGF-2’dir (14,15).

2.3.2. Postnatal Donem ve Puberte Donemi

Genetik faktorler, beslenme, sosyoekonomik diizey ve sakatlik, hastalik
gibi olumsuz olaylar eriskin boyunu belirler. Tiroid hormonu yoklugu ve biiyiime
hormonu yoklugu biiylime iizerine direkt etkilidir ve 0Ozellikle prepubertal
donemde biiyiime iizerine en etkili faktorleri bu iki hormon olusturmaktadir (5).
Puberte doneminde ise biiylime hormonu ve seks hormonlar1 biiylime hizin

belirler (16).



2.4. Bilyiimenin Degerlendirilmesi

Biiylimenin degerlendirilmesi i¢in o bireyin i¢inde yasadigi topluma ait
ayni etnik koken ve yasa gore belirlenmis biiylime (persentil) egrileri mevcut
olmalidir. Bu egrilerde ayni yas ve etnik kdkene sahip bireyler yiizdeler olarak
belirlenmistir. Bireyin biiyiimesinin normal kabul edilmesi i¢in ayn1 etnik kdken
ve yastaki diger bireylerin yiizde {iglinden kisa olmayip (3 persentil), yiizde
doksan yedisinden (97 persentil) uzun olmamalidir. Bununla birlikte biiylime
hizinda da azalma olmamalidir. Biiyiime hizinin da normal degerlerin altinda olup
olmamasi biiylimenin degerlendirilmesinde Onemlidir. Yillik biiyiime hizi 25

persentilin altinda olmamalidir (5).

Biiyiimenin normal oldugunu degerlendirmede anne ve baba boyu da goz
oniinde bulundurulmalidir. Anne ve baba boyuna bakilarak bir hedef boy tespit
edilmelidir. Daha sonra biiyiime hizinin hedef dogrultusunda olup olmadig takip
edilmelidir. Hedef boy araligina ulasamayacak hizda biiyiime olmadiginda boy

persentili normal olsa dahi biiyiime geriliginden bahsedilebilir (17,18).

Hedef boy hesaplamasi:

Kiz ¢ocuklar:_(Baba boyu-13) + Anne boyu

2

Erkek ¢ocuklar:_(anne boyu+13) + Baba boyu

2



Hedef boy hesaplamasi yapildiktan sonra hastanin kemik yasi ve muayene
esnasindaki boyu ile tahmini final boyu hesaplanir. Tahmini final boyu hedef

boyu ile uyumlu olmalidir (5).

2.5. Boy Kisahigi

Boy kisaligi genetik ve cevresel faktorlerin birlikte rol oynadigi
multifaktoryel kalittmin bir sonucu olarak meydana gelir ve bir bireyin kendi yas
ve cinsiyete gore boyunun -2 SDS veya 3 persentilin altinda olmasi ya da bu
degerlerin iizerinde oldugu halde hedef boy sinirlarinin altinda olmasi olarak

tanimlanir (5).

Bir bireyin boy Standart Deviasyon Skoru (SDS) hesaplamasi su sekilde

yapilir:

Bireyin boyu (cm)- ayn1 yas ve cinsiyetteki ortalama deger(cm)

SDS =

Yas ve cinsiyete gore standart sapma(cm)

Normal ortalama ve SD degerleri i¢in yas ve cinsiyete gore hazirlanmig
tartt ve boy tablolarindan yararlanilir. Normal ¢ocuklarda boy olgiimleri c¢an
egrisine uyan simetrik bir dagilim gosterdiginden ortalama yerine median (50.
persentil) deger kullanilabilir. -2 SDS yaklasik olarak 3. persentile, +2 SDS 97.
persentile esittir. Yasina gore boy uzunlugu ortalamaya uyan bir ¢ocukta SDS

degeri “0”dir (5).



Persentil egrileri, farkli yaslardan saglikli ¢ocuklarin olusturdugu
gruplarda genellikle ayn1 zaman dilimi icinde (kesitsel) ve standart yontemlere
uyularak yapilmis Olglimlerden belirli istatistiksel yontemler kullanarak
hazirlanmis, yaslara gore viicut Olgiilerine iliskin dagilimi gdsteren egrilerdir.
Tiirk ¢ocuklarina ait 2-18 yas aras1 boy uzunlugu i¢in belirlenen persentil egrileri

sekil 1. de gosterilmistir (19).
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Sekil 1. 2-18 yas kiz ve erkek ¢cocuklarinda boy uzunlugu persentil egrileri (19).
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Tablo 1. Boy kisahigi nedenleri

Normal’in Varyanti Boy Kisaliklar: Orantih ve Postnatal Baslangich

e  Yapisal biiyiime geriligi * Malnutrisyon

e Genetik-Ailesel boy kisaligi > Kronik inflamatuar barsak

Patolojik Boy Kisahg: Nedenleri hastaligt

» Malabsorbsiyon
Orantisiz
) » Colyak hastalig1
e Iskelet displazileri
» Cinko eksikligi
e  Metabolik kemik hastaliklari

e  Kronik hastaliklar
Orantili_ve Prenatal Baslangich

) > Gastrointestinal
e Intrauterin Biiylime geriligi (IUGR)

> Kardiyopulmoner
» Fotal baski

»  Enfeksiyonlar
» Plasental disfonksiyon

> Renal
»  Enfeksiyonlar

» Hematolojik
» Teratojenler

» Norolojik

e Kromozomal Hastaliklar
o dlaglar

»  Turner sendromu
» Glukokortikoidler
» Down sendromu
» Yiiksek doz dstrojen kullanimi
e Dismorfik sendromlar

Psikososyal ciicelik
» Russell-Silver sendromu

Genetik faktorler
» De Lange sendromu

e  Endokrin hastaliklar
» Seckel sendromu

» Hipotiroidizm
» Dubowitz sendromu

> lIzole  biiyime  hormonu
> Bloom sendromu

eksikligi
» Johanson-Blizzard
» Hipopituitarizm
sendromu
» Kortizol fazlalig

» Erken puberte
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2.5.1. Ailesel Boy Kisalig1

Ailesel boy kisaligi bircok kaynakta genetik boy kisaligi olarakta
isimlendirilir. Ailesel boy kisaligi olan bireyler hayat boyu kisadirlar bununla
birlikte boylar1 ve biliylime hizlar1 anne ve babanin genetik potansiyelinin izin
verdigi sinirlar igerisindedir. Bu hastalarda, kemik yas1 ve boy yast birbiri ile
uyumlu olup takvim yasina gore geri seyreder. Tahmini (predicted) boy hedef boy

ile uyumludur ve her ikisi de kisadir (5) (Sekil 2).

Ailesel boy kisaligi durumlarinda, ekstremite uzunluklari ve viicut oranlari
iyi Ol¢iilmelidir. Ciinkii boy kisaliginin ailesel olmasi vertikal gecis gosteren bir
kemik hastaliginin (iskelet displazileri) ya da hormonal bozuklugun isareti
olabilir. Ornegin otozomal dominant gegisli bilyiime hormonu eksikligi gibi.
Bununla beraber boy uzamasiin bir¢ok genle ve cevresel faktorlerle iliskisi

oldugu unutulmamalidir (21-24).

12



|A) (B

Yas (yil)

TT T T T T T T T 11
B9 10111213 14151817 18

Yas (ay)

L L L L L L L L L
0 38 § 2 BN MNTN

“® -
58 -
P
s =
P
n =
- =

Sekil 2. Ailesel boy kisaligi. A-Infant donemi. Genetik potansiyele uygun biiyiime egrisi. B-
Cocukluk cagi ve adolesan donem. Boy uzunlugu kilo ile parallel. Ani diisiisler olmaz ve

puberte ¢aginda normal persentillere ulasilamaz (5)

2.5.2. Yapisal Boy Kisalig1

Boy kisaliginin en sik nedeni yapisal boy kisaligidir. Boy kisaligi nedeni
ile klinige bavuranlarin 6nemli bir kismi bu gruptandir. Bu durum gercek anlamda
boy kisaligi olmayip boy uzamasi varyasyonu olarak kabul edilir ve ge¢
olgunlagsma olarak da tanimlanabilir (Sekil 3). Bu durum genellikle aileseldir ve

sorgulandiginda ailede boyu sonradan uzayan bireyler oldugu ortaya ¢ikar (25) .

Konstitiisyonel (yapisal) boy kisaligi olan ¢ocuklar karakteristik olarak; ilk
iki yasta biiyiime yavaslamasi, prepubertal donemde diisiik hizda sabit biiylime

hiz1 ve ge¢ adolesan dénemde bir yakalama biiyiimesi gosterirler (26). Siklikla
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babada benzer bir hikaye mevcuttur. Ailede benzer hikaye olmasina ragmen
ailesel boy kisaligi yoktur. Kemik yas1 boy yasindan geridir ve her ikisi takvim
yasinin altindadir (Sekil 3). Bu durum boy uzama potansiyelinin yiiksek oldugunu
ifade eder. Yapisal boy kisalig1 erkeklerde daha sik olup, erkek kiz orami 2:1 dir
(27). Konstitiisyonel boy kisaligi tanis1 konurken diger olasiliklar ve patolojik

biiylime paternleri ekarte edilmelidir (5).

Yapisal boy kisaligi olan c¢ocuklar ailesel boy kisaligi olanlarla
kiyaslandiginda prepubertal donemde agirlik persentillerinin, boy persentillerine
gore daha diisiik oldugu gozlemlenmistir. Sekonder seks karakterlerinin gelismeye
basladigi déonemde bu fark kapanir. Bu durum, konstitiisyonel boy kisaliginin
infant donemindeki suboptimal beslenmeyle ilgili olabilecegini diisiindiirmektedir

(Sekil3)(28).
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Sekil 3. Yapisal Boy Kisalign A. infant dénemi, boy ve kilo erken donemde normal sinirin
altina iner. B. Cocukluk ¢ag1 ve adolesan donem, gec pubertal boy uzamasi ve normal

aralikta final boyu. Tipik olarak kilo boya gore daha gec¢ diizelir (5).
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2.5.3. Nutrisyonel Boy Kisalig1 ve Kronik Hastaliklar

Diinya genelinde boy kisaligmin en Onemli

nedenlerinden  biri

malnutrisyona bagl (beslenme bozuklugu) boy kisaligidir (Sekil 4) (29). Bu tip

hastalarda iyi hikaye alinmalidir. Biiyiime geriligi ve beslenme bozuklugu

inflamatuar barsak hastaligi, ¢olyak hastaligi, HIV gibi sistemik hastaliklarin

sonucu olabilir (30- 33). Bunun yaninda istahsizlik ve beslenme bozukluguna yol

acan medikal tedaviler sorgulanmalidir. Ornegin dikkat eksikligi ve hiperaktivite

tedavisi gibi (34).
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Sekil 4. Nutrisyonel boy kisalig1 A. Boy kisaligi ile basvuran hastaya ait biiyiime egrileri. Boy

ve kilo normalin altinda ve seksiiel gelisim normal. B. Egrilerin tamamlanms hali. 12

yasindan sonra kotii beslenme nedeniye boy uzamasinda yavaslama belirgin olarak

goriilityor (5).
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Bu hastalarda boy kisaliginin yani sira kilo kaybi karakteristiktir. BMI

(body mass index) egrileri tanida yardimcidir (Sekil 4) ( 5, 35)

Beslenme bozuklugu, alim azlig1 ya da fazla kayip sonucu olusabilir ve
organik ya da inorganik beslenme bozuklugu ile sonuglanabilir. Ailesel ya da
yapisal boy kisalig1 ile ayriminda boy uzamasi ve pubertal ilerlemeye oranla kilo

aliminin azlig: 6nemlidir (Sekil 4) (5).

Organik beslenme bozuklugu sebepleri arasinda en yaygin olanlar Crohn
hastaligi, ¢olyak hastaligi, kistik fibrozis, HIV, tiiberkiiloz, kalp ve bobrek

hastaliklar1 gibi kronik hastaliklar yer almaktadir (5).

Organik olmayan beslenme bozuklugu ise genellikle okul c¢agindaki
cocuklarda obezite ve yliksek kolesterol korkusu nedeniyle alim azligi sonucu
olusur. Gergek sikligini tespit etmek zordur. Adolesan donemde beslenme

bozuklugunun yaklasik %73 tinden sorumlu oldugu diistintilmektedir ( 35-37).

Beslenme bozuklugu sonucu vitamin ve minaral kayiplart da boy kisalig
ile sonuglanabilmektedir. Biiylime hormonunun ifadelenmesinde (ekspresyon)
gorev alan A vitamini eksikliginde (38), kemiklere kalsiyum saglanmasinda
gorevli D vitamini eksikliginde ve biiylime hormonunun reseptor yapisina katilan

cinko eksikliginde boy kisalig1 olusmaktadir (35, 39).
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2.5.4. Endokrinolojik Boy Kisaliklar1

Endokrin nedenlerin ¢ogu biiylime siirecinin bozulmasina neden olur.
Bunlardan biiyiime hormonu (BH) eksikligi dnemli bir boy kisaligi nedenidir.
Daha ¢ok nedeni bilinmeyen BH eksikliginde dogum agirligi ve boy uzunlugu
normal veya normalin alt sinirlarina yakindir. Viicut oranlart normal olup boya
gore agirlik yiiksek ve kemik yas1 geridir. Pubertede siklikla gecikme goriiliir. BH
gen delesyonuna bagli dogumsal BH eksikligi ve BH reseptor gen defekti sonucu

IGF’lerin sentezlenememesi de boy kisaliginin nedenleri arasinda olabilir (40).

Tiroid hormonu boy gelismesinin yanisira beyin gelisimini de etkileyen bir
hormondur. Bu nedenle yenidogan taramalarinda tan1 koymada 6nemli bir yeri
vardir. Dogumsal hipotiroidide, boya gore agirlik fazladir ve kemik yasi oldukga

geridir. Pubertede gecikme goriiliir (40).

Diabetes mellitusda, eger metabolik kontrol kotii ise biliyiime yavaslar ve
pubertede gecikme goriiliir. Diyabetle birlikte seyreden hipotiroidi ve Colyak gibi

hastaliklarin biiyiime {izerine olumsuz etkileri vardir (40) .

Biiyiimenin duraklamasma etki eden diger endokrin nedenler arasinda
psodohipoparatiroidi, dogumsal olmayan BH eksikligi ve hipotiroidi de sayilabilir

(40).

Yapilan arastirmalar BH geninde ve biiyiime hormonu salgilatici hormon
reseptorii (GHRHR) geninde meydana gelen mutasyonlarin izole biiylime

hormonu eksikligine neden oldugunu; Pituitary-Specific Transcription Factor 1
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(PIT1), Prophet Of PIT1 (PROP1), Homeobox Gene Expressed In Es Cells 1
(HESX1), Lim Homeobox Gene 3 (LHX3) gibi bazi transkripsiyon faktorleri ve
genlerde meydana gelen defektlerin ise multipl pituiter hormon eksikligine neden

oldugunu gostermistir (41-44).

2.5.5. Intrauterin Biiyiime Geriligi

Intrauterin biiyiime geriligi gestasyonel yasa gore dogum agirhiginm 10
persentilin altinda olmasi olarak tanimlanir. Altta yatan sebepler anneye bagl
(ekstrinsik faktorler) ve fetlisa bagli (intrinsik faktorler) olarak iki gruba ayrilir
(37). Ektrinsik faktorler daha ¢ok plasentanin fetiise yeterli oksijen ve besin
saglamasiyla sonuglanan durumlardir (44, 46). Intrinsik faktorler ise fetiisiin
genetik potansiyeli ile iliskili faktorler ve enfeksiyonlardir. Genetik faktorler
kromozomal anomaliler, tek gen hastaliklar1 ve genomik damgalama (imprinting)
hatalar1 olarak siniflandirilabilir. Enfeksiyonlar i¢inde ise ozellikle toksoplazma,
rubella, sitomegalovirlis ve herpes virus (TORCH) enfeksiyonlar1 sorumlu

tutulmaktadir (47).

Intrauterin biiyiime geriligi olan bireyler postnatal dénemde yasitlariyla
olan farki genellikle kapatirlar. Ancak yaklasik %10 -15 kadarinda biiylime
geriligi devam eder ve bu bireyler ileride kisa boylu bireyler olarak kalirlar. Bu

bireylerin neden yasitlarin1 yakalayamadigi agik degildir. Bununla birlikte bu
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bireylerin intrauterin hayatta biiylimesini kisitlayan genetik faktorlerin etkisinin

dogumdan sonra da devam ediyor olabilecegi diisiiniilmektedir (48, 49).

2.5.6. Kemik Gelisim Bozukluklar1

Kemik gelisim bozukluklar1 iskelet displazileri olarak da bilinmektedir.
Iskelet displazileri orantisiz boy kisaligi ile sonuglanan orta dereceden asir1 kisa
yaptya kadar degisen oldukga heterojen bir grup hastaliktir (50). Iskelet
displazileri kemigin etkilenen bolgesine (epifizyel, metafizyel, diyafizyel veya
bunlarin kombinasyonu) radyolojik bulgularina, patogenezine ve molekiiler ve

genetik mekanizmalarina gore siniflandirilirlar (51).

Iskelet displazileri orantisiz boy kisaligi ile sonuglanir. Fizik muayenede
hastanin boy uzunlugu ve oturma boyu 6l¢iilerek iist/alt oranina bakilarak ve kol
kulag uzunlugu olgiilerek orantisiz boy kisaligi tespit edilebilir. Ancak
simiflandirma yapmak i¢in daha detayli 6l¢iimler, radyolojik degerlendirme ve

molekiiler degerlendirme yapmak gereklidir (5).
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2.5.7. Kromozomal Anomaliler ve Genetik Sendromlar

Hem sayisal hem de yapisal pek ¢ok kromozomal anomali boy kisaligina
neden olabilmektedir. Sayisal anomali nedeniyle ortaya ¢ikan sendromlardan en
sik rastlananlar1 21. kromozomun fazlaligi sonucu olusan Down sendromu ve

cinsiyet kromozomlarindan birinin eksikligi sonucu olusan Turner sendromudur

).

Turner sendromu yaklasik 3000 canli dogumda goriilen bir sendromdur.
Bu sendromda boy kisaligi ve adet gorememe disinda dogustan kalp anomalileri
(bikiispit aorta, aort koarktasyonu), yele boyun, diisiik ense sa¢ ¢izigisi, el ve ayak
6demi bulunur (5). Turner sendromunda boy kisaliginin mekanizmasi tam olarak
anlagilamamistir. Bununla birlikte kemik gelisiminde rol aldig: diisiiniillen SHOX
geni gibi genlerin eksikligi veya biiylime hormonu salgilanmasinda bozukluk veya
Ostrojen eksikliginin bir sonucu olarak ortaya ¢iktigr diistiniilmektedir. Turner
sendromunda SHOX geni vakalardaki boy kisaligini yaklagik %75 oraninda
acikladig1 dolayisiyla X iizerinde baska genlerin eksiklgininin de boy kisaliginda
rol aynadig1 belirtilmekle beraber en dnemli sebebin SHOX geni eksikligi oldugu
belirtilmektedir. Turner sendromunda ortalama final boylar1 142-147 cm

arasindadir (5, 7).

Down sendromu yine kromozomal anomali sonucu olusan ve boy
kisaligina yol acan baska bir sendromdur. Yaklasik 600 canli dogumda bir

gortliir. Hastalarda boy kisaligi disinda atipik yiiz goriiniimii, ¢esitli dogumsal
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anomaliler, endokrin ve beslenme bozukluklar: ve ilerleyen yaslarda kilo alimina

yatkinlik goriiliir. Ortalama final boylart 140-160 cm arasinda degisir (5).

Russell-Silver sendromu 7. kromozomun maternal uniparental dizomisi ve
15p15.5 lokalizasyonundaki telomerik imprinting kontrol bdlgesininin
hipometilasyonu sonucu olusur ve prenatal baslangiclhi kisa yapi, kol ve
bacaklarda asimetri, liggen yiiz goriiniimii, basin goreceli olarak biiyiik olmas1 ve
5. parmak klinodaktilisi ile karakterize bir sendromdur. Boy kisaligi ileri

derecededir (5).

Cornelia de Lange sendromu 5pl3 bolgesindeki NIPPED-B-LIKE
(NIPBL) genindeki mutasyonlarla olusan ve biiylime geriligi, zeka geriligi, kii¢iik
kafa yapisi, ylizde ve tiim viicutta tiiylenme artisi, sinofris, asagi donik agiz
koseleri, kiiciik el ve ayaklar ile karakterize olan bir sendromdur. Hastalarda boy

kisalig1 ileri derecededir (5).

Bloom sendromu orta derecede boy kisaligi, bas kiiglikliigli (mikrosefali),
orta yliz hipoplazisi, yiizde telenjiektaziler ile karakterize bir sendromdur. Zeka
geriligi ve bagisiklik sistemi bozukluklar1 goriilebilir. Hastalar genellikle

malignite nedeniyle kaybedilirler (5).

Johanson-Blizzard sendromu 15q15.2 bolgesindeki UBR1 genindeki
mutasyonlar sonucu olusan degisik derecelerde zeka geriligi, kisa yapi, burun
kanatlarinin dar olusu, tipik sa¢ yapisi ve dis anomalileri, hiptroidism ve sagirlik
ile karakterize bir sendromdur. Inmemis testis, penis kii¢iikliigii, hipotroidi ve

pankreas yetmezligi goriilebilmektedir (5).
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Seckel sendromu ileri derecede mikrosefali, zeka geriligi, merkezi sinir
sistemi anomalileri, belirgin burun yapisi, radius basi1 ¢ikigr ve kalga ¢ikigr ile
karekterize bir sendromdur. Bas yapisina gore oldukga biiyiikk goriinen burun ve

cene yapilar tipiktir (5).

2.5.8. Metabolik Hastaliklar

Mukopolisakkaridozlar, mukolipidozlar ve gangliozidozlar orantisiz boy
kisaligi tespit edilen hastalarda goz Oniinde bulundurulmasi gereken metabolik

hastaliklardir (5).

2.5.9. Psikososyal Boy Kisaligi

Cocugun saglikli biiylimesi i¢in ¢evresel ortamin da uygun olmasi gerekir.
Bunun en iyi 6rnegi anneden ayrilmaya bagli olarak hastanede uzun siire yatirilan
cocuklarda goriilen biiyliime duraklamasidir. Evde anne ve babadan birinin gercek
anne veya baba olmamasi veya ev ig¢i iligkilerin saglikli olmamasi sonucu bir
cocukta bilyiime yavaslamasi goriilebilir. Ozellikle bakimevi cocuklar1 gibi agir

psikolojik sorunlar1 olan ¢cocuklarda psikososyal boy kisalig1 goriiliir.

Psikososyal boy kisalig1 2 ila 15 yas arasindaki ¢ocuklarda duygusal baski

ya da stress nedeniyle ortaya c¢ikmaktadir. Semptomlar1 asir1 kisa boy, kemik
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yasinda gerilik ve boy ile orantisiz agirlik seklinde 6zetlenebilir. Temel
mekanizma biliylime hormonu seviyesinde diismedir. Bu durum muhtemelen
bliylime hormonu baskilayici faktér ya da biiylime hormonu salgilatici faktor
salinimindaki dengesizlikler sonucu olusmaktadir. Bu hastalar duygusal baski

veya stresten uzaklastirildiginda biiylime normale doner (52).

2.5.10. Ilaca Bagl Boy Kisalig

Glukokortikoid tedavisi c¢esitli mekanizmalarla boy kisaligina sebep
olabilmektedir. Protein yikimi, kollajen sentezinin baskilanmasi, IGF 1’in
etkisinin baskilanmasi, hipotalamik aksi etkileyerek viicutta iiretilen biiylime
hormonu sekresyonunun baskilanmas1 glukokortikoidlerin etkilerindendir. Bu
etkiler biiylime hormonu ile hafifleyebilmektedir. Bu nedenle bu hastalar biiytime

hormonu tedavisi i¢in adaydirlar (5).
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2.6. Idiyopatik Boy Kisalig

Eger boy kisaligim1 agiklayacak bir sebep bulunamaz ise bu durum
idiyopatik boy kisalig1 olarak tanimlanir. Idiyopatik boy kisaligi daha onceleri
biiyiime hormonu testi normal olanlar1 ifade eden “normal varyantli boy kisalig1”
isimlendirmesinin alternatifi olarak da kullanilmaktadir (5). Dolayisiyla idiyopatik
boy kisaligi tanisi koyabilmek i¢in biliylime hormonu uyari testleri normal

olmalidir. Bunlara ek olarak;
-Organik hastalik olmamalidir (¢6lyak, renal tiibiiler asidoz vs )
-Karyotip normal olmalidir
-El-bilek grafisi normal olmalidir

-Viicut oranlart normal olmalidir (iskelet displazisi diisiindiirecek

bulgu olmamalidir) (3).

2.6.1. Idiyopatik Boy Kisaligina Sebep Olan Genler

Idiyopatik  boy kisaligt pek ¢ok gendeki mutasyon ile
iliskilendirilmektedir. Bu mutasyonlarin énemli bir kismi biiyiime hormonu aks1
ile ilgili genlerdedir (Tablo 2). Bu mutasyonlardan bazilari GH1 genindeki
mutasyonlardir. Bu mutasyonlar biiylime hormonunun tersiyer yapisint bozmakta

ve hiicre i¢i disiilfid baglarindan sorumlu sistein molekiiliiniin serine degisimine
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neden olmaktadir. Bunun sonucunda inaktif biiyiime hormonu sentezi ortaya
cikmaktadir. GH1 genindeki mutasyonlar ayrica ERK (ekstraseliiler sinyal
diizenleyen kinaz) aktivasyonunun azalmasina da neden olabilmektedir. BH
reseptorii (GHR) geninde meydana gelen mutasyonlar idiyopatik boy kisaliginin
nedenlerinden birisi olabilir. STAT5b, IGF-I ve ALS geni gibi reseptorle iliskili
olmayan genlerdeki mutasyonlar IGF-I eksikligi olan hastalarda tanimlanmustir.
IBK olan olgularn %30-50’sinde IGF-I diisiiktiir. IGF-IR geninde olusan
heterozigot nokta mutasyonlarmin IGF-IR fonksiyonunda diisiis ve proreseptor

olusumunda hata ile sonuglandigi bilinmektedir (53).

Son donemde idiyopatik boy kisaligi olan hastalarda SHOX geni tizerinde
de caligmalar yapilmaya baslanmistir. Yapilan arastirmalarda, SHOX geninde
meydana gelen mutasyonlarin da idiyopatik boy kisaligina sebep olabilecegi
gosterilmistir. SHOX genindeki mutasyonlarin Idiyopatik boy kisaligi olan
hastalarda, goriilme sikligi % 2-14 arasinda degismektedir (54). Homeobox
ailesinden olan SHOX genindeki mutasyonlarmn IBK disinda, Leri-Weill
Diskondrosteozu (LWD) ve Langer mezomelik displazi (LMD) gibi boy
kisaliginin eslik ettigi sendromlara da neden oldugu gosterilmistir (55). Turner
sendromunda, X kromozomunun tek kopya olarak bulunmasi nedeniyle SHOX
geni de tek kopya olarak bulunmaktadir. Bu durum boy kisaligindan sorumlu
tutulmaktadir. Bu genle ilgili mutasyonlar sadece boy kisaligina neden olmayip
ayrica Turner sendromu benzeri iskelet anormalileri (kisa 6n kol, kisa tibia,
madelung deformitesi, kubitis valgus, genu valgum) ve LWD’na da neden

olmaktadir. LWD, SHOX geninin tek doz yetersizligi (haploid yetersizligi) ile
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sonuclanan bir iskelet gelisim bozuklugudur. Bu olgularin yaklasik % 65’inde
heterozigot SHOX geni mutasyonu tespit edilmistir. Geriye kalan olgularda ise
nedeni heniiz agiklanamayan molekiiler bir defekt oldugu tahmin edilmektedir.
LMD’nin ise SHOX geninin ya da protein fonksiyonunun tamamen kaybolmasi
sonucu olustugu gosterilmistir. Bu nedenle LMD, LWD’nin homozigot formu

olarak distiniilmektedir (56, 57).

Tablo 2. iBK olan olgularda tamimlanan genler ve mutasyonlar(5).

Gen Mutasyon Kalitim Fonksiyonel etki

GH1 Arg77Cys Heterozigot Inaktif BH

GH1 Aspl12Gly Heterozigot Inaktif BH

GH1 llel79Met Heterozigot ERK aktivasyonunda azalma

GH1 C53S Homozigot Inaktif BH

GHR Glu44Lys,R161C Birlesik Zayif BH baglanmasi
Heterozigot

GHR C122X Heterozigot BH reseptor sayisinda azalma

GHR Glu244Asp Heterozigot Subseliiler lokalizasyonda

degisme

GHR R211H Heterozigot

GHR Argl61Cys Heterozigot

GHR A478T Heterozigot

GHR V1441 Heterozigot

GHR Psodoekzon Homozigot

STAT5b  Ala630Pro Homozigot Anormal IGF-1/IGFBP3

transkripsiyonu

IGF-1 Exon 4ve5 delesyonu Homozigot IGF-1 kayb1

IGF-1 Met44Va Biyoinaktif

IGFALS  1338delG ALS kayb1

IGFALS  D440N ALS kaybi

IGF-1R Arg108GIn,Lys115Asn IGF-IR fonksiyonunda azalma

IGF-1R R709Q Heterozigot Proreseptor siirecinin bozulmast

SHOX R59X Haploid yetersizlik ~ IGF-I Rs sayisinda azalma

SHOX R195X Haploid yetersizlik

NPR2 Heterozigot

GH, Biiyiime Hormonu; GHR, Biiyiime Hormonu Reseptorii; STAT, Transkripsiyon Sinyal
Aktivator; IGF-I, Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1; IGFBP-3, IGF Bagh Protein-3; ALS,
Asid-Labil Subiinit; IGFALS, ALS geni; IGF-IR, IGF-I Reseptor; SHOX, Short Stature

Homeobox; NPR2, NP Reseptor Natriiiretik Peptid Reseptor-B (NPR-B)
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2.7. SHOX Geni (Short Stature Homeobox Containing Gene)

Genetik faktorler biiylimenin diizenlenmesi ve final boyun belirlenmesinde
onemli bir yere sahiptir. Ozellikle X ve Y kromozomlarmm p kolunda (kisa kol)
meydana gelen delesyonlarin boy kisalig: ile iliskili oldugunun gosterilmesi, bu
kromozomlar iizerinde lokalize olan 6nemli bir aday genin biiylimede rol
oynayabilecegini diisiindiirmiistiir. Yapilan ¢alismalarda bu aday genin, X ve Y
kromozomlarinin p kolundaki psédootozomal bélgenin (PAR1) 700 kb distalinde
yer aldig1 gosterilmistir (58, 59). Rao ve arkadaslart (1997) boy kisalig1 olan 36
hastada PAR1’deki 170 kb’lik daha kiiglik bir bdlgenin delete oldugunu ve bu
bolgenin de Xp22 veya Ypll.3’ye lokalize oldugunu tanimlamiglardir. Burada
boy kisaligindan sorumlu oldugu disiiniilen gen de Short Stature Homeobox
Containing Gene (SHOX) olarak isimlendirilmistir (7). Ellison ve ark. ayni geni
PHOG (Pseudoautosomal Homeobox-containing Osteogenic Gene) olarak
adlandirmislar ve bu genin biiylimenin diizenlenmesinde aday bir gen oldugunu

ileri stirmiislerdir (Sekil 5) (60).
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SHOX

FAR 1
¥plld1 SHOX

Sekil 5. SHOX geninin X ve Y kromozomu iizerindeki yerlesimi

SHOX geni, yaklasik 40 kb biiyiikliigiindedir ve 6 ekzondan olugsmaktadir.
SHOXa ve SHOXb olarak adlandirilan ve alternatif splicing ile olusturulan iki
ayrt transkripti mevcuttur. Bu transkriptler sirasiyla 292 ve 225 aminoasitten
olusan proteinleri kodlamaktadirlar (Sekil 6). SHOX proteini, homeodomain
protein denilen bir grup protein ailesine dahildir. Homeodomain proteinler
transkripsiyon faktorii olarak hiicre farklilasmasi ile organ olusumunda rol

oynayan proteinler olarak islev goriirler (61).
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Sekil 6. SHOX geninin yapisi

Rao ve ark. SHOX geninin X inaktivasyonundan kagan genlerden biri
oldugunu ve boylece hem aktif hem de inaktif X kromozomu ile Y
kromozomunda eksprese oldugunu gostermislerdir (7). Ekspresyon ¢aligmalarinda
da SHOXa ve SHOXD transkriptlerinin farkli ekspresyon paternine sahip oldugu
gosterilmistir. SHOXa bir¢ok dokuda yaygin olarak eksprese olurken SHOXb
izoformu daha ¢ok kemik 1iligi fibroblastlarinda bulunur. Bu da, SHOX geninin
lineer biiyiimede rolii oldugunu gosteren bir bagka kanittir. SHOXb, SHOXa’ nin
transkripsiyonel diizenleyicisi olarak islev goriir. Insanlarda embriyo gelisimi
sirasinda  yapilan SHOX geni ekspresyon calismalari, genin esas olarak
ekstremiteler ve faringeal yariklar olmak iizere iki biiyiik bolgede daha fazla
eksprese oldugunu gostermistir. Bu da SHOX geninin hem kisa boy fenotipi, hem

de tipik iskelet anomalileri (Turner Sendromu, LWD, LMD gibi) ile iligkisini
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gostermesi  a¢isindan anlamlidir.  SHOX geni, ekstremitelerde ilk olarak
farklilasmamis mezensimal dokuda ekprese olmakta, mezensim yogunlastiginda
ve kikirdaklasma gerceklestiginde bu ekspresyon perikondriyal tabakaya dogru
kaymaktadir. Ekstremitelerin orta boliimiinde o6zellikle dirsek ve dizde SHOX
ekspresyonu daha gii¢lii olmaktadir (62). Bununla birlikte aksiyal iskelet veya
gelisen kafatasinda ekspresyon tespit edilmemistir. Bu nedenle biiyiime ile kemik
gelisimi sirasinda SHOX geninin kesin roliiniin ne oldugu heniiz tam olarak
bilinmemektedir. SHOX geni mRNA’sinin 5 translasyona ugramayan bolgesi
(Untranslated Region: UTR) 694 niikleotidden olusur ve biyiikligii 6-87
niikleotid arasinda degisen yukari akis yoniinde (upstream) 7 adet agik okuma
alan1 (Open Reading Frame: ORF) igerir (Sekil 7). SHOX geninin 2. ekzonu
icinde alternatif bir intragenik promotor bulunmaktadir. Bu bdlge sirasiyla -137 ve

-257 pozisyonlarinda TATA kutusu ve CAAT kutusu igermektedir (Sekil 7) (63).
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Sekil 7. SHOX geni 5° UTR’sinin sematik gosterimi

SHOX geninin ekspresyonu, translasyon etkinligi farkli olan ancak benzer

kodlama kapasitelerine sahip alternatif promotorlar (P1 ve P2) tarafindan

diizenlenmektedir (Sekil 8). Bu promotorlar farkli translasyon aktivitelerine sahip

tip 1 ve tip 2 transkriptleri olusturmaktadir. P2 yiiksek oranda SHOX proteinine

ihtiya¢ duyulmasi esnasinda kullanilirken, P1’in muhtemelen hiicresel stres

durumlaryla iliskili olan translasyonel kontrol mekanizmalar1 araciligiyla protein

seviyesini dilizenleyen transkriptlerin olusumuna izin verdigi diisiiniilmektedir

(63).
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Sekil 8. SHOX geni regiilasyon modeli

2.8. Mutasyon

Mutasyon, DNA’nin niikleotid dizilerinde veya niikleotidin metilasyon
gibi epigenetik mekanizmalar aracilifiyla meydana gelen spontan veya
indiiklenebilir degisiklikler seklinde tanimlanir. Mutasyona neden olan fiziksel ve

kimyasal ajanlara mutajen denir (64).

Mutasyonlarin etkileri degerlendirilirken, degisikligin somatik hiicrelerde
mi yoksa germ hiicrelerinde mi oldugunun ayrimi Onemlidir. Postzigotik
oldugunda sadece kendinden tiireyen hiicrelerde olusur. Somatik hiicrelerde
olusan mutasyonlar gelecek kusaklara aktarilmamaktadir. Somatik hiicre

mutasyonu Sekil 9’da sematik olarak gosterilmistir. Somatik hiicrelerde resesif
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(¢cekinik) alleller olusturan mutasyonlar organizma i¢in nadiren 6nemlidir. Bu tiir

mutasyonlar genellikle dominant (baskin) allel tarafindan gizlendigi i¢in ifade

fenotipe yansimayacaktir. Somatik mutasyonlar eger dominant veya X’e bagli ise

bliyiik olasilikla hemen ifade edildikleri i¢in daha biiylik bir etkiye sahip

olacaklardir (65).
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Sekil 9. Somatik hiicre mutasyonu

'f;l ‘Mutant somatik hicre

Gametler ve gamet olusturan hiicrelerdeki mutasyonlara ise germ hiicre

mutasyonlart denir. Bu mutasyonlar gelecek kusaklara aktarildiklari i¢in oldukca

onemlidir (66). Germ hiicre mutasyonu Sekil 10°da sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 10. Germ hiicre mutasyonunun kalitimi

2.8.1. Mutasyon ¢esitleri

DNA’nin yapisinda meydana gelen degisiklikler; gen mutasyonlari,

kromozom mutasyonlar1 ve genom mutasyonlari olmak {izere 3 grupta toplanir

(65).

Gen mutasvyonlari

DNA’nin yapisindaki niikleotid ¢iftlerinin yer degistirmesi, bir veya birkag
niikleotidin DNA’nin yapisina katilmasi (insersiyon) veya bir veya birkag

niikleotidin DNA’nin yapisindan ¢ikmasi (delesyon) sonucu bir genin niikleotid
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dizisinde meydana gelen degisimlere gen mutasyonlar1 denir. Bu mutasyonlar
DNA replikasyonu sirasinda meydana gelebildigi gibi hasarli DNA’nin tamirinin

yapilamamasindan da kaynaklanabilir (65).

DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen hatalarin biiytik bir cogunlugu
bir takim DNA tamir mekanizmalari ile onarilir. Burada rol oynayan enzimler ilk
olarak yeni sentezlenmis ¢ift iplikteki yanlis bazi tagiyan ipligi tanir ve daha sonra
bu iplikteki bazi dogru olan komplementer baz ile degistirir. Bu olay “hata okuma

mekanizmas1” (proofreading) olarak adlandirilir.

Bir gen, ultraviyole (UV) ya da iyonize 1sinlara maruz kalirsa ve gevrede
bulunan kimyasal mutajenler ile reaksiyona girerse ilgili genin yapisinda
mutasyonlar meydana gelir. Bu tiir mutasyonlar genellikle kalici mutasyonlardir

(65).

Kromozom mutasyonlari

Bu mutasyonlar, kromozomlarin yapisinda; inversiyon, translokasyon,

duplikasyon ve delesyon seklinde olusan yapisal degisikliklerdir.

» Inversiyon: Bir kromozomda iki kirik olusmasi ve kiriklarin arasinda
kalan kismin ters ddnerek yeniden yerlesmesine inversiyon denir. Iki kirik
arasinda kalan kisim sentromeri igeriyorsa perisentrik inversiyon, sentromeri

icermiyorsa parasentrik inversiyon olarak adlandirilir.
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* Translokasyon: Homolog olmayan iki kromozom arasinda meydana
gelen parga degisimine translokasyon denir. Translokasyonlar resiprokal
translokasyon, Robertsonian translokasyon ve insersiyon tipi olmak tizere 3 gruba
ayrilir. Homolog olmayan iki kromozomun distalinde kirik olusup kirilan
parcalarm karsilikli olarak yer degistirmesine resiprokal translokasyon denir. iki
akrosentrik kromozom arasinda meydana gelen ve sentromere yakin bdlgede
olusan kirik sonucu kromozomlarin kisa kollarinin kaybi ile bu bdlgeden yeniden
birlesmesine Robertsonian translokasyon denir. Bir kromozoma ait bir segmentin,
olusan kiriklar sonucu yerinden ayrilarak baska bir kromozoma yerlesmesine ise

insersiyon tipi denir.

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

boliinmede anormal segregasyon nedeniyle olusabilir.

= Delesyon: Bir kromozom segmentinin kaybi demektir. Delesyon
tastyicist bir birey normal homolog kromozomuna karsilik gelen bolgedeki
genetik bilgi acisindan monozomiktir. Delesyonlar kromozomun kirilmast ve
sentromer igermeyen segmentin kaybi ile olusabilir. Ayrica duplikasyonda oldugu
gibi esit olmayan crossing-over veya dengeli bir translokasyon veya inversiyon

kaynakli anormal segregasyon nedeniyle olusabilir (65).
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Genom mutasyonlar

Mayoz veya mitoz boliinme sirasinda homolog kromozomlarin hatali
ayrilmasi ile olusan kromozom sayilarinin degisimidir. Genom mutasyonlar1 her
25-50 mayotik hiicre boliinmesinde bir goriiliir. Kromozom sayisinda meydana
gelen degisikliklerin bazilar1 ayrilmama (nondisjunction) veya anafaz safhasinda

geri kalma (anafaz lagging) mekanizmalari ile olusur (61).

2.8.2 Sonuglarina Gére Mutasyon

Mutasyonlarin ~ sonuglar1 ilgili genine, DNA’daki konumuna ve
blytikliigline gore degisebilir. Dolayisiyla mutasyonlarin fenotipe yansimalari,
genin ifade kontrol bdlgelerinde, intronlarin iginde, intron-ekzon kesim
bolgelerinde veya polipeptidi kodlayan ekzon bolgelerinde meydana gelmesine
gore degisebilir. Genetik sifredeki kodon dejenerasyonu olgusu ve protein
sentezini sonlandiran “DUR” kodonlarmin varligi mutasyonlarin sonuglarini

etkileyen diger faktorler arasinda gosterilebilir (67).
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Yanlis Anlamh (Missense) Mutasyonlar:

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

Sekil 11°de yanlis anlamli mutasyon sematik olarak gosterilmektedir.

Yanlis anlamli mutasyonlarin fenotipe yansimasit kodon veya niikleotid
tipine gore degisebilir. Ornegin, polipeptitte meydana gelen degisiklik benzer
kimyasal 6zellige sahip bir aminoasit olarak ger¢eklesmisse etkisi daha az (polar-
polar), kimyasal 6zelligi farkli bir aminoasit olarak gerceklesmisse etkisi daha

fazla olabilir (asidik-bazik) (68).

Iéll I TITTTILT I
TCAG GGTCCGATA

dddddd

Tek niik leotid dedisimi

Ié LT T TLT I
T GGTCCGATA

'dé%éAAEL%£
66644

Sekil 11. Yanhs anlamh mutasyonun sematik gosterimi

Tek niikleotid degisimleri olaya katilan bazlarin tiirline gore iki sekilde
adlandirilir. DNA’nin yapisindaki niikleotidlerden bir piirin bazi yerine diger
piirin bazinin (A-G) veya bir pirimidin bazi yerine diger primidin bazinin (T-C)

gelmesi seklindeki degisikliklere transisyon denir. Bir piirin yerine bir primidin
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veya bir primidin yerine bir piirin gelmesi seklindeki degisikliklere ise

transversiyon denir (64).

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

iki olas1 segenek varken transisyon igin bir segenek vardir (Sekil 12).

G T
\ N
A »

Sekil 12. Transisyon ve transversiyonda baz degisimleri (Siyah oklar: Transisyon, Mavi

oklar: Transversiyon)

Sessiz (Silent) Mutasyonlar

DNA’daki ti¢lii kodonun tek bazi degisiklige ugramasina ragmen bu
kodondan sentezlenen aminoasit degismez. Ciinkii DNA’dan mRNA’ya yansiyan
degisiklik yine ayn1 aminoasiti kodlayan bir baska kodona déniismiistiir. Ornegin
CAT ve CAC kodonlarmmin her ikisi de mRNA’da histidin aminoasidini

kodlamaktadir. Bu nedenle {igiincii bazda T yerine C’nin ge¢cmesi degisiklige
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neden olmaz. Buna sessiz mutasyon denir (64). Sessiz mutasyon Sekil 13’de

sematik olarak gosterilmistir

[ 11
C

dbdobd

Tek niikleotid degisimi
Iéll ITTTTTULTITIITILIILILTLLTTLI
TCAGCGCAACAGLCGGT CCGATA

Sekil 13. Sessiz mutasyonun sematik gosterimi

TCA

&—

Anlamsiz (Nonsense) Mutasyonlar

Aminoasit dizisininde karsiligi olmayan UAA, UAG ve UGA kodonlari
mRNA da protein sentezini sonlandiran kodonlardir. Bu kodonlara stop kodonlar1
denir. Mutasyon sonucunda olusan baz degisikligi, aminoasit kodlayan kodondan,
stop kodonlarindan birine doniisiir ise protein sentezi durur (Sekil 14). Bu
durumda polipeptit zincirin erken sonlanmasiyla olmasi gerekenden daha kisa ve
islevsiz bir lirlin meydana gelir. Anlamsiz mutasyonun etkileri, proteinin ne kadar
kisaltilmis olduguna ve fonksiyon i¢in ne kadar proteine gereksinim olduguna

gore degisir (67).
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ey Tibte

ISSSUNNE

Tek niikleotid degisimi

I|IIIIIIIIIII+IIIIIIII
TCAGCGCAACAGTAGT CCGATA
sobou:

Protein

Sekil 14. Anlamsiz mutasyonun DNA iizerinde sematik gosterimi

Cerceve Kaymasi (Frame-Shift) Mutasyonlari

Cerceve kaymasi mutasyonlart genin kodlanan bolgelerinde tigiin katlar
olmayan baz eklenmesi (insersiyon) ya da baz ¢ikarilmasi (delesyon) nedeniyle
olusan mutasyonlardir. Bu degisiklik, mRNA da kendinden sonra gelen tiim
aminoasit sirasmnin degisimiyle sonuclanir ve mRNA da cerceve kaymasinin
degistigi yere gore klinik farkli olabilir. Bunun sonucunda ilgili protein tamamen
ortadan kalkabilir ya da islevsel olarak yetersiz protein iiretimi ile sonuc¢lanabilir.

(64). Cerceve kaymas1 mutasyonu Sekil 15°de sematik olarak gdsterilmistir.
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Sekil 15. Cerceve kaymasi mutasyonunun sematik gosterimi

n_

2.9. Kromozom analizi

1988°de ilk olarak Waldeyer yunanca renk ve cisim kelimelerini
birlestirerek ‘kromozom’ kelimesini ortaya ¢ikarmistir ve pek ¢ok bilim adami
tarafindan kalitimin kromozomlar tlizerinde tasindigi kabul edilmistir (69). Daha
sonralart 19. ylizyll ve 20. yiizyillin bagslarinda optik lens teknolojisinin
gelismesiyle birlikte kromozom sayisinin  belirlenmesiyle ilgili caligmalar
baslamustir. ik olarak 1912'de Winiwater, insanda erkek bireylerde 47 kromozom
(46 otozom+ X) ve disi bireylerde 48 kromozom (46 otozom +XX) olarak
saptamistir (70). Painter 1923'de her iki cinste XX ve XY esey kromozomlari
dahil 48 kromozom oldugunu ileri siirmiis ve 1956'ya kadar bdylece kabul
edilmistir (71). Daha sonra kiiltlir denemelerinin artmasi, tuz soliisyonlari

kullanarak yayma preparatlarinin hazirlanmasi ile saymin gercekte 48 degil 46
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oldugu goriilmiistiir. Erkek bireylerde 44 AA+XY, disilerde ise 44 AA+XX
karyotipinde oldugu ileri siiriilmiistiir (72). Haploid setteki (n sayidaki kromozom)
22 kromozom boylarina ve sentromer konumlarina gore smiflandirilmis ilk defa
1960 yilinda ABD Denver'da yapilan toplantida 7 gruba ayrilmistir. Daha sonraki
bir dizi toplantida Denver sistemi gelistirilmis ve insan kromozomlar1 bir

standardizasyona sokularak ortak bir adlandirma sistemi kabul edilmistir (73, 74).

Paris’te 1971 yilinda  diizenlenen  “‘Insan  Sitogenetiginde
Standardizasyon’’ konferansinda kabul edilen sekle gore karyotip belirlenmesinde
toplam kromozom sayisi, esey kromozomlari ve fazla veya eksik kromozomlari
(+), (-) gosterimi saglanir. Buna gore Ornegin, 47,XX,+21 ifadesi canlinin
genomunda 47 kromozom bulundugunu ve 21. kromozomun trizomik (ii¢ tane)
oldugunu belirtmektedir. Ayrica kol uzunluklarindaki artis ve eksilme durumu
belirtilmesi 46,XY,1g+ seklinde gosterilmektedir. Bu, genomda 1. kromozomun
uzun kolunun fazladan bulundugunu ya da normalden daha uzun oldugunu ifade
etmektedir. Fakat 47,XY,+14p+ ifadesinde toplam 47 kromozomlu genomda 14.
kromozomun trizomisi ve uzun kol fazlalig1 gésterilmistir. Yapisal mutasyonlarda
ise del (delesyon), dup (duplikasyon), r (ring), inv (inversiyon), ve t

(translokasyon) sembolleri kullanilmaktadir.

1971 yilinda ilk defa bir bantlama teknigiyle her bir kromozomun kendine
has bant yapis1 oldugu gosterilmistir (75, 76). Bir yil sonra giiniimiizde de yaygin
olarak kullanilan ve teknik olarak uygulanmasi daha kolay olan Giemsa ile

bantlama yontemi gelistirilmistir (77).
Kromozom karyotiplemesinde giiniimiizde bes 6zellik incelenmektedir.
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1. Uzunluk; ayr1 ayr1 veya toplam kol uzunluklari,
2. Sentromer konumu; buna goére telomerler ve kromozom

sekli belirlenir.

3. Sekonder bogumun bulunup bulunmamasi ve varsa
konumu,
4. Kromozomlarin bant 0zellikleri; Giemsa ve floresan

boyalarla ayni1 gruptaki kromozomlarin tayininde kullanilir.
5. Otoradyografik  Ozellikler;  radyoizotop ~ maddelerle

isaretlenmis ve nukleotidlerin kalitimi ve DNA ig¢i tekrarlar1 belirlenebilir.

Iste bu karakterlerin esas alinarak ayrilan kromozomlarin belli bir sisteme
gore smiflandirilmasina karyotip, karyotipin sekil halinde gosterilmesine idiogram
denir. En biiyiikten baglayarak insan genomunu olusturan otozomlar 1'den 22'ye

kadar numaralandirilir ve A'dan G'ye kadar gruplara ayrilir (Tablo 3) (78).

Tablo 3. Kromozomlarin gruplandirilmasi

Grup Ciftler Sentromer Konumu
I-A 1-3 Metasentrik

11-B 4,5 Submetasentrik
1-C 6-12 Submetasentrik
IV-D 13-15 Akrosentrik

V-E 16-18 Submetasentrik
VI-F 19, 20 Metasentrik

VII-G 21,22 Akrosentik
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2.10. Floresan in situ Hibridizasyon Yontemi

In situ hibridizasyon yontemleri 1960’11 yillardan itibaren kullanilmaya
baslanmistir. {lk yillarda floresan problar degil, radyoizotop problar kullanilmastir
(79). Rigby ve ark.’nmin 1977 yilinda gelistirdigi klonlama yontemleriyle elde
edilen problarin, radyoaktif ve nonradyoaktif molekiillerle isaretlenmesini
saglayan “Nick Translasyon” yontemi, in situ hibridizasyon caligmalarinin déniim
noktasini olusturmustur (80). Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) yontemi bu
eski yontemlere alternatif olarak dogmustur. ilk olarak 1980 yilinda Bauman ve
ark., ozgiil hedef DNA dizisini floresan problar kullanarak FISH yontemi ile
belirlemistir (81). Pinkel ve ark. (1986) bu yontemin prensibini, kromozom
tizerindeki 6zgiil bir hedef DNA dizisine yonelik floresan problar kullanilarak,
hedef dizinin varligin1 ya da yoklugunu tespit etme islemi olarak tanimlamiglardir
(82). FISH tekniginin kullanimai ile ilgili standardize edilmis terimlerin kurallar
1995 yilinda International System for Cytogenetic Nomenclature (ISCN 1995)
tarafindan yayinlanmis ve 2013 yilinda giincellenmistir (ISCN 2013) (83) ve
American College of Medical Genetics (ACMG) tarafindan da FISH yonteminin

klinik kullanimu ile ilgili klavuz hazirlanmigtir (84).

FISH yontemi klinik laboratuvarlarda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Problar yiiksek duyarlilia sahiptirler ve bu sayede kolaylikla hedef DNA dizisine
baglanirlar. Problarin tespiti bir hapten (biyotin ya da digoksigenin) bir floresan
bagli 6zgiil prob inkiibasyonu ile ya da floresan-5-tiyosiyonat (FITC) veya
rodamin gibi 151k yayan florokrom-Ultraviyole (UV) ile saglanir. Floresan

mikroskoplar kullanilarak da analiz edilir (85). Klinik uygulamaya yonelik problar
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genellikle ticari olarak piyasada bulunmaktadir. Genel olarak problar ii¢
kategoridedir: tekrar dizisine yonelik problar, tiim (whole) kromozom problari
(library) ve oOzgll dizilere yonelik problar. Tekrar dizisine yonelik problar
igerisinde daha yaygin olarak kullanilan problar o satellit tekrar dizileri
hedefleyen problardir. a satellit tekrar dizileri insan kromozomlarin sentromerinde
bulunur ve bu dizilere 6zgii problar 6zellikle metafaz veya interfaz hiicrelerinde
sayisal kromozomal anomalilerin tespitinde kullanilir. Diger tekrar dizisi problari
B satellit tekrar dizilerini hedefleyen problar (akrosentrik kromozomlarin kisa
kollarinda bulunur), klasik tekrar dizisi problari (heterokromatin bélgeleri denen
bolgelerde bulunur) ve telomerik tekrar dizisi (TTAGGG) problart olarak
sayilabilir. Ikinci tip prob olan tiim kromozom problar1 her kromozomda kendine
has ve tekrar eden dizilere yonelik hazirlanan problardir ve yapisal degisikliklerin
tespitinde kullanilir. Ugiincii tip problar olan 6zgiil dizilere ydnelik problar ise 1
kilobaz (10% ile 1 megabaz (10° arasinda degisen uzunluklarda olup
mikrodelesyon sendromlarinda oldugu gibi belli bir kromozomal bélgenin

tespitinde kullanilir (85).

Gilinlimiizde FISH uygulamalari, dogum Oncesi (prenatal) tani, kanser
sitogenetigi, mikrodelesyon sendromlarmin tanis1 gibi farkli alanlarda oldukca
yaygin kullanim alani bulmaktadir. FISH ¢alismalarinda siklikla yiiksek spesifik
aktiviteye sahip olan sentetik oligonukleotid problar (10-50 niikleotid’lik)

kullanilmaktadir (85).

Pek ¢ok ileri FISH yontemi gelistirilmis olmakla birlikte en sik kullanilan

yontemde: 6rnekler lam {izerine fikse edilir, hedef DNA’dan, RNA ve proteinler
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uzaklastirilir, isaretli prob ve hedef DNA bir araya getirilerek, organik solvent
varliginda hedef DNA, 1s1 ile denature edilir; hibridizasyondan sonra yikama
islemleri ile hibridize olmayan problar ortamdan uzaklastirilir, yiizey boyasi ile
boyanan preperatlarda ortaya ¢ikan DNA-prob hibrid molekiilleri floresan

mikroskop altinda incelenir (86).

2.11. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yoéntemi (PZR)

PZR, Mullis tarafindan gelistirilen in vitro ya da in vivo (in situ PZR)
kosullarda genomik DNA’nin se¢ilen bolgesine 6zgii primerler kullanilarak DNA
polimeraz enzimi yardimiyla defalarca kopyalanarak molekiiler agidan
degerlendirilebilir diizeye ¢ikartilmasi islemidir (87). Bu yontemle ilk defa B-
globulin geninin 1. ekzonuna ait 110 baz giftlik (bg) bolge c¢ogaltilmistir (88).
Ortamda tek bir DNA kopyasi varliginda bile 10’ -10° kez kopyanin ¢ogaltilmasi
miimkiindiir (89, 90). PZR i¢in; kalip DNA, 17-65 niikleotid uzunlugunda bir ¢ift
primer, deoksiribozidtrifosfatlar (dNTP), MgCl, ve enzim olarak da Thermus
aquatikus bakterisinden elde edilen Tag DNA polimeraz gereklidir (91, 92). ilk
orjinal ¢alismada enzim olarak Escerichia coli DNA polimerz 1’in “Klenow”
fragman1 kullanilmig ve 1siya dayaniksiz oldugu icin, her defasinda yeniden
eklenmistir (89, 93). Daha sonra 1s1ya dayanikli thermofilik bakteri olan ‘Thermus

aquaticus (Tag)’dan elde edilen Tag DNA polimeraz kullanilmaya baslanmustir.
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95 C%ye dayanikli olan bu enzim halen giiniimiizde de kullanilmaktadir (93).

Polimeraz, zincir reaksiyonu (PZR), 3 ana basamakta gerceklesir:

1) Denatiirasyon: Bu asamada DNA molekiiliiniin ¢ift zincirli yapisinin

yiiksek sicaklik yardimiyla birbirinden ayrilarak tek zincirli hale gelmesi saglanir.

2) Baglanma (Anealing): Denatiirasyonu takiben sicaklik azaltilarak tek
zincirli hale gelmis DNA molekiiliinde primerlerin 6zgiil bolgelere baglanmast
saglanir. Baglanma derecesini, primer dizilerinin uzunlugu ve igerdigi GC

bazlarinin orani belirler.

3) Uzama (Elongasyon): Bu asamada DNA polimeraz enziminin
caligabilmesi igin gerekli 1s1 olan 72 °C’ye kadar artirilarak DNA zincirini
uzatmasi saglanir. Hedef DNA nin uzunluguna gore degismekle birlikte her bir

kilobaz i¢in 1 dakika yeterlidir (88).

PZR’nin bu li¢ basamaginin sonunda DNA miktar: teorik olarak iki katina
cikar. Baslangicta koyulan DNA miktar1 ve dongili sayisina baglh olarak olusan
tiriin miktar1 degisir. Genelde insana ait gen kaliplarinin ¢ogaltilmasinda 20-35

dongii yeterlidir (94).

2.12. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, DNA o6rneklerindeki niikleotid baz dizilerinin sirasimi

dogru ve eksiksiz bir sekilde ortaya ¢ikarmak icin kullanilan bir yontemdir. Allan
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Maxam ve Walter Gilbert tarafindan gelistirilmis “kimyasal degradasyon (yikim)
yontemi” ve Frederick Sanger ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis olan
“dideoksienzimatik yontemi” niikleotid baz dizilerinin belirlenmesi i¢in
gelistirilen iki temel tekniktir. Bu iki yontemden Sanger ve arkadaglarinin yontemi
giinlimiizde daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Her iki yontem de 3 asamalidir.
Bunlar; dizi analizi yapilacak DNA’nin hazirlanmasi, reaksiyonlar ve yiiksek

voltaj jel elektroforezidir.

Sanger ve ark. tarafindan gelistirilen enzimatik sentez yonteminin gelismis
bir kapiller sisteme uyarlanmasi ile otomatik DNA dizi analizi ydntemi
geligtirilmistir. Uygulanan yontemde, ilk olarak dizisi okunacak bolge PZR ile
cogaltilir ve genellikle floresan boyalar kullanilarak igaretlenmis niikleotidler ve
deoksintikleotidleri igeren karisimda reaksiyon baslatilmis olur. Bu is igin
genellikle florofor denilen kimyasallar kullanilir. Bu kimyasallar ile isaretlenmis
floresan boyalar kolaylikla DNA zincirinin tespit edilmesini saglar.
Deoksintikleotidler ayn1 zamanda DNA sentezini inhibe eden molekiillerdir. Bu
nedenle sentez esnasinda dideoksiniikleotid eklenen kisimda sentezlenen DNA
zincirinde uzama durur. Boylece degisken uzunluklarda floresan boyalarla
isaretlenmis DNA sentez iiriinleri olusur. Ornekler bir kapillerden gecirilirken
elektroforez uygulanir. Farkli uzunluktaki DNA Orneklerinin farkli yerlere
yerlesmesi saglanir. Floresan isaretli boyalar1 uyarmak igin bir lazer, boyalarin
yaydig1 15181 toplamak icin de bir kamera kullanilir. Boylece, lazer uyariminin
ardindan DNA’larin farkli renkteki flrofor reaksiyonlar1 sayesinde yaydig: farkli

dalga boylarindaki 1simalar otomatik dizi analizi cihazi taratindan okunur, analiz
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edilir. Her bir dalga boyu (renk) bir bazi (Adenin, Guanin, Timin, Sitozin) temsil
eder. Veriler bilgisayar araciligiyla ¢esitli yazilimlar kullanilarak goriintiilenir.
Boylece dizi belirlenmis olur (Sekil 16). Dizi analiz cihazlari ile 6 bazdan 1000

baza kadar giivenli okuma yapilabilmektedir (95).
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Sekil 16. Otomatik DNA dizi analizi. A-Orneklerin kapiller elektroforezden gecirilmesi. B-
Lazer 15181 yardimiyla 6rneklerin dalga boyunun (renk) kamera aracihigiyla tespit edilmesi.

C-Bilgisayar yardimiyla elde edilen verilerin goriintiillenmesi (95).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Hasta Secimi

Calismaya Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na refere
edilen/basvuran; boyu, yas ve cinsiyetine gore hesaplanan ortalama boyu,
degerinden -2 SDS (Standart Deviyasyon Skoru) daha asagida olan (veya boy
persentil egrilerinde boyu 3. persentilin altinda olan), herhangi bir dismorfik,
sistemik, endokrinolojik, nutrisyonel eksiklik ve kromozomal anomalisi
olmaksizin, normal seviyede biiyime hormonuna sahip olan ve bu nedenle
idiyopatik boy kisalig1 tanisi alan 33 tanesi kiz, 4 tanesi erkek olmak iizere toplam
37 olgu dahil edilmistir. Calismaya katilanlar “Goniillic Olur Formunu” nu
imzalayarak c¢aligmaya katilmay1 kabul etmislerdir. Goniillii olur formu 6rnegi
EK.1’ de verilmistir. Calismanin etik kurul izni “Gazi Universitesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu” nun 13 temmuz 2011 tarihinde yapmis oldugu
toplantinin “7521” sayili karari ile alinmistir. Ekonomik destegi ise 01/2012-26
kodlu proje kapsaminda  “Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Kordinasyon Birimi” tarafindan saglanmistir. Calismanin Etik kurul karar
Ek.2’de, Proje’ ye ait sdzlesme protokolii Ek.3” de verilmistir.

Hastalarin ¢alismaya dahil edilme ve dislanma kriterleri Tablo 4’de
sunulmaktadir. Tiim olgulara, ¢aligmaya goniillii olarak katilmayi kabul ettiklerine
dair “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (Genetik Materyal)” imzalatilmigtir.
Her bir hastadan yiiksek rezolusyonlu bantlama (HRB) ve floresan in situ
hibridizasyon (FISH) teknikleri i¢in heparinli tiipe 10 ml kan alinmistir ve hiicre

kiltlirii hazirlanmistir. HRB ve FISH analizlerini takiben, sonuglari normal olan,
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ulasilabilen ve proje biit¢esinin el verdigi 24 hastadan SHOX geninin molekiiler

olarak arastirilabilmesi i¢in etilen diamintetra asetik asitli (EDTA’l) tiipe 10 ml

periferik vendz kan alinmistir ve bu kanlardan spin kolonla DNA izolasyonu

yapilip, sekans analizi uygulamasina kadar DNA’lar1 -20 °C’de saklanmustir.

Tablo 4. Calismaya katilan olgularin iBK agisindan degerlendirilme kriterlerleri

Dahil Olma Kriterlerleri

Dislama Kriterlerleri

-Boy Standart Sapma Skoru
(SDS) -2’nin veya boy pesentil degeri

3’1in altinda olanlar

-Herhangi bir organik
hastalig1 bulunmayanlar
-Iskelet  sistemi  bulgulari

normal olanlar

-Dismorfik bulgu/sendromik
boy kisaligi olmayanlar

-Boy kisaligini  nedeniyle
yapilan Rutin tetkiklerinde kronik

sistemik hastalik bulgusu
saptanmamig olanlar

-Nutrisyonel bozukluk
olmayanlar

-Otroid iken yapilan

farmakolojik biiyiime hormonu uyari
testlerine normal yanit vermis olanlar

-Karyotipi normal olanlar

-Bilgilendirilmis onam

formunu  imzalayarak  calismaya

katilmay1 kabul edenler

-Boy SDS degeri -2’nin veya boy

persentili 3’iin iistiinde olanlar

-Organik bir hastalik tespit edilmis

olan hastalar

-Iskelet sisteminde anormal bulgu
tespit edilmis olanlar
-Sendrom olarak degerlendirilen

veya dismorfik bulgular1 olanlar

-Rutin tetkiklerinde boy kisaligim
aciklayacak kronik sistemik hastalik bulgusu

saptanmis olanlar

-Nutrisyonel nedenlere bagli boy
kisaligi olanlar

-Biliylime hormonu uyar1 testlerine
bliyiime hormonu eksikligi tespit edilen
hastalar

-Kromozom anomalisi olanlar
reddeden

-Calismaya  katilmay1

hastalar

52



3.2. Kromozom Eldesi icin Kisa Donem GTG Doku Kiiltiirii

Heparinli kan 6rnegi iginde 2-3 ml RPMI 1640 medyumu bulunan 10ml’lik
steril santrifiij tipt igine almip 1200 rpm de 10dk santrifiij edilmistir.
Stipernatan atildiktan sonra altta kalan pelletten, steril pipetaj1 takiben 2 ayri
doku kiiltiirii hazirlanmustir.

Doku Kkiiltiiri i¢in 3 adet steril polistren 10 ml’lik tiiplere 5’er ml RPMI
medyumundan boliinmiis ve her bir tiipe yaklasik 0.5 ml kan 6rneginden
konulmustir. Medyum iginde; %20 fotal dana (calf) serumu, %1.5
fitohemagliitinin, %1 200 mM L-glutamin, 100 pg/ml penisilin/streptomsinin
bulunmaktadir.

Tiipler 37 °C’lik etiiv ortaminda 72 saat inkiibasyona birakilmis ve 72. saatte
kromozomlar1 metafazda durdurabilmek i¢in, her bir tiipe 0.1pg/ml kolsisin
ilave edilmistir.

Iki saatlik inkiibasyonu takiben tiipler 1200 rpm’de 10dk santrifiij edilmistir.
Stipernatan atildiktan sonra altta kalan pelletin {lizerine vorteks ile yavas yavas
karistirma yapilirken 0.075 M KCI solusyonu ilave edilmis ve yaklasik 15-20
dakika 37 °C’lik etlivde hipotonik ile muamelesi saglanmustir.

Tekrar tlipler 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatan atildiktan
sonra altta kalan pelletin iizerine, vorteks ile yavas yavas karistirma yapilirken
3:1 oraninda hazirlanmis metanol/asetik asit soliisyonu ile fiksasyon islemi
yapilmistir. Bu asama alttaki pellet yeteri kadar yikanana kadar, yaklasik fic,

bes kez tekrarlanmustir.
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e Siipernatan atilip, alttaki pelletten daha 6nce temizlenmis ve yikanmis lamlar
lizerine metafaz yaymalar1 yapilmis ve preperatlar FISH teknigi

uygulanincaya kadar -20°C’de saklanmislardir.

3.3. Kromozom Eldesi i¢in Kisa Dénem HRB Doku Kiiltiirii

Ik 2 asama GTG doku kiiltiirii ile ortaktir.

Inkiibasyonun 48. saatinde kiiltiir tiipiine metotreksat (Mtx, 10°M ) 0.5 ml

eklenmis ve 37 °C’de bekletilmistir.

e 17 saat sonra tiipler 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve slipernatan atilip,
pelletin {izerine 5 ml taze medyum eklenerek, {izerine 50ul 5-bromo-2'-
deoksiiiridin (BrDU, 107%) koyulup, tekrar 37 °C’de inkiibasyona devam
edilmistir.

e 5,5 saat sonra kromozomlar1 prometafazda durdurabilmek ig¢in, her bir tiipe
0.1pg/ml kolsisin ilave edilmisir.

e Bu asamadan itibaren preperasyona kadar GTG ile ortak devam etmistir.

Hazirlanan preperatlar asagida hazirlanisi verilen GTG bantlama teknigi ile

boyanip, mikroskop altinda analiz edilmistir.
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3.4. GTG Boyama ve BantlamaTeknigi
Giemsa bantlama 3 sale hazirlanarak yapilmistir.
1. Sale 0,04 gr tripsin
80 ml PBS
2. Sale 80 ml PBS

3. Sale boya hazirlanarak konulmustur. Boya i¢in,

53 ml A Soliisyonu

47 ml B Soliisyonu

5-10 ml Giemsa boyasi

Boyayi siizmek i¢in 41 numaral filtre kagidi kullanilmistir.

3.5. Soliisyonlarin Hazirlamsi

PBS  8grNaCl

0,2 gr KCI

0,92 gr Na;HPO, (12H,0)

0,2 ar KH2PO4

11t H,O

TRIPSIN Gibco 1/250
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40 mg Pouden

A Soliisyonu  Nay;HPO4(2H,0) 6.90 gr

Distile su 500 ml
B Soliisyonu NaH;PO4(H20) 6.90 gr
Distile su 500 ml

3.6. FISH Tekniginin Uygulamasi

Yukaridaki periferik kan hiicre kiiltiiriinden elde edilen kromozomlara,

ayn1 gilin preparasyon yapilarak asagidaki asamalar uygulanmistir.

3.6.1. Preparatlarm On Yikamasi ve Denatiirasyonu

1. Preparatlar her biri 1 dakika olmak iizere sirasiyla % 100-70-50-

30’luk alkol serisinden gegirilerek dehidre edilmistir.

2. Dehidre edilen preparatlar 1 dakika oda 1sisindaki 0.1XSSC

sollisyonundan gegirilmistir.
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3. Ardindan preparatlar 70 °C’deki 2XSSC soliisyonuna alinarak 30

dakika bekletilmistir.

4. Siire sonunda 2XSSC soliisyon 1sism 37 °C’ye gelmesi

beklenmistir.

5. Preparatlar 1 dk oda 1sisindaki 0.07 M’lik NaOH soliisyonunda

denatiire edilmistir.

6. Denatiirasyonu takiben preparatlar swrasiyla 1 dk +4 °C’de

0.1XSSC ve +4 °C’de 2XSSC de bekletilmistir.

7. Preparatlar % 30-50-70-1001iikk alkol serisinden gegirilerek
kurumaya birakilmistir. On yikama ve denatiirasyon soliisyonlari tablo 5 ve 6’ da

verilmistir.

Tablo 5. Preparatlarin On Yikama Soliisyonlar

20XSSC Soliisyonu

NaCl (3 M) 1753 gr
Tri Sodyum Sitrat (0,3 M) 88,24 gr
Distile su 1000 ml
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0,1XSSC Soliisyonu

20XSSC 3ml

Distile su 597 ml

Tiim soliisyonlar HCl ile pH 7.0 ‘a ayarlanmistir.

Tablo 6. Preparatlarin Denatiirasyon Soliisyonu

0,07 M NaOH
1M NaOH 14 ml
Distile su 200 ml

3.6.2. Prob Denatiirasyonu

Kullanilacak prob su banyosunda 5 dakika 70 °C’de bekletilerek denatiire

edilmistir.

3.6.3. Hibridizasyon

1. Her bir preparata uygulanacak probun bulundugu ependorf tiipleri

santrifiij edilerek tiim probun dibe ¢okmesi saglanmustir.
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2. Denatiire edilen preparatlarda belirlenen 2 alana prob eklenip her

iki alan tizerine 20 mm’lik kare lamel kapatilmistir.

3. Lamel ¢evresi su girmemesi i¢in yalitilmigtir.
4. Preparatlar 37 °C’de bir gece nemli ortamda hibridizasyona
brrakilmstir.

3.6.4. Hibridizasyon Sonras1 Yikamalar

1. Hibridizasyonu tamamlanan preparatlar etiivden ¢ikartilarak

lamellerin ¢evresindeki yalitim maddesi dikkatlice temizlenmistir.

2. Preparatlar, oda 1sisindaki 2XSSC soliisyonunda hafifce

calkalanarak lameller preparatlardan uzaklastirililmigtir.

3. Preparatlar 74 °C deki 1XSSC soliisyonunda 5 dakika

bekletilmistir.

4, Sonrasinda oda 1sisindaki 2XSSC/T-20 soliisyonunda 5 dk

bekletilmistir. Yikama soliisyonlarinin igerigi Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Hibridizasyon Sonrasi Soliisyonlar

1XSSC Soliisyonu

20XSSC 10 ml

Distile su 190 ml
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2XSSC Soliisyonu

20XSSC

Distile su

2XSSC/Tween-20 Soliisyonu

20XSSC

Tween 20

Distile su

Tum solisyonlar HCl ile pH 7.0’a ayarlanmustir.

3.6.5. Hibridize Olan Bélgelerin Goriintiilenmesi

20 ml

180 ml

20 ml

100 ul

180 ml

1. Hibridizasyon sonras1 yikamalar1 yapilan preparatlar 4XSSC/DAPI

sollisyonunda 2 dk bekletilmistir.

2. Siire sonunda preparatlardaki alanlara 15 pl antifade eklenerek

lamel ile kapatilmistir.

3. Preparatlar inceleme asamasma kadar —20°C’de ve karanlikta

bekletilmistir. Gorilintiileme soliisyonlarinin igerigi Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 8. Goriintiileme Sistemleri Soliisyonu

DAPI/Antifade Soliisyonu

2XSSC 20 ml
DAPI 100 pl
Distile su 80 ml

3.6.6. Preparatlarm Mikroskopta incelenmesi

Preparatlar Floresan mikroskobunda uygun filtreler kullanilarak incelendi.
Her olgu icin prob basina en az 5’1 metafaz plagi olmak {izere 30 hiicre
degerlendirildi. X kromozomuna ait sentromer bolgesi yesil (FITCH) ile X veya Y
kromozomunun kisa kolundaki SHOX genine ait bolge ise kirmizi (RED) floresan

boya ile boyanarak incelemeye alind1.

3.7. Spin Kolon Yontemi ile Periferik kandan DNA izolasyonu

1. 1,5 mI’lik mikrofiij tiipiine 500 ul buffer AP1 konuldu

2. Uzerine 200-250 pl kan 6rnegi eklendi. Mikrofiij tiipiiniin kapag1
kapatildi ve maksimum hizda 10 sn vortekslendi.

3. Uzerine 100 pl buffer AP2 ilave edildi ve maksimum hizda 10

saniye daha vortekslendi. Spin kolonlara (Axygen Scientific, ABD) aktarildi.

61



4, 12000 rpm’de 10 dakika ortam sicakliginda santrifiij edilerek
hiicresel artiklarin pellet olusturmasi saglandi.

5. 2 ml mikroflij tiipi igerisine miniprep kolon yerlestirildi. 4.
adimdaki islemden sonra belirginlesen supernatant miniprep kolonlara aktarildi.
12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

6. 2 ml mikrofijj tiipiiniin altindaki siiziilmiis s1v1 bosaltildi. Miniprep
kolon 2 ml mikrofiij tiipiine tekrar yerlestirildi. Onceden etanol eklenmis 700 pl
WI1A miniprep kolonlarin iizerine eklendi ve 2 dakika oda sicakliginda bekletildi.
12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

7. Mikrofiij tlipiiniin altina siiziilen sivi bosaltildi. Miniprep kolon 2
ml mikrofiij tlipline tekrar yerlestirildi. 800 pl buffer W2 miniprep kolonun
tizerine eklendi ve 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

8. Mikrofiyj tlipiiniin altina siiziilen siv1 bosaltildi. Miniprep kolon 2
ml mikrofiij tlipline tekrar yerlestirildi. 500 pl buffer W2 miniprep kolonun
tizerine eklendi ve 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Boylece buffer W2 ile
iki kez yikayarak tuzlarin daha iyi uzaklastirilmasi saglandi ve enzimatik
reaksiyonlar sirasinda bu nedenle olusabilecek problemler elimine edildi.

9. Mikrofiyj tiipiiniin altina siiziilen sivi bosaltildi. Miniprep kolon 2
ml mikrofiij tiipiine tekrar yerlestirildi ve 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

10.  Miniprep kolon 1.5 ml‘lik mikrofijj tiipiine yerlestirildi. Onceden
65 °C ye 1sitilmig 80-200 pl buffer TE eklendi. Bir dakika oda sicakliginda

bekletildi. 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek genomik DNA elde edildi.
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3.8. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

DNA izolasyonu yapilan Orneklere ait konsantrasyon, spektrofotometre
(Nanodrop ND-1000, ABD) cihaz ile dl¢iildii. Olgiilen DNA’larin iyi olma kriteri

260/280 degerine (1,6-1,9) ve optik dansitesine gore (30-70 ng/ul) degerlendirildi.

3.9. SHOX Genini Dizileme islemi I¢in PZR ile Orneklerin Cogaltilmas:

3.9.1. SHOX Geninin Tiim Dizisine Erigilmesi

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ve http://www.ensembl.org/ adreslerinden

SHOX geninin tiim dizisine ulasildi.

3.9.2. SHOX Genini Dizileme Islemi I¢in Primer Tasarlanmasi

Dizi analizinde iyi kalitede sonug elde edebilmek igin, geni 4 bolge iginde
cogaltacak sekilde, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ adresindeki
program ile 4 primer ¢ifti tasarlandi ve primerler sentezletildi (Alfa DNA).

Sekil 17-20’de SHOX geninin 2., 3., 4., 5. ve 6. ekzonlar1 igin segilen

primerlerin gen {iizerindeki yerleri ve DNA dizi analizine ait datalar
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degerlendirilirken kullanilan referans diziler gosterilmistir.Secilen primer dizileri
ve PZR iiriin bilgileri Tablo 9°da verilmistir.

GAAAACTGGAGTTTGCTTTTCCTCCGGCCACGGAGAGAACGCGGGTAACCTGTGT
GGGGGGCTCGGGCGCCTGCGCCCCCCTCCTGCGCGCGCGCTCTCCCTTCCARARA
TGGGATCTTTCCCCCTTCGCACCAAGGTGTACGGACGCCAAACAGTGATGAAATG
AGAAGAAAGCCAATTGCCGGCCTGGGGGGTGGGGGAGACACAGCGTCTCTGCGTG
CGTCCGCCGCGGAGCCCGGAGACCAGTAATTGCACCAGACAGGCAGCGCATGGGG
GGCTGGGCGAGGTCGCCGCGTATAAATAGTGAGATTTCCAATGGAAAGGCGTAAA
TAACAGCGCTGGTGATCCACCCGCGCGCACGGGCCGTCCTCTCCGCGCGGGGAGA
CGCGCGCATCCACCAGCCCCGGCTGCTCGCCAGCCCCGGCCCCAGCCATGGAAGA
GCTCACGGCTTTTGTATCCAAGTCTTTTGACCAGAAAAGCAAGGACGGTAACGGC
GGAGGCGGAGGCGGCGGAGGTAAGAAGGATTCCATTACGTACCGGGAAGTTTTGG
AGAGCGGACTGGCGCGCTCCCGGGAGCTGGGGACGTCGGATTCCAGCCTCCAGGA
CATCACGGAGGGCGGCGGCCACTGCCCGGTGCATTTGT TCAAGGACCACGTAGAC
AATGACAAGGAGAAACTGAAAGAATTCGGCACCGCGAGAGTGGCAGAAG

Sekil 17. Ekzon 2 Bolgesinin sekans primerlerinin gen iizerindeki genel gosterimi; primer
cifti; -, 5> UTR bélgesi gri, intron bolgeleri - boyanmistir. Boyanmayan bolge

kodlayic1 ekzon bélgesini gostermektedir. ilk aminoasit olan metiyonini kodlayana ATG

kodonu sar1 renkle gosterilmistir.

GGATTTATGAATGCAAAGAGAAGCGCGAGGACGTGAAGTCGGAGGACGAGG
ACGGGCAGACCAAGCTGAAACAGAGGCGCAGCCGCACCAACTTCACGCTGGAGCA
GCTGAACGAGCTCGAGCGACTCTTCGACGAGACCCATTACCCCGACGCCTTCATG
CGCGAGGAGCTCAGCCAGCGCCTGGGGCTCTCCGAGGCGCGCGTGCAG

Sekil 18. Ekzon 3 bélgesinin sekans primerlerinin gen iizerindeki genel gosterimi; primer
cifti; -, 5 UTR bélgesi gri, intron bélgeleri mor boyanmistir. Boyanmayan bélge

kodlayici ekzon boélgesini gostermektedir.
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OO OO OGO '~ GG TCCAGAACCGGAGA
GCCAAGTGCCGCAAACAAGAGAATCAGATGCATAAAGCH GGG ACIEEE

GCTACACCCAGGACCACCACACTGACACCTGCTCCCTTTGGACACAGH CT ATE

TTGGGCACAGCCAACCACCTAGACGCCTGCCGAGTGGCACCCTACGTCAACATGG

GAGCCTTACGGATGCCTTTCCAACAC O SNCANGATS

Sekil 19. Ekzon 4 ve 5 bélgesinin sekans primerlerinin gen iizerindeki genel gosterimi;
primer cifti; -, 5’ UTR bélgesi gri, intron bolgeleri mor boyanmustir. Boyanmayan

bolgeler kodlayici1 ekzon bolgelerini gostermektedir.

GTCCAGGCTCAGCTGCAGCTGG

AAGGCGTGGCCCACGCGCACCCGCACCTGCACCCGCACCTGGCGGCGCACGCGCC
CTACCTGATGTTCCCCCCGCCGCCCTTCGGGCTGCCCATCGCGTCGCTGGCCGAG
TCCGCCTCGGCCGCCGCCGTGGTCGCCGCCGCCGCCARAAGCAACAGCAAGAATT
CCAGCATCGCCGACCTGCGGCTCAAGGCGCGGAAGCACGCGGAGGCCCTGGGGCT
CTGACCCGCCGCGCAGCCCCCCGCGCGCCCGGACTCCCGGGCTCCGCGCACCCCG
CCTGCACCGCGCGTCCTGCACTCAACCCCGCCTGGAGCTCCTTCCGCGGCCACCG
TGCTCCGGGCACCCCGGGAGCTCCTEGCAAGAGGCCTGAGGAGGGAGGCTCCCGGG
ACCGTCCACGCACGACCCAGCCAGACCCTCGCGGAGATGGTGCAGAAGGCGGAGC
GGGTGAGCGGCCGTGCGTCCAGCCCGGGCCTCTCCAAGGCTGCCCGTGCGTCCTG
GGACCCTGGAGAAGGGTAAACCCCCGCCTGGCTGCGTCTTCCTCTGCTATACCCT
ATGCATGCGGTTAACTACACACGTTTGGAAGATCCTTAGAGTCTATTGAAACTGC
AAAGATCCCGGAGCTGGTCTCCGATGAAAATGCCATTTCTTCGTTGCCAACGATT
TTCTTTACTACCATGCTCCTTCCTTCATCCCGAGAGGCTGCGGAACGGGTGTGGA
TTTGAATGTGGACTTCGGAATCCCAGGAGGCAGGG

Sekil 20. Ekzon 6 bélgesinin sekans primerlerinin gen iizerindeki genel gosterimi; primer
cifti; -, 3> UTR bélgesi gri, intron bélgeleri - boyanmistir. Boyanmayan bolge

kodlayici ekzon bolgesini gostermektedir.
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Tablo 9. SHOX geni ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler

Ekzon Primer Dizisi PZR Uriinii (b¢)

F5’-GAGGTCGCCGCGTATAAATAG-3’
2 R5’-GAGACGGGAGCTGCAAATGT-3’ 538

F5’-GTCAAAGCGCATTGGTTTTC-3’
3 R5’-CGTCTCCAAAAGTCCAGGAAC-3’ 489

F5’-ATTTCCAGTACTAGGTAGTCAGTGATG-3’
4-5 R5’- CAAATAGGGGAAAGGGGAAGG-3’ 529

F5’- AGAAGAGGCACGTTGGAGGTTTC-3’
6 R5’-TCCTCAGGCCTCTTGCAGGA-3’ 488

F: ileri dizi (Forward) primer, R: Geri dizi (Reverse) primer, b¢: Baz cifti

3.9.3. DNA Dizi Analizi Primerlerinin Blast Sonuglari

Segilen primer dizileri www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/primertool adresindeki program kullanilarak BLAST’lanip (Basic Local

Alignment Search Tool) homoloji sonuglari yorumlanarak 6zgiinliikleri belirlendi.
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3.9.4. PZR 6rneginin hazirlanmasi

Her bir 6rnek igin 0,2 ml’ lik PZR tiipleri igine, steril distile su, 10 pmol
forward/reverse primer, 0.3 pl Tag DNA Polimeraz enzimi ve 10X tampon
soliisyonu, 10 mmol dNTP, 75 mmol MgCl,, 10X tampon soliisyonu ve {izerine

genomik DNA (150 ng) konuldu.

3.9.5. PZR asamalari

Ekzon 2, 3, 4 ve 5 ve 6°ya ait PZR asamalar1 Tablo 10-13‘de
gosterilmistir. Elde edilen tim PZR amplifikasyon iirlinleri agaroz jelde kontrol

edildi.

Tablo 10. Ekzon 2‘ye 6zgii primerler i¢cin kullanmilan PZR program
o .
95 C (5 dk) HotStartTaq aktivasyonu

940(: (30sn) Ayrilma (Denatiirasyon)
610() (30sn)  Primerlerin baglanmasi (Annealing) = 35 Dongti

72°C (30 sn) Uzama (Extension)

72°C (5 dk) Final
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Tablo 11. Ekzon 3‘e 6zgii primerler i¢in kullanilan PZR program
0 -
95 C (5dk) HotStartTaq aktlvasyonu_

940C (30 sn) Ayrilma (Denatiirasyon)
600C (30sn)  Primerlerin baglanmasi (Annealing) = 35 Dongli

720(; (30sn)  Uzama (Extension)

72°C (5 dk) Final =

Tablo 12. Ekzon 4 ve 5¢e 6zgii primerler i¢in kullanilan PZR programi
o -
95 C (5dk) HotStartTaq aktivasyonu_

940(; (30 sn) Ayrilma (Denatiirasyon)
630C (30sn)  Primerlerin baglanmasi (Annealing) — 35 Dongii

72°C (30sn)  Uzama (Extension)

72°C (5 dK) Final

Tablo 13. Ekzon 6‘ya 6zgii primerler icin kullanilan PZR programi
o -
95 C (5dk) HotStartTaq aktivasyonu_

940(: (30sn) Ayrilma (Denatiirasyon)
630(; (30sn)  Primerlerin baglanmasi (Annealing) — 35 Dongii

72°C (30sn)  Uzama (Extension)

72°C (5dK) Final
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3.9.6. PZR Uriiniiniin Goriintiillenmesi

PZR iiriinlerinin goriintiilenmesi i¢in %2'lik agaroz jel hazirlandi. Bunun
i¢cin Once hassas terazide 2 gram toz agaroz tartilarak cam erlenmayere aktarildi ve
tizerine 100 ml 1xTBE (tris-borik asit EDTA) eklendi. Hazirlanan karigim 1sitmali
manyetik karistiricida agaroz tamamen c¢oziinlip seffaf hale gelinceye kadar
karistirildi. Agaroz jeldeki PZR iiriiniinii goriiniir hale getirmek amaciyla son
asamada ¢Ozeltiye 10ul etidyum bromiir (EtBr) ilave edildi. EtBr, DNA
molekiiliiniin baglarinin arasmma baglanir ve UV 15181 altinda floresan etki
gostererek DNA’nin jelde goriiniir hale gelmesini saglar. Katilagmayacak kadar
sogutulan agaroz cozeltisi tarak ihtiva eden jel tablasina dokiilerek jelin
polimerlesmesi beklendi. Jel katilastiktan sonra igerisinde 1xTBE soliisyonu
bulunan elektroforez tankina yerlestirildi ve tarak dikkatlice ¢ikarildi. PZR
tirtiniiniin biiylikliglini belirlemek i¢in jelin ilk kuyucuguna ekzon 2, 3, 4 veS i¢in
50 bg’lik, ekzon 6 i¢in 100 bg¢’lik DNA molekiil agirlig: belirteci yiiklendi. Daha
sonraki kuyucuklara her ekzon i¢in 6nce PZR firlinii igeren karisim (2 pl yiikkleme
tamponu —3ul PZR iiriinii) sonra negatif kontrol i¢in DNA icermeyen karigim (2
pl yiikleme tamponu—3 pl negatif kontrol) gelecek sekilde yiikleme yapildi. Jel
elektroforez tanki gii¢ kaynagina baglandi ve jel 120 Volt akim uygulanarak 40
dakika siire ile yiiriitiildii. PZR reaksiyonu sonucu elde edilen PZR f{iriinlerinin
goriintiileme islemi “Syngene In Gene Biolmaging” UV goriintiileme cihazi ile

yapild1 ve goriintiisii alinarak kaydedildi.
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3.9.7. PZR Uriiniiniin Temizlenmesi ve DNA Dizi Analizi

SHOX genine ait sekans primerleri ile ¢ogaltilmig PZR {iriinlerinin
temizlenmesi ve DNA dizi analizi i¢in hizmet alimi yapildi (Dr. Zeydanl firmasi
araciligl ile MacroGen firmasinda yaptirildi). Firma tarafindan gonderilen ham
datalar AB SequenceScanner Software 2 v2.0 programi ile ¢ift yonli (Forward

veya 5°-3’yoniinde, reverse veya 3’-5’ yoOniinde) ve karsilastirmali olarak analiz

edildi.
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4. BULGULAR

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal1 poliklinigine
bagvuran ve tiim tetkikleri yapilarak idiyopatik boy kisaligi tanis1 alan 4 tanesi
erkek (olgu 1, 14, 21 ve 34), 33 tanesi kiz olmak tizere toplam 37 ¢ocuk hasta
calismaya alinmustir. Incelemeye alinan olgularin yas araligi 5 ile 18 arasinda
bulunmus olup yas ortalamasi1 10.86 olarak tespit edilmistir. Olgu 22 ve olgu 23
kardestir. Olgu 1 ve 37 postpubertal donemdeki, diger olgular prepubertal
donemdeki olgulardir. Hastalarin boy uzunluklari 102 cm ile 147 cm arasindadir.
Tiim hastalarin boylar1 normal populasyona gore -2 SSD’nin altinda saptanmustir.
Ortalama boy SDS degeri -2.44 olarak hesaplanmistir. Boylar1 -3 SSD’nin altinda
olan 4 olgu (3, 4, 14, 15 ve 17) tespit edilmistir. En diisiik SDS degerleri -3,5 ve

3.51 ile olgu 3 ve 14’¢ aittir.

Calismaya katilan idiyopatik boy kisalig1 olgularinin boy uzunluklar1 ve

boy SDS degerleri Tablo 14’de verilmistir.
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Tablo 14. Calisma grubunun boy uzunlugu ve boy SDS degerleri

Olgu No Yas Boy uzunlugu (cm) Boy SDS degeri
1 15 147 -2.98
2 5,5 103 -2.11
3 11,5 126 -3.50
4 9 113,5 -3.15
5 12 136 -2.48
6 10 124 -2.26
7 12,5 140 -2.11
8 14 142 -2.10
9 12,5 138 -2.36
10 13 140 -2.17
11 12 137,5 -2.26
12 13,5 142 -2.01
13 12 135 -2.62
14 12,5 133 -3.51
15 11,5 126 -3.45
16 11,5 132 -2.55
17 12 130 -3.35
18 13 136 -2.64
19 13 142 -2.20
20 10,5 117 -2.98
21 6 102 -2.70
22 7 108,5 -2.42
23 6 103,5 -2.23
24 6,5 108 -2.20
25 12 136,5 -2.41
26 11 130 -2.44
27 8,5 116 -2.14
28 11 131 -2.22
29 11 128 -2.70
30 13 138 -3.05
31 5 98 -2.10
32 8 108 -2.96
33 8,5 120 -2.10
34 12 132 -3.04
35 12 128 -2.78
36 11 124,7 -2.79
37 18 145 -2.54
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Her bir olgunun yiiksek ¢oziiniirliiklii bantlama yontemi ile sitogenetik
analizleri yapilmis ve tamaminda normal karyotip belirlenmistir. Calismaya dahil
edilen 37 hastanin tamamina FISH yontemiyle SHOX geninde delesyon olup
olmadig1 arastirilmis ve biitiin olgular normal olarak degerlendirilmistir. Olgu

25’e ait ornek FISH goriintiisii Resim 1°de verilmistir.

Resim 1. SHOX geninin FISH teknigi ile calisilmasi (Olgu 25). Kirmuz1 siyaller
Xp22’de bulunan SHOX gen bdlgelerini, yesil sinyaller X kromozomunun sentromer

bolgelerini (DXZ1 sentromerik bolge, kontrol probu) isaretlemektedir.
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FISH teknigi sonrasi sonuglari normal olan, ulasilabilen ve proje
biit¢esinin el verdigi 24 hastadan EDTA’l tiiple kan alinip dizi analizi i¢in DNA
izolasyonu yapilip edilen her bir DNA‘nin yeterli kalitede olup olmadiginin
belirlenmesi agisindan 6l¢tim yapilmistir (Tablo 15). DNA miktar1 (ng/ul) 26,5 ve

69,6 arasinda bulunup ortalama deger 41.3 olarak belirlenmistir. DNA kirlilik

o]
miktar1 (260/280 A) 1.6 ile 1.91 arasinda olup ortalama 1.74 olarak

hesaplanmustir.

Tablo 15. DNA 6rneklerinin spektrofotometrik 6lgtimleri

Ornekler ng/pl 260/280 A~
1 41,9 1,87
3 32,6 1,74
4 37,8 1,84
5 46,6 1,78
6 39,9 1,90
7 30,6 1,78
8 40,7 1,75
9 53,5 1,87
10 59,7 1,88
11 31,8 1,60
12 26,5 1,76
13 495 1,64
15 69,4 1,89
16 69,6 1,86
17 38,7 1,88
18 40,7 1,90
19 30,2 1,84
20 41,7 1,86
22 39,8 1,85
23 41,9 1,85
24 37,2 1,91
25 41,8 1,86
26 49,6 1,72
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DNA eldesi sonrasi dizi analizi i¢in ilk dnce proje biitgesi dahilinde DNA
dizi analizi yapilacak 24 hastanin her biri i¢cin PZR (Ekzon 4ve5 i¢in ayni
reaksiyon kosullart kullanilmistir) yontemi uygulanmistir. PZR islemi sonrasi
PZR firiinlerinin istenilen bolgede olup olmadigini ve PZR f{irliniiniin dizi analizi
icin istenilen kalitede olup olmadiginin kontrol etmek amaciyla her bir PZR iiriinii
DNA molekiil agirligr belirtecleri ile birlikte jelde goriintiilenmistir. PZR

tirtinlerine ait 6rnek jel goriintiileri asagida verilmistir (Resim 2-5).

B 1 2 304 6

320 -
o5

Resim 2. Ekzon 2 boélgesine ait PZR iiriiniiniin jeldeki goriintiisii. B. kuyusunda 50
b¢’lik DNA molekiil agirhig: belirteci izlenmektedir. Bunu izleyen 5 kuyuda sirasiyla 1. ve 3.-
6. numarah hastalarin 538 b¢’lik PZR iiriinii izlenmektedir. 6. Kuyuda negatif kontrol

goriilmektedir.

75



Resim 3. Ekzon 3 bolgesine ait PZR iiriiniiniin jeldeki goriintiisii. B kuyusunda 50
b¢’lik DNA molekiil agirhgi belirteci izlenmektedir. Bunu izleyen 6 kuyuda sirasiyla 1. ve 3.-
7. numarah hastalarm 489 b¢’lik PZR iiriinii izlenmektedir. 7. Kuyuda negatif kontrol

goriilmektedir.
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B 1 2.3 4558 GaT

330g

20055

05

Resim 4. Ekzon 4 ve 5 bolgesine ait PZR iiriiniiniin jeldeki goriintiisii. B kuyusunda
50 bg’lik DNA molekiil agirhgi belirteci izlenmektedir. Bunu izleyen 6 kuyuda sirasiyla 1. ve
3.-7. numaral hastalarim 529 b¢’lik PZR iiriinii izlenmektedir. 7. Kuyuda negatif kontrol

goriilmektedir.
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B 1 2 3 4 S G

Resim 5. Ekzon 6 bélgesine ait PZR iiriiniiniin jeldeki goriintiisii. B kuyusunda 100
b¢’lik DNA molekiil agirhigi belirteci izlenmektedir. Bunu izleyen 6 kuyuda sirasiyla 1. ve 3.-
7. numarah hastalarin 488 b¢’lik PZR iiriinii izlenmektedir. 7. Kuyuda negatif kontrol

goriilmektedir.

Amplifiye edilen iirtinlerden SHOX geninin 2, 3, 4 ve 5, 6. ekzonlarinin
¢ift yonlii dizi analizi yapilmistir. Analiz esnasinda forward (5°-3) ve reverse (3’-
5’) dizilere ait veriler es zamanh olarak degerlendirilmistir. Hastalarin hi¢birinde
mutasyon saptanmamustir. Her bir ekzonun dizi analizinin birer 6rnegi Resim 6 —
9’da gosterilmistir. Ekzon 4 ve 5 igin ortak dizi analizi yapildigi i¢in tek resimde

goriilmektedir (Resim 8).
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Resim 6. Ekzon 2’ye ait 6rnek DNA dizi analizi sonucu (olgu 14).
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Scanner Software 2v2.0 Mixed Base QVs: _ Electropherogram Data Page 1 of 5

Resim 7. Ekzon 3’e ait 6rnek DNA dizi analizi sonucu (olgu 6).
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Resim 8. Ekzon 4 ve 5’e ait 6rnek DNA dizi analizi sonucu (olgu 11).
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Resim 9. Ekzon 6‘ya ait 6rnek DNA dizi analizi goriintiisii (olgu 24).
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5. TARTISMA

Boy uzamasi, i¢inde genetik nedenler de olmak iizere birden ¢ok faktoriin
etkisi altinda olan bir durumdur (1-7,53-63, 96-110). Genetik faktorlerle iliskili
olarak pek ¢ok genin/aday genin etkili oldugu bildirilmekle birlikte, kisa boylu
olgularin kiigiik bir grubunda, bu genlere ait mutasyonlar tanimlanabilmistir (1, 3,
5, 96, 97). Bu genlerden biri de genotip-fenotip korelasyonu bakimindan boy
kisalig ile ilgili oldugu distiniilen SHOX genidir (1-7, 55, 60, 61, 96-109). Daha
cok idiyopatik boy kisalig ile iligkilendirilen bu genin mutasyonlarinin vakalarin
1/40-1/150’sinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (98-101). Idiyopatik boy
kisaligindan baska, SHOX geninin daha siddetli klinik bulgularla seyreden Langer
mesomelik displazi (LMD) ile de baglantis1 tizerinde ¢alisgilmaktadir (1, 3, 5, 6,55,
62, 98). Her iki hastalikta da ayni gen mutasyonu bulunmakla beraber Klinik
bulgular1 arasinda farklilik olmasi, mutasyonun heterozigot veya homozigot
olmast ile, ve/veya modifiye edici genler gibi bagka genetik etkenlerin bu iki
klinik durum iizerindeki farkli etkilerinin olmasi ile agiklanmaya ¢alisiimaktadir
(3, 5 6,55 62, 96, 98, 99). SHOX geni mutasyonlarmin kisa boyla
iliskilendirilmesinin yani sira fazla ifadelenmesinin de, Klinefelter sendromunda
(47,XXY) oldugu gibi uzun ekstremiteye neden olabilecegi disiiniilmektedir (1,
96, 98, 105). Sonug olarak SHOX geni ile boy uzamasi arasinda anlamli bir iliski
oldugu, yapilan pek ¢ok ¢aligma ile desteklenmektedir (1-7, 55, 60-62, 96-109).

SHOX gen mutasyonu olan hastalarin biiyilk kismi biiylime hormonu
tedavisine cevap vermektedir (96, 98, 102). Yapilan c¢alismalarda SHOX geni

mutasyonuna bagl IBK tanisi alan ve GH uyar testleri normal olan (GH eksikligi
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olmayan) olgularda puberte 6ncesi GH tedavisi ile iki yil sonunda tedavi
verilmeyen hasta grubuna oranla ortalama 6.2 cm boy kazanimi bildirilmistir.
Ancak LWS tanisi alan hastalarda 6nemli bir fark bulunamamistir (102). O
nedenle idiyopatik boy kisaligi olan hastalarda bu genin mutasyonunun
arastirtlmas1 ve 1ilgili gende delesyon/mutasyon bulundugu takdirde tedaviye
baslanmasi bu hastalarin prognozu acisindan oldukca 6nem arz etmektedir. Bu
mutasyonlarin belirlenmesinde secilen analiz yOntemi, hasta se¢imindeki
calismaya dahil olma ve dislanma kriterleri gibi farklt parametreler bu
mutasyonun sikligini olduk¢a degistirmektedir (1-4, 62, 96, 99, 103, 107-109). Bu
nedenle bu genin ¢aligmasinda dogru algoritmalarin izlenmesinin 6nemi bilytiktiir.
SHOX geni mutasyonu arastirilmasinda ilk asama dogru hasta grubunun
secilmesidir. Bu amagla ¢alismalarda bazi farkli kriterler kullanilmakla beraber,
hasta se¢iminde siklikla kullanilan ortak kriterlerin oldugu géze carpmaktadir (1-
4, 96, 99, 103, 104, 107, 108). Bu kriterler, boyun -2 SDS’nin ya da 3 persentilin
altinda olmasi, iskelet sistemine ait bir bozukluk bulunmamasi, rutin tetkiklerde
ve muayenede baska organik ve kronik rahatsizliklar tespit edilmemis olmasi,
goriintiileme yontemleriyle kemik yasi geriligi veya iskelet anomalileri tespit
edilmemis olmasi, bilylime hormonu ve tiroid hormonlar1 gibi biiylime iizerine
etkili hormonlarin normal olmasi, beslenme bozuklugu olmamasi, karyotipin
normal olmast ve genetik sendrom olmamasidir. Bu c¢aligmada ise dogru
algoritmanin kullanilmas1 amaciyla oncelikle 1yl bir klinik
muayene/degerlendirme ile bu kriterler titizlikle uygulanmigtir. Rappold ve ark.

2002 yilinda yaptiklart ¢alismada bizim calismamizda da kullanilan (Tablo 4)

82



genel kriterlerin yanisira, hastalarda gonadal disgenezi bulunmamasi Kriterini de
eklemislerdir (96). Ayni arastiricilarin 2007 yilinda yaptiklar1 diger bir ¢alisma da
ise boyun kronolojik yasmin 3 persentilin altinda olmasi ya da boyun 10
persentilin altinda olmasi ile birlikte boy uzama hizinin 25 persentilin altinda
olmast ve erkeklerde kemik yasinin 10, kizarda 8’in altinda olmasii igleme
kriterlerine dahil etmislerdir (1). Bizim ¢alismamizda, Rappold ve ark. gibi kemik
yasi geriligi dislanma kriteri olarak segilmemekle beraber kontrol muayenesinde

boy persentili normal araliklara ulasan hastalar ¢alismadan ¢ikarilmistir (1).

SHOX geni mutasyonlarinin arastirilmasi ile ilgili tarama yontemi olarak
kesin bir baslangic testi olmamakla birlikte ilk olarak konvansiyonel sitogenetik
analizin yapilmasi Onerilmektedir (3, 98). O nedenle karyotip analizi bizim
calismamizda oldugu gibi pek¢ok calismada oncelikli dislama ya da icleme
kriteridir (2, 3, 96, 98, 103, 108). SHOX genine ait delesyonlar nokta
mutasyonlarindan daha sik oldugu ig¢in, sitogenetik analizi takiben karyotipi
normal olan hastalarin delesyon agisindan degerlendirilmesi oncelikli bir
durumdur (1-4, 96, 98, 99, 103, 107, 108). Bunun i¢in kullanilan yontemlerden
biri, bu ¢alismada da oldugu gibi FISH analizidir (1-3, 96, 98, 99, 103, 107).
FISH analizi yerine, delesyonun gdsterilmesi amaciyla farkli yontemleri 6neren
caligmalar da mevcuttur. Funari ve ark. Leri-Weil Diskondrosteozu (LWD) olan 8
olguda ve 36 orantisiz idiyopatik boy kisalig1 olan olguda Multipl Ligasyon Prob
Amplifikasyonu (MLPA), FISH ve Mikrosatellit Marker (MSM) analizlerini
karsilagtirillmiglardir (104). Calismalarinda MLPA ve MSM analiziyle delesyon

tespit edilen bir olgunun FISH analizinin normal oldugunu, yine farkli bir hastada
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da delesyonun sadece MLPA yontemiyle tespit edildigini bildirmislerdir. Bu
durumun FISH problarmin baz igeriklerinin uzun olmasi nedeniyle kiiciik
delesyonlar1 tespit etmede yetersiz kalmasi sonucu oldugunu iddia etmislerdir.
FISH tekniginin diger dezavantajlari olarak teknik c¢alismanin uzun siirmesi,
tecriibe gerektirmesi, uygulanabilirlik anlaminda bazi zorluklarinin oldugunu
belirtmislerdir. MSM analizinin en yaygin kullanilan metod oldugunu ancak bu
yontem ile SHOX geni gibi biiyiik genleri analiz edebilmek igin ¢ok sayida
belirteg  kullanilmasinin  gerektigini ve bunun da maliyeti artirdigini
belirtmislerdir. Diger dezavantajlar1 olarak kiigiik delesyonlarin analizinde
yetersiz olmasi, bazi durumlarda belirteglerin yeterince bilgi verici (informatif)
olmamasi ve nokta mutasyonlart varliginda yanlis pozitif sonu¢ vermesi olarak
saymislardir. Bu yontemlerle kiyaslandiginda MLPA yonteminde belirlenen
delesyonun MSM veya FISH yontemiyle teyidi gerekse bile, daha az zaman alic1
ve kiiglik delesyonlar: tespit etmede daha duyarli oldugu igin SHOX gen analizi
icin baslangig testi olarak MLPA yontemini 6nermislerdir (104). D'haene ve ark.
yaptiklar1 c¢alismada MLPA yontemindeki yanlis pozitif durumlardan dolayi
kontrol i¢in ikinci bir test yapilmasinin gerekliligine vurgu yapmis ve alternatif bir
test olarak giivenilir, kesin, maliyeti az bir test olarak kantitatif PZR yonteminin
kullanilmasi onerilmislerdir (105). Shanske ve ark. ise 2006 yilinda yaptiklari
calismada daha farkli bir yontem olarak denatiire edici yiiksek performans sivi
kromatografisi (DHPLC) teknigini kullanmiglardir (106). Alternatif teknikler var
olmasina karsin pekcok calismada FISH yontemi konvansiyonel sitogenetik

analizi takiben delesyonlarin arastirilmasinda en 6nemli tekniktir (1-3, 96, 103,
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104, 107, 109). Bu calismada da laboratuvar kosullarimiz ve analizdeki
deneyimler gézoniine alinarak FISH teknigi delesyonlarin incelenmesi i¢in tercih
edilen uygulama olmustur. Literatiirde FISH tekniginin SHOX gen delesyonunu
saptama yiizdesi ile ilgili pek¢ok farkli rakam mevcuttur (2, 98, 103, 107, 108).
Moirizio ve ark. bu ¢alismadakine benzer i¢gleme ve dislama kriterleri uygulayarak
ve sadece SHOX genine 6zgili prob kullanarak FISH yontemi ile yaptiklari bir
calismada IBK tanisi alan, ortalama yaslar1 12.2 olan 33 kiz ve 23 erkek olmak
tizere 56 olguyu incelemislerdir. Bu 56 olgunun 3’ kiz olmak iizere 4’tinde
(%7.1) SHOX geninin bir kopyasinin delesyona ugradigini tespit edilmislerdir. Bu
caligmaki delesyon orani diger c¢alismalara oranla yiliksek bir orandir ve
arastiricilar bunun gerekgesini arastirmalarinda sunmamislardir (2, 98,103, 107,
108). Musebeck ve ark.’nmn 2001 yilinda yaptiklar1 galismada ise IBK tanisi
koyduklar1 35 hastada FISH analizi yapmis ve hicbirinde delesyon
saptayamamiglardir (107). Bizim ¢alismamizda da Musebeck ve ark. tarafindan
yapilan c¢aligmadaki hasta sayisina yakin bir sayida hasta calisilmistir ve ayn
sekilde delesyon saptanamamustir. Binder ve ark. 2003 yilinda yaptiklari
calismada IBK tanis1 alan olgularda SHOX mutasyonlari tahmini sikligimin % 1-2
civarinda oldugunu ve bunlarin yaklasik % 80’inin komplet gen delesyonu
oldugunu belirtmislerdir (108). Calismamizin i¢glenme ve dislanma kriterlerine
uygun hasta sayisinin az olmast ve biitcesini sinirli olmasindan dolay1
delesyonlarin tespiti i¢in yeterli sayida hasta ¢alisilmasi miimkiin olamamistir. Bu
nedenle daha fazla sayida hastada yapilacak caligmalarin sonuglarinin, daha bilgi

verici olacagi diisiiniilmektedir.
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SHOX geninde delesyon saptanamayan hastalarda izlenmesi gereken son
basamak mutasyonlarin tesbitine yonelik olmalidir (1, 3, 4, 96, 99, 103, 104, 108-
110). SHOX geni mutasyonlar1 tiim gen boyunca dagilim gosterdigi i¢in, genin
bilinen mutasyonlarin ¢alisilmasi yerine tiim nokta mutasyonlarin arastirilmasi ve
bunun i¢in de dizi analizinin yapilmasi daha bilgi verici olmaktadir (1, 3, 4, 103,
104, 109). Dizi analizinin yan1 sira SSCP (tek zincir yapisal polimorfizm) gibi
alternatif bazi yontemler kullanilmakla beraber tekniklerin duyarlilik yiizdelerine
bagli olarak (SSCP yonteminin duyarliligt % 65-80) mutasyonlarin tesbit
yiizdeleri degisebilmektedir (3, 96, 103). O nedenle ¢alismamizda proje biit¢esine
paralel olarak hastalara, nokta mutasyonu taramasi igin literatiirdeki bu bilgiler
g6z Onilinde bulundurularak dizi analizi tekniginin uygulanmasi tercih edilmistir.
Bu amagla SHOX genini kodlayict ekzonlar1 (2., 3., 4., 5., ve 6. ekzonlar) ve
ekzon-intron birlesim yerlerindeki kesim bolgeleri PZR yontemiyle ¢ogaltilmis ve
dizi analizi yapilmistir. Bizim g¢aligmamiza benzer metodolji izleyen ve boy
kisalig1 tanist almis olgularda SHOX geni ile ilgili yapilan en genis kapsamli
calisma, Rappold ve ark.’nin 2007 yilinda 1608 olguyu MSM, FISH, DHPLC ve
dizi analizi yontemleriyle inceledigi arastirmadir. Bu ¢alismada, arastiricilar
olgularin tamamini puberte oncesi ¢agda olan 14 farkli iilkeden seg¢mislerdir.
Yapilan aragtirmada 1608 hastanin 16‘sinda nokta mutasyonu olmak iizere 68 (%
4.2) hastada SHOX geni mutasyonu tespit etmislerdir. Arastirmalarindaki bu
yiiksek oranin SHOX geni mutasyonlariin ¢ok daha yiiksek yiizdeyle goriildiiga
LWD li olgularin da ¢alismada yer almasindan kaynaklandigini ifade etmislerdir.

LWD’ li olgular hari¢ tutuldugunda IBK olarak tanimlanabilecek hastalarda,
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mutasyon ylizdesini % 2.2 olarak belirtmislerdir. Bu ylizdenin benzer yontemler
kullanilarak yapilan ¢alismalarla uyumlu oldugu, ancak farkli metodlar1 kullanan
calismalara gére bir miktar diisiik bir yiizde oldugunu ifade etmislerdir. Bu diisiik
yiizdenin nedeni olarak ¢alismalarinda SHOX genine ait sadece ekzonlardaki
mutasyonlarin arastirildigini, enhansir ve diizenleyici mutasyonlar ile intronlara
ait kesim bolgesi mutasyonlarinin calisilmamasindan dolayr bazi mutasyonlari
tespit edememis olabileceklerini ifade etmislerdir (1). Bizim g¢alismamizda da
arastirmaya dahil olma ve dislanma kriterleri son derece detayli olarak
secilmesine ragmen, hem hasta sayisinin az olmasindan dolayr hem de smirh
biitge kullanildig1 i¢in bu arastirmadaki gibi kodlanan kisimlarin dizi analizi
yapilabilmis ama herhangi bir mutasyon tesbit edilememistir. Bizim ¢alismamizda
Rappold ve arkadaglarinin genis kapsamli arastirmasindan farkli olarak intronlara
ait kesim bolgesi mutasyonlar1 da arastirilmis ama bu bolgelerde de hastalardaki

boy kisaligini agiklayabilecek herhangi bir mutasyon tesbit edilememistir.

Tiirkiye’de yapilan bir arastirmada ise IBK tanis1 almis 61 olgu
incelenmistir (109). Olgularin tamami Elazig ili igerisinde yasayan hastalardir ve
IBK tanis1 almis 61 hastanmn yanisira kontrol grubu ile beraber 100 toplam birey
calismaya dahil edilmistir. Calisma grubunun 12’sini monozigotik, 6’sini
dizigotik kardesler ve 44’{inii kardes ¢ifti olusturmaktadir. Caligmaya dahil etme
kriterleri olarak monozigot kardesler i¢in; aralarinda en az 5 cm boy farki bulunan
ve kisa boya sahip olan kardesin bolge boy ortalamasmin altinda kalmasini,
dizigot kardesler ve kardes ¢iftleri i¢in; cinsiyetlerinin ayni olmasini, aralarinda en

az 5 cm boy farki bulunmasini ve kisa boya sahip olan kardesin bdlge boy
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ortalamasinin altinda kalmasini esas almislardir. Calismaya tek basina alinan
bireyler i¢in, ayni cinsiyette kardesleri olmamasini, boylarinin aile ortalamalar1 ve
bolge ortalamasinin altinda kalmasini esas almislardir. Bu olgulardan sadece en
kisa boya sahip olan 8 tanesini segerek FISH teknigi ile SHOX genine ait
delesyonlar1 arastirmislar ve normal bulmuslardir. Olgularin tamaminda SHOX
genine ait 2. ekzon PZR teknigi ile ¢ogaltilmis ve Rsa | ve Alu I enzimleri
kullanilarak Y35X ile A337G mutasyonlar1 arastirilmigtir. Yaptiklar1 analizler
sonucunda bu g¢alisma da oldugu gibi olgularin higbirisinde mutasyon tespit
etmemislerdir. SHOX genindeki mutasyonlar tiim gen boyunca dagilim gosterdigi
i¢in IKB olan hastalarda SHOX gen mutasyonlar1 degerlendirilirken, bu gene ait
tim ekzonlarin incelenmesinin daha dogru sonuglar verecegini belirtmislerdir.
Ayrica IKB olan hastalarda, SHOX geninin mutasyon sikliginin % 1 olmasindan
dolay1 ayn1 bizim ¢alismamiz da oldugu gibi sinirli sayida hasta yerine daha fazla
sayida hasta incelemenin daha bilgi verici olacaginmi belirtmiglerdir (109). Bu
calismadan farkli olarak bizim g¢alismamizda hasta se¢im kriterlerinde daha
detayli klinik degerlendirme yapilmis ve SHOX genine ait sadece 2. ekzon degil
kodlanan tiim ekzonlarin dizi analizi yapilmis ve ayrica ekzon-intron birlesim
yerlerindeki olas1 mutasyonlar da arastirilmistir.

Biiyiik delesyonlarin dahil edilmedigi giincel SHOX geni mutasyonu veri
tabaninda 126°s1 farkli allelik varyant olmak iizere toplam 199 intragenik
mutasyon gosterilmistir (6). Kontrol grubunda da gosterilen degisiklikler
dislandiginda SHOX geni ile iligkili hastaliga yol acan 185 mutasyon rapor

edilmektedir. Bu mutasyonlara detayl olarak bakildiginda 159‘unun tek niikleotid
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degisimi, 19’unun delesyon ve 7’°sinin duplikasyon oldugu goriilmektedir. Tek
niikleotid degisikliklerinin biiyiik cogunlugunu (104; % 65.4) yanlis anlamli,
33Ulinilinii (%20.8) anlamsiz mutasyonlar olusturmaktadir (6). Tiim mutasyonlar
g6z Oniine alindiginda mutasyonlarin gen boyunca dagildigi bu nedenle tiim genin
dizileme yontemiyle taranmasi gerektigi vurgulanmistir (109). Bu nedenle
calismamizda biit¢e kisitlamalar1 nedeniyle daha fazla hastada bir veya en fazla
birka¢ ekzonda tarama yapmak yerine, daha az hastada tiim ekzonlarin dizi
analizinin yapilmast daha uygun bulunmustur. Bu nedenle 24 hastada nokta
mutasyonlarinin diglanmasi i¢in dizi analizi yapilmis ve SHOX genine ait ekzon
bolgeleri ve intron-ekzon birlesim yerindeki kesim bdlgelerini iceren bolgeler
degerlendirilmistir. Proje biit¢esi ve teknik kisitlamalar nedeniyle SHOX genine
ait, uzunluk olarak ekzon dizilerinden ¢ok daha biiyiikk olan intron dizileri
degerlendirilememistir. Bu tip uzun dizileme gerektiren arastirmalar igin yliksek
maliyetli projelere ve ¢ok daha gelismis dizileme yontemlerine ihtiya¢ vardir.
Bizim ¢alismamizdaki otomatik dizileme analizi ile enhansir dizisi mutasyonlari,
diizenleyici mutasyonlar ve intron bolgesindeki mutasyonlarin degerlendirilmesi
miimkiin olamamigstir. Benzer sorunlari Rappold ve ark. 2007 yilinda yaptiklar
calismada belirtmislerdir (1).

Calismamizda, ulasilabilen ve proje biitcesinin el verdigi 24 hastanin dizi
analizi yapilip herhangi bir delesyon/mutasyon tespit edilememis olsa bile, IBK
tanis1 alan hastalarda SHOX geninin mutasyonunun sikligini tespit etmek igin

daha genis ¢alismalarin yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir. Ayrica bu ¢alismada
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herhangi bir mutasyon tespit edilmemesi IBK tanis1 alan bireylerde SHOX

mutasyon aragtirilmasi gerekliligini ortadan kaldirmamaktadir.
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6.SONUC

Boy kisalig1 toplumdaki her yiiz ¢ocuktan ti¢linii ilgilendiren, psikolojik ve
sosyal sorunlara da neden olan bir durumdur. Bu nedenle, sebeplerinin tespit
edilmesi ve bu cocuklarin boy kisalig1 acisindan izlenmesi gerekmektedir. Boy
kisalig1 acisindan herhangi bir sebep bulunamayan ve bunun sonucunda IBK
tanis1 almis hastalarda % 2-14 arasinda altta yatan neden olarak SHOX geni
mutasyonlart bildirilmektedir. Bu oranlar SHOX geni mutasyonlarinin nadir
olmadiginin bir gostergesidir. SHOX geni mutasyonlart sonucu olusan boy
kisaliklarinin biiyime hormonundan fayda gordiigii tespit edilmistir. Bu nedenle
IBK tanis1 alan hastalarda SHOX geni mutasyonu aragtirilmasi boy kisaliginin

tani, tedavi ve prognozu agisindan 6nemlidir.

Bu calismada IBK tanis1 almis hastalarda SHOX geninin delesyonlar1 ve
bunu takiben de dizi analizi ile mutasyonlar1 arastirilmistir ve higbirisinde
mutasyon tespit edilmemistir. Bunun hasta se¢im kriterleri ve secilen metodlarin
farkli olmasina bagli bir durumdan kaynaklaniyor olmast miimkiindiir. Bu nedenle
elde ettigimiz bu sonu¢ IBK tanisi alan hastalarda SHOX geni arastirilmasi
gerekliligini ortadan kaldirmamaktadir. IBK olgularinda, SHOX geninde goriilen

mutasyonlarin goriilme sikliginin % 2 -14 arasinda degistigi dikkate alindiginda,

daha fazla sayida olgu incelenmesinin daha bilgi verici olacagi agiktir.
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8. OZET
Idiyopatik boy kisahg olan hastalarda Floresan in situ Hibridizasyon

ve dizi analizi yontemleri ile SHOX geninin arastirilmasi.

Boy uzamasini ¢evresel ve genetik faktorler birlikte etkilemektedir ve boy
kisaligi bir bireyin boy uzunlugunun kendi yas grubu igerisinde 3 persentilin
altinda olmasi ya da -2 SDS (Standart Deviasyon Skoru) degerinin altinda olmasi
olarak tanimlanir. Bu durumu agiklayacak herhangi bir genetik sendrom, eslik
eden major anomali, kronik veya sistemik hastalik, beslenme bozuklugu,
psikososyal nedenler tespit edilmedigi takdirde idiyopatik boy kisahigindan
bahsedilir. Idiyopatik boy kisalig1 olan bireylerde boy kisalig1 ile iliskili pek ¢ok
gen mutasyonu tanimlanmistir. Bunlardan birisi de son donemde iizerinde daha
fazla yogunlasilan X ve Y kromozomu {izerinde bulunan psédootozomal region
(PAR1) olarak adlandirilan bolge iizerinde bulunan Short Stature Homeobox
Gene (SHOX) genidir. Bu gen ile ilgili mutasyonlarin idiyopatik boy kisaligi olan

hastalarin %2 ila 14‘iliniin nedeni oldugu vurgulanmaktadir.

Bu proje ile ilk asamada idiyopatik boy kisaligi olan 37 hastanin
sitogenetik analizi yapilarak kromozomal anomaliler diglanmis ve bunlarin
tamaminda FISH teknigi ile SHOX geninde delesyon olup olmadigi arastirilmistir.
FISH analizi normal olan ve DNA eldesi yapilabilen 24 hastada SHOX geninin 2.,
3.,4., 5. ve 6. olmak iizere tiim ekzonlarinin dizi analizi yapilmis ve normal olarak
belirlenmistir. Sonu¢ olarak idiyopatik boy kisaligi olan hastalarda dogru
algoritma izlenerek, FISH ve molekiiler teknikler kullanilarak (dizi analizi) SHOX

genine ait delesyon/mutasyon ¢alismasinin yapilmasi gerceklestirilmistir.
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9. ABSTRACT
SHOX gene analysis with Fluoresant in situ Hybridization and

sequence methods in idiopathic short stature patients

Height increase is affected by both genetic and enviromental factors and
short stature is defined as height below 3 percantille or under -2 SD (Standart
deviation skore) in the same age group. Short stature can be named as “idiopathic”
if there are no accompanying major abnormalities or genetic syndromes,
endocrine problems, chronic or systemic enfections, nutritional problems and
psychosocial factors. There are many known gene mutations associated with
idiopathic short stature. Short Stature Homeobox Gene (SHOX) located on X and
Y chromosomes’ pseudootosomal regions (PAR 1) is one of the short stature
genes which has been frequently mentioned recently and the mutations of SHOX

gene are responsible for % 2-14 of idiopatic short stature cases.

In this project, firstly cytogenetic analyses of the 37 idiopathic short
stature patients were performed and were revealed as normal karyotypes. SHOX
gene deletion was screened by FISH technique and none of them had deletion.
Finally the DNA isolations (24 of the 37 patients) and sequencing of the all
coding exons (2" to 6™) of the SHOX gene were performed and no mutation was
detected. As a result in this study by using accurate algorithm, deletion/mutation

of the SHOX gene was studied by FISH and DNA sequencing.
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11.EKLER

EK-1:BILGILENDIRILMIS ONAM FORMLARI

COCUK HASTALARDA “GENETIK MATERYALDE YAPILACAK
ARASTIRMALAR” iCIN “EBEVEYN” BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR
FORMU ORNEGI

Degerli anne ve babalar;

Cocugunuzun, Genetik Hastaliklar Tani Merkezimizde yapilmasi planlanan
“Idiyopatik boy kisahigi olan hastalarda Floresan in situ Hibridizasyon ve dizi analizi
yontemleriyle SHOX geninin arastirilmasi” isimli bir ¢calismada yer alabilmesi i¢in sizden
izin istiyoruz. Cocugunuzun bu calismaya davet edilmesinin nedeni boy kisaliginin mevcut
olmasidir. Bu calisma, arastirma projesi olarak yapilmaktadir ve katilim goniilliiliikk esasina
dayalidir. Bu arastirmada ¢ocugunuza ait bazi bilgiler elde etmek istedigimiz i¢in, izninizi
almak amaci ile bu form hazirlanmistir. Cocugunuza ait bu bilgilerin, kimligi agiklanmamak
kayd ile bilimsel amagla kullanimin1 onaylar iseniz bu formu imzalamaniz istenecektir. Bu
arastirma hakkinda ¢ocugunuza da bilgi verilecek ve ondan da bu caligmaya katilmasi i¢in
izin alinacaktir.

Calismanmin amaclar1 ve dayanag nelerdir, cocugumdan baska kac¢ kisi bu calismaya
katilacak?

Bu c¢aligmanin amaci, ¢ocugunuzda saptanan boy kisahi@mmin detayli genetik aragtirmasini
yapmaktir ve ardindan dogru bir genetik danismanlik verebilmektir. Bu calisma ile
cocugunuzdaki boy kisaligr ile ilgili olarak gen (goz rengi, ten rengi gibi tiim kalitsal
Ozelliklerimizi belirlemektedir) diizeyinde detayli bilgi verme sansimiz olabilecektir.
Calismaya 100 hastanin katilmasi planlanmustir.

Cocugum bu calismaya katilirsa ne yapmasi gerekiyor?

Bu arastirma kapsaminda ¢ocugunuza, tedavisi i¢in yapilan rutin islemlerin diginda herhangi
bir girisim yapilmayacaktir. Calisma yalnizca, tedavisi sirasinda zaten ondan alinacak olan
kanda yiirtitiilecektir. Cocugunuzun bu ¢aligmada kalma stiresi 2 yil olarak diistiniilmiistiir.

110



Calismanin riskleri ve rahatsizhiklar: var mdir?

Calismanin, kan alma islemine bagl riskler haricinde herhangi bir riski bulunmamaktadir.
Kan almaya bagl riskler enfeksiyon ve tromboflebittir. Aragtirmadan dolayr ¢ocugunuzun
gorecegi olast bir zararda bunun giderilmesi i¢in gerekli her tiirli tibbi miidahalenin
yapilacagini; bu konudaki tiim harcalamalarin iistlenilecegini taahhiit ederiz.

Muhtemel zarar durumunda bilgi i¢in Tibbi Genetik Anabilim Dali’ndan Arastirma Gorevlisi
Dr. Abdullatif Bakir ile gortigebilirsiniz.

Cocugumun bu ¢alismada yer almasinin yararlari nelerdir?

Boy kisaliginin cesitli nedenleri bulunmaktadir. Bu calisma ile ¢ocugunuzda, incelenmesi
planlanan gen diizeyinde boy kisaligin1 aciklayabilecek bir degisikligin olup olmadigini
O0grenmis olacaksiniz. Bu durumun sonucuna gore de genetik danismanlik alabileceksiniz.

Cocugumun bu ¢alismaya katilmasinin maliyeti nedir?

Calismaya katilmakla parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi bir 6deme
yapilmayacaktir.

Cocugumun Kisisel bilgileri nasil kullanilacak?

Cocugunuz ile ilgili kisisel bilgiler, arastirmayr ve istatiksel analizleri ylriitmek i¢in
kullanacaktir ve ¢alisma sonuglar1 tibbi literatiirde yayinlanabilecektir ancak ¢ocugunuzun
kimlik bilgileri gizli tutulacaktir. Yalnizca geregi halinde, ¢cocugunuz ile ilgili bilgileri etik
kurullar ya da resmi makamlar inceleyebilir. Calismanin sonunda, sonuclar hakkinda bilgi
istemeye hakkiniz vardir.

Cocugumdan alinan ornekler gelecekte de kullanilabilecek mi?

Cocugunuzdan alinan 6rnegin saklanmasi ve ileride yapilacak diger ¢alismalarda kullanimi
ancak sizin izninize tabidir. Bu 6rnekler uzun yillar ¢ocugun ismi (kimlik bilgileri) korunmak
ya da yok edilmek kaydi ile saklanabilir. Liitfen asagidaki seceneklerden ¢ocugunuz igin
uygun oldugunu diisiindiigiiniiz bir tanesini isaretleyiniz.
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1- [0 Cocugumdan alinan kodlanmis* &rnegin yalnizca Onerilen c¢alisma i¢in kullanimini

onayliyorum; ileride yapilmasi olasi diger ¢alismalar i¢in onay vermiyorum.

2- [J Cocugumdan alinan kodlanmis Ornegin yalnizca Onerilen c¢alisma i¢in kullanimin
onayliyorum,; ileri ¢aligmalar i¢in tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

3- [ Cocugumdan alinan kodlanmis Ornegin, aragtirma konusuyla baglantili diger
calismalarda kullanimini onayliyorum, ancak farkli ¢alismalar igin tekrar bilgilendirilmek ve
yeni onay vermek istiyorum.

4- [J Cocugumdan alinan kodlanmis 6rnegin Onerilen ¢alisma i¢in kullanimini onayliyorum,
ve gelecekte de her tiirlii genetik ¢alismada anonim (kimligim ile baglantisiz) olarak
kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis drnek: Cocugunuzdan alinan 6rnege bir kod numarasi verilir. Kod numarasini
yalnizca aragtirict bilir ve gocugun kimlik bilgilerine yalnizca arastirict ulasabilir. Boylece

cocugun kimlik bilgileri gizli tutulmus olur.

Daha fazla bilgi, yardim ve iletisim icin kime basvurabilirim?

Caligma ile ilgili bir sorununuz oldugunda ya da ¢aligma ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz
oldugunuzda asagidaki kisi ile liitfen iletisime geginiz.

Adi-Soyadz: Abdullatif Bakir
Gorevi . Arastirma Gorevlisi Doktor

Telefon: 0312 2024636

(Katilimci ¢ocugun ebeveyninin beyant)

GUTF Tibbi Genetik Anabilim dalinda, Dr. Abdullatif Bakir tarafindan tibbi bir arastirma
yapilacag belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi ve ilgili metni
okudum.
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Cocugumun arastirmaya katilmasit konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim.
Eger cocugumun calismaya katilmasini reddedersem, bu durumun ¢ocugumun tibbi bakimina
ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Calismanin
yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir neden géstermeden ¢ocugumu arastirmadan ¢ekebilirim.

Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorununun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi
miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili
olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilagtigimizda; herhangi bir saatte, Dr.Abdullatif
Bakir’t Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Besevler, Ankara
adresinden ve 0 312 2024636 telefon numarasindan arayabilecegimi biliyorum.

Bana yapilan tiim ac¢iklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarla,
cocugumun s6z konusu klinik arastirmaya katilmasini goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Tarih:

Velisinin adi- soyadi:

Velisinin imzast: Tarih:

Arastiricinin Adi-Soyadi, Unvani:  Ars. Gor. Dr. Abdullatif Bakir

Imza:
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“GENETIK MATERYALDE YAPILACAK ARASTIRMALAR” DA YER
ALACAK “COCUKLAR” ICIN BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR
FORMU ORNEGI

Sevgili .........

Adim Dr. Abdullatif Bakir, senin buradaki doktorun benim. Sen ¢ok sevimli bir
¢ocuksun, annenle baban senin boyunu bizlere danigmak i¢in seni hastaneye getirmisler. Ben
ve bazi bagka doktorlar boy ile ilgili bir calisma yapiyoruz. Eger istersen sen de bu ¢aligmaya
katilabilirsin. Biliyorsun, canini ¢ok acitmadan bazen senden hastanemizde kan almalari
gerekiyor. Zaten ¢ok az canin yansa da hemen geciyor sanirim. Bdyle kan alindig: bir giinde
senden bize de az miktarda kan getirmeni istiyoruz.

Getirdigin kanda, boy ile ilgili cok giizel ve sana yarar1 olacak bir arastirma yapmayi
planliyoruz. Arastirmada buldugumuz sonuglar1 baska doktorlarla senin yararin igin
konusabiliriz ama merak etme senin adin1 ve bu sonuglar1 bagka kimseye sdylemeyecegiz.

Bu arastirma konusunda annen ile babana da bilgi verip, onlardan da izin alacagiz
ama senin izin vermen de ¢ok 6nemli! Bu konuyu onlarla konusup Oyle karar vermen daha
kolay olabilir. Eger bu calismaya katilmak istemezsen sakin endise duyma, hi¢ kimse sana
kizmaz veya kiismez. Buradaki doktorlarin yine sana ayni sekilde iyi davranip, tedavini
stirdiireceginden emin olabilirsin.

Belki aklina bazi sorular takilabilir, simdi veya daha sonra. O zaman asagida yazan
telefondan liitfen beni arayip kafana takilanlari sor olur mu?

Yukarida yazilanlari1 okuduktan sonra, sen de bu arastirmanin i¢inde olmak istiyorsan
litfen asagiya adim1 ve soyadini yazarak imzani at olur mu? Bu kagittan bir tane sen de alip,
istersen saklayabilirsin. Sana simdiden ¢ok tesekkiir ediyorum.

Cocugun adi- soyadt:

Cocugun imzast: Tarih:

Velisinin adi- soyadi:

Velisinin imzast: Tarih:

Arastirma doktorun: Ars. Gor. Dr Abdullatif Bakir

Imza:
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GAZi UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

DEGERLENDIRME FORMU

DEGERLENDIRME KURULUNUN ADI Gazi Universitesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu -
ACIK ADRES Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanhik Binasi 06500 Besevler/Ankara
TELEFON 0312 202 69 58 o
FAKS 031220246 73
E-POSTA tipetikhurulagazi.cdu.tr
) idiyopatik boy kisahg: olan hastalarda Floresan in situ Hibridizasyon
ARASTIRMANLI:I ACIKADI ve dizi analizi ydntemleriyle SHOX geninin arastiriimasi
SORUMLU ARASTIRMACI . .
UNVANIADISOYADI Do¢.Dr.Meral YiRMIBES KARAOGUZ
BASVURU UZMANLIK UZMANLIK TEZi [] AKADEMIK AMACLI []
BILGILERI TEZI/AKADEMIK AMACLI
DIGER O (Uzmanhk Tezi)
ILAC DISI X XULAC DISI GIRISIMSEL: (B.3) Genetik
ARASTIRMA materyalle yapilacak aragtirmalar
[JiLAC DISI GIRISIMSEL OLMAYAN
Belge Adi Tarihi V",::)""“ Dili
= - ARASTIRMA
NEGERLENDIRILEN BELGELER PROTOKOLU Tirkge [X] ingilizce []  Diger [J
BiL. GONULLU . e i
OLUR FORML Tirkge [X]  ingilizce [] Diger []
5 . < Belge Adi Agiklama
gEE(E?EEEDIRILEN DIGER ARASTIRMA BUTCESI X
’ SIGORTA
KARAR Karar No: 285 Toplants tarihi:13.07.2011
BILGILERI

Universitemiz Tip Fakiiltesinde Dog¢.Dr.Meral Yirmibes Karaoguz'un sorumlulugunda
yapilmasi tasarlanan ve yukaridaki kiinyede kayith bagvuru bilgileri verilen, Uzmanlik Tezi ve Genetik
¢alisma olan klinik aragtirma bagvuru dosyasi ve ilgili belgeler arastirmanin gerekge. amag. yaklagim ve
yontemleri dikkate alinarak incelenmis olup arastirmanin gerceklestirilmesinde etik sakinca
bulunmadigina ve “biitgesi diginda” uygun olduguna G.U.T.F.Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tiyelerinin oybirligi ile karar verilmigtir.

Etik Kurulun karari, projenin biitgesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu (BAP) tarafindan

kabul edildigi takdirde yiiriirlige girecek olup, BAP kararinin Kurulumuza bildirilmesi gerekmektedir.

ETiK KURUL BiLGILERI

[ CALISMA ESASE

Diinya Tip Birligi Helsinki Bildirgesinin son versiyonu. Iyi Klinik Uygulamalari (Uluslararasi 1CH-GCP)
kilavuzu ve bununia ilgili 2001/20/EC ve 2005/28/EC sayih Avrupa Birligi dircktifleri, Biyoloji ve Tibbin
uygulanmast hakimindan insan Iaklan ve insan haysiyetinin korunmasi sozlesmesi ve Insan Haklar ve
Bivoup Sozlesmesinin onaylanmasmm uygun bulunduguna dair kanun (9.12.2003 tarihli 25311 savih
Resmi Gazete). 2547 sayih Yiiksckogretim Kanunu (06.11.1981 tarihli 17506 sayih Resmi Gazete). Klinik
Arastirmalar Hakkinda Yonetmelik . Ivi Klinik Uygulamalari Kilavuzu

ETIK KURUL BASKANI UNVANI/ADI/SOYADI: Prof.Dr.Canan ULUOGLU

Unvani/Adi/Soyadi Uzmanhk Alani Kurumu Cinsiyet lligki * Katilim ** Imza
5 ' EQ0 HR EX HO o
promrvcsi?»?A‘ilLUOGLU Tibbi Farmakoloji | rp; FS#;:Ioji ap | K Cm
EOD HX O HKX !
Dog.Dr.Arzu BAKIRTAS Cocuk Sag.ve Hast Cocuk Saghg ve K K tTﬁ'!ad
BASKAN YRD Cocuk Allerji Hastaliklar A.D at !
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( EO HRE E | )
| Prof Dr Gonca AKBULUT Fizyoloji FG d -Ir :_A D Mz~
| RAPORTOR S //
Prof Dr Fsun BOZKIRLI Anesteziyoloji ve GUTF EL] HR E HO g
UYE Reanimasyon Anest.ve Rea. AD L e
| Prof Dr Emin TURKOZ Restoratif Dis Resmr:{’i&%gﬁd v EO HX E HO %/\’\ TV,
UYE Tedavisi ve Endodonti Endodonti A.D / V&,’
o 17
Prof Dr Seyhan ERSAN i G.UEF (Ecz.Mes.Bil) EO HK EO H
UYE FamasoticKimya 1™ e rmesotik Kimya Katilmadi
e E D
i GUTF
Prof Dr. %e;;r AYCAN Halk Saghgi Halk Saghgi A.D
Prof.Dr. Mustafa KAVUTGU G.UTF EO
UYE Tibbi Biyokimya Tibbi Biyokimya A.D
" EO
; GUTF
Prof Dr O(_j?gr L. BOYUNAGA Radyoloji Radyoloji A D
e Ig Hastaliklan GUTF ] 7
P’Of'Dr'?J:JE Guz Erigkin Nefroloji Ig Hastaliklan A.D. 5. Z,/ 1'%
G.U.T.F EOQ HX EO H [ 7/ =
ProBraAyar POXEAZ Tibbi Patoloji Tibbi Patoloji A D < »{aulmadn
" GUTF E0 HX EO R
D°°’D"';‘J?£" COBANOGLU Tip Etigi ve Tip Tarihi Tip Etigi ve Tip & Katijmadi
Tarihi A.D ) ;
GOTF EO HR E HO
Dog.Dr.Birol DEMIREL Adli Tip gAY,
UYE Adli Tip A.D.
f
Kulak-Burun-Bogaz Kulak-Burun-Bogaz EO HX E W HO
Dog.Dr Metin YILMAZ Hast Hast. AD i
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* :Arastirma ile lligki

** Toplantida Bulunma
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EK-3:BAP FORMU

Form-3
GAZI UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
PROTOKOLU
Proje Kod No 1 01/2012-26
Proje Yoneticisi : PROF.DR. MERAL YiRMIBES KARAOGU
Proje Adt - Idiyopatik boy kisaligi olan hastalarda Floresan in situ Hibridizasyon ve dizi analizi yontemleri
ile SHOX geninin arastinimasi
TARAFLAR

1. Resmi Gazete'nin 10.04.2002 tarih ve 24722 sayil nishasinda yayinlanan 2547 sayil Kanun'nun 4684 sayil
Kanun'la degisik 58. maddesi geregince kurulan Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) ita Amiri

Prof. Dr. Hayri DUMAN ile yukarida Adi ve Soyadi yazili Proje Yoneticisi PROF.DR. MERAL YiRMIBES KARAOGU
arasinda a/$ag|daki sartlaria bir arastirma projesi protokoli yapiimistir.

SOZLESMENIN KONUSU

2. Bu sdézlesmenin konusu, ekli arastirma projesi bagvuru formunda ayrintilar verilmis olan projenin Bilimsel Aragtirma
Projeleri tarafindan desteklenmesidir.

PROJE YONETICISININ GOREVLERI

3. Projenin Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Hazirlama ve Degerlendirme Yonergesi'nde belirtilen
esaslara bagh kalarak protokole ekli arastirma projesi bagvuru formunda belirtilen program iginde, protokoldeki stre,
amag ve sartlara uygun olarak yiritilmesi, gelistirimesi ve sonuglandiriimasindan proje yoneticisi sorumludur.

Desteklenmesi kabul edilmis projenin amag, kapsam, stre, program, arastirmacilar ve bltgesinde Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu'nun yazilt izni alinmadan higbir degisiklik yapilamaz.

Proje Y¢neticisinin emekli olmasi veya Universiteden herhangi bir sebeple ayriimasi halinde, Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu proje yéneticilik gorevini ilgili birimin (Bolum, Yiksekokul veya Fakiilte) dnerisiyle proje
personelinden birine veya bir baska 6gretim Gyesine verir.

ARAG, GEREG VE DONANIM

4. Yurt iginden veya yurt disindan temin edilerek projeye tahsis edilen sarf malzemesi disindaki, demirbas niteligindeki
her tiirlii techizat Gazi Universitesi'nin mali olup ayniyat kaydina miiteakip ilgili birimin ayniyat mutemedine
zimmetlenir.

RAPORLAR

5. Proje Yoneticisi projenin yirirliikte oldugu yillarin 30 Haziran ve 31 Aralik tarihlerine kadar proje ¢alismalarinin
gidisi ve proje harcama durumlanyla ilgili alti aylik dénemlerde birer gelisme raporunu ve ayrica istenildiginde projeye
iliskin ayrintih bilgileri ilgili birimin Uzmanlar Grubuna vermekle yukimladar.

6. BAP Komisyonunun gerekli gérmesi halinde, BAP Komisyonu Baskani projeyle ilgili calismalarn yerinde inceleyebilir

veya inceletebilir. Bu durumlarda proje yoneticisi projeyle ilgili her turla teknik, idari ve mali bilgileri ve belgeleri
incelemeye hazir bulundurmak ve incelemeyi kolaylastiracak bitin yardimiar yapmakla yikamltdur.
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7. Proje yoneticisi projenin sona ermesini izleyen 4 ay igerisinde Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Hazirlama ve Degerlendirme Yénergesi'nin 13. maddesinde belirtilen esaslar dahilinde hazirlanacak, tim arastirma
sonuglarini iceren Kesin Raporu, ayrica arastirma devam ederken bilimsel toplantilara sunulan bildiri metinleri ile
varsa ara yayintarn birer drnegini de ilgili birimin Uzmanlar Grubuna vermekie yukamiadar

Proje kapsaminda yapilacak yayinlarda galismanin Gazi Universitesi tarafindan desteklendiginin agik bir sekilde
belirtiimesi zorunludur.

GUVENLIK ONLEMLERI

8. Proje yéneticisi, proje yerinde kazalari 6nleme ve saglik sartlari bakimindan gerekli her tiirlii gtivenlik Gnlemlerinin
alinmasindan ve etik kurallarinin uygulanmasindan sorumludur.

Klinik veya canh hayvan tirleri Gzerinde uygulanacak deneysel galismalarda itgili Etik Kurul(lar)dan onay alinmasi
zorunludur. Bu konuda tiim sorumluluk proje yoneticisine aittir.

GlzLiLk

9. Proje yoneticisi, projeyle ilgili olarak elde edilecek bilgilerin gizliliginin korunmasi bakimindan Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu'na karsi sorumludur. Ulusal guvenlik, milli ekonomi ve tlke gikarlari aleyhine kullanilabilecek
proje sonuglar Gzerinde proje yoneticisi ve yardimet arastirmacilar tarafindan haber ya da beyanat verilemez ve yayin
yapilamaz.

MUTEMET ELI ILE HARCAMALAR

10. Harcamalar ilgili birimlerin (Fakdlte/Y.Okul) avans ve kredi islemleri igin gérevlendirilen mutemetler tarafindan
alinacak avanstan kanitlayici evrak karsth@s yapilir. Verilen bu avansin usuliine uygun olarak mahsubu yapilmadan
yeniden avans verilmez.

PATENT HAKLARI

11. Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenmek suretiyle ele alinan bir projenin sonucunda
17.07.1963 tarih ve 278 sayili Kanun'un 2/a maddesine gére bir ihtira meydana gelmesi halinde, bu itira ayni
Kanun'un 21. maddesi uyarinca Gazi Universitesi'ne ait olacaktir. Ancak Gazi Universitesi bu ihtiradan dolay usultine
uygun olarak istihsal edinecegi patenti satma yahut kiralama yolu ile elde edecegi bedel veya kiranin %30'unu ihtiray!
yapana veya yapanlara verecektir.

Bilgisayarlarla ilgili arastirmalarda yazilan programlar CD veya disketleri ile teslim edilir.

DESTEK MIKTARI

12. Projeye, ayrintitari protokolde ekli, arastirma projesi éneri formunda belirtilen ve Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu tarafindan kabul edilen toplam 10.971 TL destek saglanacak olup, bu destek bitgenin serbest birakildig!
oranda kullanilabilecektir.

ODEMENIN KESILMESI|, HARCAMALARIN GERI ALINMASI VE TAZMINAT

13, Protokol geregince yapilan 6demelerin, protokol sartlanina uygun olarak kullaniimadiginin gelisme raporlarindaki

ayrintili bilgilerden veya yapilan incelemelerden anlasiimasi, proje gelisme raporiarinin éngoriilen tarihlerde
verilmemesi veya proje yoneticisinin Gazi Universitesinden ayriimast hallerinde baskaca bir uyariya gerek kalmadan
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protokol geregince yapilan ddemeler her zaman durdurulabilir. Baska talepler sakli kalmak Gzere verilmis arag, gere¢
ve donanim derhal geri alinir ve Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan gerekli gorildGga taktirde, proje
baska bir arastirmaciya veya arastirma grubuna verilebilir. Projenin bu yolla sonuglanmasi ile saglanacak yararlardan
proje ile iliskisi kesilenler higbir hak talep edemezler.

Projenin durdurulmasi veya yonetmelik ve yasal gereklerin yerine getirilmeden birakiimasi halinde, proje yoneticisi
Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan proje kapsaminda yapilan yolluk, hizmet alimi ve tuketim malzemesi

harcamalarint, uygulamada bulunan yasal faizi ile birlikte Bilimsel Arastirma Projelerine geri 6demekie yukimlidur. Bu
durumda desteklenen proje iptal edilmis ve protokol feshedilmis sayilacaktir.

YURURLUK SURESI

14. Bu protokol 21.06.2012 tarihinden 20.06.2013 tarihine kadar yurirliktedir.

PROTOKOL SURESININ UZATILMASI

15. Protokol stiresinin uzatilmasi; proje yoneticisi tarafindan protokol stiresinin bitimi tarihinden en az 1 (bir) ay énce
ilgili Uzmanlar Grubu'na teklif edilmesi ve Uzmanlar Grubu'ndan alinacak olumlu gorisiin Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu'nca uygun gortilmesine baghdir.

Ek stire 1 (bir) yili, ek 6denek ise proje toplami btgesinin % 50'sini gegemez.

YETKILI MERCI

16. Anlasmazlik halinde yetkili merci, Ankara Mahkemeleri ve icra Daireleridir.

GAZI UNIVI sl PROJE YONETICISI /~

I

Prof. Dr. Hayri DUMAN PROF.DR. MERAY_XIRM MAOGU
Rektor Yardimeist
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EK-4:TEZ SINAV TUTANAGI

TE,

GAZI UNIVERSITESI REKTORLUGU
Thp Fakiiltesi Dekanhg
Dahili Tip Bilimleri Boliim Baskanhg1

Tibbi Genetik Anabilim Dah Baskanligi

Sayr :40329292/13% 04/09/2013

Konu :

GAZi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI DEKANLIGINA,

Anabilim Dalimizin 06/08/2013 tarih ve 130 sayili akademik kurul karari ile daha
oOnce tarafiniza  bildirildigi yer ve tarihte Uzmanlik 6grencisi Dr.Abdullatif Bakir’ m tez

savunma smavimin 3 iiyeden olusan tez jiirisi kurulmus ve tez sinav tutanagi ekte

sunulmustur.
Y i

Prof.Dr.E.Ferda PERCIN
Tibbi Genetik Anabilim Dah
Baskam

EK1-Tez sinav tutanagi
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Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi

Tez Savunma Sinav Tutanag!

04/09/2013

Adi ve Soyadi

Abdullatif Bakir

Baba Adi

Muhammet Dursun

Dogum Yeri/Tarihi

Erzurum/Pasinler / 20.10.1985

Diploma Tarihi/Diploma No

31.07.2008 / 3794

Mezun Oldugu Fakiilte

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi

Ihtisas Yaptigi Anabilim Dali/Bilim Dali

Tibbi Genetik Anabilim Dali

Ihtisas Siiresi

Yil: 4 Ay: 10

Sinav Yapilmasini Isteyen Makam

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanhgi

UZMANLIK TEZININ ADI:

"*Idiyopatik boy kisaligi olan hastalarda Floresan In

Situ Hibridizasyon ve dizi analizi yontemleri ile SHOX geninin arastiriimasi''

JURL KARARI: Bagaril

JURL UYELERI:

/\

o

BASKAN

Prof.Dr.E.Ferda Pergin

ove \ /()
Prof .Dr.Meral Yirr\ibe; Karaoguz

J

UYE
Prof.Dr.Mehmet Ali Ergiin
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