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OZET

Candan, B.O. (2024). Boy Kisalig1 Patofizyolojisinde Rol Oynayan SHOX Gen
Mutasyonlarinin Klasik ve Giincel Tekniklerin Kullanimi ile Arastirilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Boy kisaligi, genel popiilasyonun %2-3’linde goriilen, hem c¢evresel hem de
genetik faktorlerin etkili oldugu kompleks bir fenotiptir. Boy kisaligi ile iliskilendirilmis
The short-stature homeobox gene (SHOX) geni, X ve Y kromozomlarinin
psodootozomal bolgesinde (PAR1) bulunan, erken embriyonik gelisim doneminde
bircok organin olusumunu ve iist-alt ekstremitelerdeki kemiklerin biiyiime ve
gelismesinde dnemli rol oynayan bir gendir. Genis varyant spekturumu bulunan SHOX
geni defektleri, normalden agir klinik bulgulara sahip mezomelik boy kisaligina kadar
degisken bir fenotip gostermektedir. Bu calismada, idiyopatik boy kisaligi tanili 125
olguda sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve molekiiler teknikler kullanilarak SHOX
geninin etiyolojisi arastirildi. Sitogenetik yontemlerle yapilan incelemelerde olgularin
%4,8 (n=6) ve FISH incelemesinde %6,6’sinda (n=8) SHOX geni delesyonu ile
sonuglanan anomaliler saptandi. Yirmi iki olguda yapilan a-CGH ¢alismasinda ise
olgularin %18,18’inde (n=4) bir anomali saptandi. On olguya yapilan boy kisalig1 gen-
panel testinde bir olguda (%10) SHOX geninde c.412G>T heterozigot novel varyant
saptandi. Klinik 6neme sahip oldugu belirlenen novel varyant Sanger dizileme ile
dogruland1 ve aile segregasyon analizi yapilarak varyantin de novo olustugu saptandi.
Boy kisalig1 olgularinda SHOX geni patofizyolojisini arastirmak amaciyla yapilan
calismamizin, SHOX geninin fenotip-genotip iliskisini agiklanmasina ve 6zgiin genetik
danigma igin aydinlatici olarak literatiire katki saglamasi1 beklenmektedir. Ancak, SHOX
geni defektlerinin genis bir fenotipik spektruma sahip olmasi nedeniyle tiim ekzom veya
tim genom dizileme teknikleriyle, indeks ve ailesinin birlikte bulundugu olgu
havuzunda arastirma yapilmasinin ¢aligmay: ilerletmek acisindan dogru bir yaklasim
olacagi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler : SHOX geni, boy kisaligi, sitogenetik, yeni nesil dizileme, cinsiyet
kromozomlar1

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2022-39328



ABSTRACT

Candan, B.O. (2024). Investigation of SHOX Gene Mutations Playing a Role in the
Pathophysiology of Short Stature with the Use of Classical and Current Techniques.
Istanbul University Institute of Graduate Studies in Health Sciences, Genetic. Master of
Degree Thesis. Istanbul.

Short stature (SS) is a complex phenotype that occurs in 2-3% of the general
population. The short-stature homeobox gene (SHOX) gene is located in the
pseudootosomal region (PAR1) of the sex chromosomes and plays an important role in
the formation of many organs during early embryonic development and in the growth of
bones in the upper and lower extremities. Defects in the SHOX gene, which has a wide
variant proband, show a variable phenotype ranging from normal to mesomelic short
stature with severe clinical findings. In this study, we investigated the etiology of the
SHOX gene in 125 patients with idiopathic SS using cytogenetic, molecular cytogenetic
and molecular techniques. Anomalies in SHOX gene deletion were found in 4.8% (n=6)
by cytogenetic methods and 6.6% (n=8) by FISH. In a-CGH study performed in 22
cases and 18.18% (n=4) with anomaly. In the gene-panel sequencing of SS performed in
ten patients, a ¢.412G>T heterozygous novel variant in the SHOX gene was detected in
one case (10%). The novel variant was confirmed by Sanger sequencing and with
family segregation analysis that the variant occurred de novo. Our study, which was
conducted to investigate the pathophysiology of the SHOX gene in cases of SS, is
expected to contribute to the literature by explaining the phenotype-genotype
relationship of the SHOX gene. However, since SHOX gene defects have a wide
phenotypic spectrum, it was concluded that it would be the right approach to advance
the study by using next generation sequencing techniques.

Key Words: SHOX, short stature, cytogenetics, Next-Generation Sequencing, sex
chromosomes
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1. GIRIS VE AMAC

The short-stature homeobox gene (SHOX) geni, X ve Y kromozomlarmin p kolu
terminal bolgesinin psédootozomal bolgesinde (PARI1) lokalize, genis bir homeobox
gen ailesinin pargasidir. SHOX geni, SHOXa ve SHOXb proteinlerini (sirasiyla 292 ve
225 amino asit) kodlayan iki farkli izoforma eksprese olan yedi ekzondan olugur. SHOX
geninin  Ozellikle st ve alt ekstremitelerdeki kemiklerin biiylimesinde ve
olgunlasmasinda onemli rol oynadigi, ayrica, erken embriyonik gelisim déneminde

bir¢ok organin olusumunu ve bilyiimeyi kontrol ettigi bilinmektedir.

Bu genin tek ya da her iki kopyasinin kaybi, farkli biiyiikliikteki delesyonlari,
SHOX geninin diizenleyici elemanlarinda meydana gelen kopya sayisi varyasyonlari
(CNVs) ve DNA ya da gen diizeyindeki mutasyonlari bazi genetik hastaliklarla
iligkilidir. SHOX geni haplo yetmezliginin neden oldugu diger bir durum idiyopatik boy
kisaligidir (IBK). Bu genin mutasyonlar1 ile iliskili Madelung deformitesi ile
karakterize mezomelik boy kisaligi sendromu olarak da bilinen Léri-Weill
diskondroosteozis (LWD) fenotipinin olusumundan SHOX haplo yetmezliginin sorumlu
oldugu gosterilmistir. Daha agir klinik bulgularla seyreden diger bir hastalik olan
Langer Mezomelik Displazisi (LMD), SHOX geninin her iki kopyasinin kaybiyla ortaya
cikmaktadir.

SHOX defekti olan bireyler, normalden LWD'ye kadar degisken bir fenotipe
sahiptir. Fenotipik farkliliklar ile ilgili bir¢ok hipotez 6ne siiriilmiistiir, ancak SHOX ve
kodlama bolgesindeki defektler arasindaki birlesik oran ve fenotipik iliskiler tam olarak
aciklanamamistir. Ayni ailedeki ayn1 mutasyonda bile olduk¢a degisken fenotipler
gozlenmektedir. Bu nedenle, fenotipik farkliliklarin nedenini belirlemek i¢in SHOX geni
ve iliskili gen ve yolak defektleri ile ilgili ayrmtili ¢aligmalara gereksinim

duyulmaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda idiyopatik boy kisaligi bulunan bulgulara karyotip
analizi, Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH), Array tabanli Karsilagtirmali Genomik
Hibridizasyon (a-CGH), Yeni Nesil Dizileme (YND) teknigi olarak boy kisaligi ile
iligkili oldugu bilinen genlerin bulundugu panel gen teknigi ve Sanger dizileme
teknikleri  sirasiyla  kullanilarak, SHOX geni  defektlerinin  genotip-fenotip

korelasyonunun arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Boy Kisahg

Biiylime, bir¢ok geni iceren ve kalitim, hormonlar, beslenme ve cevreden
etkilenen karmasik bir siirectir. Boy kisaligi, bireyin boyunun belirli bir yas, cinsiyet ve
niifus grubuna gore ortalama boya gore 3. persentilde olmasi durumu olarak tanimlanir.
Standart biiyiime egrileri, bir poplilasyonda yas ve cinsiyete bagli gozlenerek

olusturulan ortalama degerlerdir. [1]

Boy kisaliginin degerlendirilmesinde genetik potansiyel, biiyiime hiz1 ve
bliylime paterni basta olmak lizere incelenmesi gereken birden c¢ok faktdr vardir.
Biiyiime hizinin belirlenmesi, boy kisaliginin degerlendirilmesi acisindan giivenilir bir
gostergedir. Onceki biiyiime noktalar1 ile 4-6 aylik kontrollerdeki odl¢iimlerin
degerlendirilerek biiylime hizi ideal olarak belirlenir. Boy kisaliginin baslangi¢ zamani,
boy kisaliginin smiflandirilip degerlendirilmesi acisindan 6nemlidir. Cocuklarda kisa
boy, genetik ve genetik olmayan faktorler dahil olmak iizere ¢esitli faktorlerden
kaynaklanabilir. [2] Hussein ve arkadaslari tarafindan yapilan aragtirmaya goére (2017)
Misir'da boy kisaliginin en yaygin nedeni yapisal biiyiime ve ergenlik gecikmesiydi. [3]
Erkeklerde boy kisaliginin en sik nedeni yapisal biiyiime geriligi iken, kadinlarda boy
kisaliginin en sik nedeni ailesel boy kisaligidir. Patolojik tani, 3 yas ile ge¢ cocukluk
arasindaki biliyiime cizgilerin birlesmesi durumunda diisiintilebilir. A¢iklanamayan boy
kisalig1 olan cocuklar i¢in, ozellikle genetik bir sendromu diisiindiiren baska klinik
ozellikler varsa, genetik degerlendirme Onerilir. Biiylik dlcekli dizileme g¢abalari, boy
kisaliginin genetik etiyolojilerini hizli bir sekilde belirleme potansiyeline sahiptir, ancak
veri yorumlamasi karmasiktir. [4,5] Noonan sendromu, boy kisaliginin yetersiz teshis
edilen bir nedeni olabilir. Natriiiretik peptit reseptorii-B genindeki (NPR2) heterozigot
mutasyonlarin da boy kisaliginin bir nedeni oldugu tespit edilmistir. Ayrica diger
bliylime parametreleri olan agirlik ve bag cevresinin analizi, bliylime modelinin
olusturulmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Hedef boy, kisinin genetik potansiyelini
gosterir. [6]

{Anne boyu+Baba boyu)-13
2

+7

Kiz gocuk igin hedef boy =

(Anne boyu+Baba boyu)+13
2

+7

Erkek cocuk icin hedef boy =



Viicut oranlarinin analizi, boy kisaligimin orantili ya da orantisiz olmasi
hakkinda fikir vermektedir. Kemik yasi, kemik yasmin gecikmesine ragmen iskelet
gelisimi, kol agikligi-boy orani ve iist-alt segment orani gibi dl¢iimlerin analizi, boy

kisaliginin birgok farkli nedeni ile iligkilidir.

2.1.1. Boy Kisaligina Yaklasim

Kisa boy, belirli yas ve cinsiyet igin ortalama boyun eksi iki standart sapma
altinda olmasi olarak tanimlanmaktadir. Boy kisaligina yaklagimin dogru
uygulanmasiyla beraber etiyolojik nedenlerin de aydinlatilmasi amaglanmaktadir. Boy
kisaliginin degerlendirilmesi i¢in, kapsamli bir tibbi 6ykii, fizik muayene ve laboratuvar
testlerinin sorgulanmasi gerekmektedir. Tibbi 6ykii; ayrintili bir aile hikayesi, biiyiime
cizelgeleri ve kemik yasi1 degerlendirmesini icermelidir. Belirgin boy kisalig1 (boy <-2
SD) olan bireydeki fizik muayenede yiliz dismorfizmi, iskelet anormallikleri, zihinsel
yetersizlik, mikrosefali, ¢oklu hipofiz hormonu eksikligi, ciddi biiyiime hormonu
eksikligi, kalict boy kisaligi olan ve gebelik yasina gore kiiciikk dogan (SGA), ailede
akrabalik Oykiisii ve aile Oykiisi akrabalarinin boy uzunluklari ile beraber

sorgulanmalidir. [1]

Antenatal ve natal Oykiiniin sorgulanmasi, dogum tartisi, dogum boyu ve bas
cevresi hastanin bagvurdugu donemdeki Olgiilerinin alinarak karsilagtirilmasi
gerekmektedir. Gebelik donemindeki dis etkenler, teratojenler goz onilinde bulunarak bu
nedenler diglanmalidir. Boy kisaliginin prenatal ya da postnatal baslangigli oldugu tespit

edilmeli ve hikaye dogru alinmalidir, bu boy kisaligina yaklasim agisindan degerlidir.

Yapilan caligmalarda, SGA olgularnin, dogum agirh@ 25.-75. persantilde
bulunan olgulardan 6nemli 6l¢lide daha diisiik yetiskin boyuna sahip oldugunu ve daha
diisiik dogum agirlig1r ve daha kisa gebelik yasi olan SGA deneklerinde erigkin boy
kisalig1 riskinin arttigini bulmustur. Calisma sonuglarina gore, antenatal ve natal
donemde boy kisaligina yaklagim, fetal biiyiimenin dikkatli bir sekilde izlenmesini ve
intrauterin biiylime kisithlhigi (IUBK) ve SGA igin risk faktorlerinin belirlenmesini
icermelidir. Ek olarak, IUBK ve SGA'nin erken teshisi ve yonetimi, boy kisalig1 da
dahil olmak {izere uzun vadeli saglik sonuglarinin 6nlenmesine yardimci olabilir.
Calisma ayrica, SGA deneklerinde yetiskin boy kisaligt riskini belirlemede ebeveyn,

yenidogan ve gebelikle ilgili parametrelerin onemini vurgulamaktadir. Bu nedenle



antenatal ve natal donemde boy kisaligina yaklagimda bu faktorlerin kapsamli bir

degerlendirmesi yer almalidir. [7]

Ailede benzer 6ykii olup olmadigi, psikososyal gevre, beslenme 6ykiisii, sosyo-
ekonomik durumu ve ilag kullanimlar1 goz Oniinde bulundurulmalidir. Boy kisaligi
postnatal donemde baglamigsa hastalik Oykiisii, kronik ilag, 6zellikle kortikosteroid
kullanimi, beslenme Oykiisii, psikososyal cevre, ailenin sosyo ekonomik durumu,
ailedeki puberte baglama yaslar1 ve ailede benzer 6ykiiniin olup olmadigi detayl bir

sekilde 6grenilmelidir.

Boy kisalig1 siiphesi ile yaklasilan olguya ayrintili fizik muayene yapilmalidir.
Giincel boy, tarti, bes yasimna kadarki bas cevresi ve viicut oranlar1 kaydedilmelidir.
Bulunan bulgulara goére cesitli sorunlar diisiiniilebilir. Endokrin bozukluklari, kronik
hastaliklar, malniitrisyon, psikososyal sorunlar, biliyiime hormonu (BH) eksikligi,
hipotiroidi gibi altta yatan sebepler disiiniilmelidir. Yetersiz beslenme, kronik
hastaliklar ve endokrin bozukluklar gibi genetik olmayan faktorler de boy kisaligina
neden olabilir. Ornegin, biiyiime hormonu eksikligi (BHE) boy kisaligmin yaygin bir
nedenidir ve rekombinant insan biiyiime hormonu (r-hGH), BHE olan gocuklar1 ve
ergenleri tedavi etmek i¢in kullanilir. Fizik muayenede ek olarak dismorfik bulgulara da
dikkat edilmelidir.

Yapilan tetkikler sonug verme acisindan ya da boy kisalig1 etiyolojisini agiklama
acisindan yetersiz kalirsa, laboratuvar tetkikleri ile desteklenmelidir. Kemik yasinin
kronolojik yas ile uyumlulugu, bir¢cok fikir vermektedir. Gecikmis kemik yasi, kronik
hastaliklarin, boy kisaliginin, psikolojik faktorlerin, endokrin nedenlerin ve yetersiz
beslenmenin bir igaretidir.Kan sayimi, tam idrar tahlili ve diger biyokimyasal tetkikler
kronolojik hastaliklar agisindan fikir verebilmektedir. Iskelet grafileri, iskelet
displazileri acisindan viicuttaki orantisiz bozukluklar1 agiklamak ic¢in Onemlidir.
Hormon tayinleri yapilarak bazi sendromlar dislanabilmektedir. Bir sonraki asama
olarak genetik testler oOnerilmektedir. Iskelet radyografileri viicuttaki orantisiz
anormallikleri anlamak icin gereklidir. Bazal ve giinliik kortizol seviyeleri de
degerlendirilmelidir. Diisiik IGF-1 degerleri, Laron sendromu gibi BH direngli
hastaliklarin dikkate alinmasini gerektirir. Kan sayimi, tam idrar tahlili ve diger
biyokimyasal tetkikler kronolojik hastaliklar agisindan fikir verebilmektedir. Iskelet

grafileri, iskelet displazileri agisindan viicuttaki orantisiz bozukluklari agiklamak igin



onemlidir. Hormon tayinleri yapilarak bazi sendromlar dislanabilmektedir. Bir sonraki

asama olarak genetik testler 6nerilmektedir. [1]

Antenatal donemde boy kisaligi, diisik dogum agirligi ve IGF1R genindeki
mutasyonlar gibi genetik faktorler gibi cesitli faktorlerden kaynaklanabilir. Uygun
yonetim ve tedaviyi saglamak i¢in dogumda boy kisaliginin altinda yatan nedeni
belirlemek 6nemlidir. Kisa boy i¢in monogenik bir nedeni diisiindiiren asagidaki
Ozelliklere sahip hastalar i¢in klinik ekzom dizilimi ile daha ileri testler ve tibbi genetige

sevk diistiniilmelidir.

2.2. Boy Kisaligi Etiyolojisi

Boy kisaligi, 6zellikle pediatrik degerlendirilmede yaygin bir basvuru sebebidir.
Boy kisaligi, ¢cocuklarin %2-3’{inii etkileyen dnemli bir tibbi sorundur. Boy iizerinde,
yirminci ylizyll boyunca ortalama boydaki diinya capindaki artisla ilgili olabilecek
acikca cevresel etkiler olsa da, farkli etkenlerin de boy degisimi iizerinde biiyiik bir
etkisinin oldugu bilinmektedir. Boy kisaliginin sebebi olarak altta yatan kronik bir
hastaligin  klinik prezentasyonu olabilecegi de gbéz Oniinde bulundurulmalidir.
Degerlendirme siirecinde dikkat edilmesi gereken potansiyel sebepler arasinda ailesel
boy kisaligi, yapisal biiyiime geriligi, endokrinopatiler ve genetik bozukluklar yer
almaktadir. Boy kisalig1 tanis1 i¢in belirlenen bu kategoriler birbirini diglamazlar. Ek
olarak, vakalarin %70’1, bilyime bozuklugunu aciklayacak ve boy kisalig1 ile
iligkilendirilecek klinik ya da laboratuvar kaniti bulunmayan, idiyopatik boy kisalig

olarak tanimlanmaktadir.

Hyo-Kyoung Nam (2018) tarafindan, SGA dogan ¢ocuklarin yasam boyu
bircok sorunla karsilastiklar1 ve bir dizi kronik hastalifin belirtilerinin dogum 6ncesi
donemde ortaya ¢iktig1 bildirilmistir. [7] Disiik dogum agirligi genellikle kisa boy da
dahil olmak {izere uzun vadeli saglik sonuclarina yol agabilen IUBK ile iligkilidir.
IUBK, SGA'nin yaygin bir nedenidir ve yasamin ilerleyen donemlerinde boy kisalig1 ve
diger saglik sorunlari riskinin artmasiyla iligkilidir. Buna ek olarak, Gluckman ve
Hanson (2004), fetal yetersiz beslenme ve biiyiime kisitlamasinin, besin kullanimi ve
depolanmasmin etkinligini artiran adaptasyonlara yol agabilecegini, ancak ayni
zamanda yasamin ilerleyen donemlerinde metabolik bozukluk riskini artirabilecegini
Oone siiren "tutumlu fenotip hipotezi"ni One siirdiiler. Bu hipotez, dogum 0&ncesi

donemde kisa boy etiyolojisinin, uzun vadeli saglik sonuclarina yol acabilecek fetal



yetersiz beslenme ve biiyiime geriligi ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica

genetik faktorler de boy kisalig1 gelisimine katkida bulunabilir. [8]

Antenatal donemde boy kisaligi, diisik dogum agirhigi, IGF1R genindeki
mutasyonlar gibi genetik faktorler gibi gesitli faktdrlerden kaynaklanabilir. Uygun
yonetim ve tedaviyi saglamak i¢in dogumda boy kisaliginin altinda yatan nedeni

belirlemek onemlidir.

Boy kisaliginin etiyolojisinde ailesel boy kisaligi, yapisal biiylime gecikmesi,
endokrin bozukluklar, genetik bozukluklar ve kronik hastaliklar dahil olmak iizere ¢cok
cesitli altta yatan bozukluklar yer almaktadir. Sekil 2-1’de goriildiigii gibi, boy kisalig

fizyolojik ve patolojik olarak iki ana kategoride siniflandirilir ve alt kategorilere ayrilir.

[9]

Boy kisahig:

izole [ Fiziksel/gelisimsel bozukluk |

I Konstitiisyonel I I Ailevi ] I idiyopatik | Primer Orantih Orantisiz
endokrinopati

Bilinmeyen Bilinen iskelet
sendrom sendrom bulgulari

Radiodiagnostik

iskelet [ Array CGH ] I Ozgiin test I testler

bulgulan

Normal | Anormal l lAnormaI ] |Norma| I

Diizenli Madelung deformitesi Tani Aile Diizenli

klinik veya mezomeli segregasyon klinik
takip agisindan calismalan
degerlendirme

takip

SHOX gen analizi , | Ozgiin test

Sekil 2-1: Boy kisaligilin ACMG siniflandirmasi ve ayrintili etiyolojik tani algoritmasi [103]



2.2.1. Fizyolojik (Patolojik Olmayan) Boy Kisaliklar:

Konstitiisyonel ya da yapisal boy kisaligi, boy kisalig1 disindaki diger muayene
bulgular1 normal, dogum boyu ve tartis1 da normal standart i¢inde olan ve 3-4 yasina
kadar genellikle biliylimesi normal izlenen olgulardir. Daha sonra kemik yas1 geri olan,
viicut agirligi ve boyu giderek 3. persantilin altina diisen c¢ocuklar, konstitiisyonel
bliylime/gelisme gecikmesi kategorisine dahil edilmektedirler. Bu olgularda gecici
fonksiyonel hipopituitarizm oldugundan “tembel hipofiz” olarak da tanimlanmaktadir.
Kemik yas1, kronolojik yasa gore ortalama 2 sene geriden takip eder. Ust/alt segment
oranlari, iskelet maturasyonundaki gecikmeyle iliskili olarak normalden yiiksektir.
Pubertal baslangi¢, kemik yasi ile korelasyon gosterdiginden, gecikmis puberte goriiliir.
Bu olgularda puberte basladiktan sonra pubertal progresyon normal hizda tamamlanir
ve eriskin boyu normal degerlere ulagsmasi beklenir. Ailede benzer biiyiime gecikme
Oykiisii goriilebilir. Tanist i¢in yapilan biiylime hormonu testleri sonucunda BHE ve
hipogonadotropik hipogonadizmden ayirt edilmesi gii¢ olabilir. Ancak konstitiisyonel
boy kisaligmin en belirgin 06zelligi boy uzamasindaki yavaslamanin prepubertal

donemde baslamasidir. [1]

Ailevi boy kisaligi, anne ve/veya babanin boyunun kisa oldugu (<3 persantil),
genellikle tanimli genetik anomalisi bulunmayan ailesel formlardir. Tim boy
kisaliklarinin ortalama %40’1n1 olusturur. Ailevi boy kisalig1 olgularinda, ortalamadan
diisiik biiylime egrisi olsa da biiytime hizlar1 normal biiylime egrisine paraleldir. Fizik
muayene bulgulari, viicut oranlari, boy ve tart1 oranlari, pubertal gelisim ve kas oranlari
ailevi boy kisalig1 olgularinda normaldir. Kemik yas1 kronolojik yasa paraleldir, sonug

olarak nihai boy prognozu hedef boy potansiyeli igin, kisa da olsa uyumludur. [10]

Etiyolojik nedeni aydinlatilamamis ve 3. persantilin altindaki boy kisalig1
bulunan olgulara, idiyopatik boy kisalig1 (IBK) tanis1 konulmaktadir. Ailevi boy kisalig1
bulunan olgularda da eger altta yatan patolojik sebep saptanamazsa ve olgunun
bulgular BH tedavisi gerektirirse, bu olgular da IBK olarak tanimlanmaktadir. IBK
tanisinda viicut oranlari, dogum agirligi ve kilosu, beslenmesi, endokrin sonuglar
normal olmasi, biiyiime hizi normal ya da normalin alt sinirinda bulunmasi, kronik
hastalik bulgusu olmamasi gerekli &lgiitlerdir. IBK olgularmin tedavisi icin farkli
goriisler bulunsa da, kisa boyun yaratabilecegi psikososyal ve ekonomik etkilerini en

aza indirmek agisindan 2003 yilinda FDA tarafindan BH tedavisi onaylanmustir. [11]



2.2.2. Patolojik Boy Kisaliklari

Patolojik boy kisaliklari, -3 SD veya l.persantilin altinda olan ve yillik biiylime
hizlar1 normal degerlerin altinda olan olgular1 kapsamaktadir. Tim boy kisaliklarinin
ortalama %20’sini olusturmaktadir. Patolojik boy kisaligina yol a¢acak ¢ok sayida etken
oldugundan, bir¢ok alt kategorisi bulunmaktadir ve orantili ve orantisiz boy kisaliklari

olmak tizere iki genis baslik altinda incelenmektedir. [12]

2.2.2.1. Orantih Boy Kisaliklari

Orantili boy kisaligi, iist/alt ekstremitelerin orani1 ve kulag-boy farki normal
sinirlarda olan olgular i¢in kullanilan bir tanimdir. Dogumdaki alt/iist ekstremite orani
gittikge azalan ve kulag-boy farki gittikge artan degerlerdedir. Orantili boy kisaligina

yol agan nedenler prenatal ve postnatal olarak ayr1 basliklarda incelenmektedir.
A. Prenatal Baslangich Orantil Boy Kisaliklari

1) Intrauterin biiyiime kisithhign (IUBK, SGA): Gestasyon yasina gore kiigiik
bebek (SGA), yasina gore -2 SD'den diisiik olan ¢ocuklari tanimlamaktadir. Intrauterin
biyiime kisitliligi (IUBK) ise, 26. gestasyon haftasindan 6nce alinan en az 2 dlgiimle

yavaglayan fetal biiylimenin gosterilmesi olarak tanimlanmaktadir.

IUBK ve SGA terimleri esdeger sayillamaz, ¢iinkii her IUBK olgusu SGA
dogmaz ve her SGA olgusu da IUBK degildir. Maternal, fetal ve plasental olmak iizere
SGA'nin bir¢ok nedeni bulunmakla beraber, bir¢ogu da idiyopatiktir. SGA'l1 ¢ocuklar,
ilk 2-3 yilda %80-85 oranda bilyiimede standart1 yakalarlar. Ancak SGA olarak dogan
olgularin %10-15'i beklenen sigramayi yapamaz, ve boy kisaligi tanist alir. Preterm
donemde teratojen ve ilag kullaniminin, dogumda boy ve bas ¢evresinin standart altinda
olmastyla beraber IUBK-boy kisalig1 birlikteligine neden olmasi1 beklenmektedir. Bu

olgularda dogumsal anomali ve biligsel gerilik siklig1 yiiksektir.

Term SGA'lara gore preterm SGA'larin biiyiime yakalamasi daha ge¢ olur. SGA
olgularda kemik yas1 ve kronolojik yas uyumlu olmakla beraber, genetik potansiyeline

gore boy kisadir.

2) Baz1 genetik anomalilerin bilylime iizerinde belirgin etkileri olmakla beraber,
ilk klinik bulgularmi boy kisaligi olarak gosterebilmektedir. Ozellikle X ve Y
kromozomlarmin kisa kolunun PAR1 bolgesinde bulunan SHOX geninin mutasyonlari

ve delesyonlari, biiyiimeyi etkileyen en dnemli nedenlerdendir. Short Stature Homeobox



(SHOX) geni mutasyonlari, Madelung deformites, Leri-Weill Diskondrosteozu ve
Langer Mezomelik Displazi (LMD) sendromlari iliskilidir ve iskelet malformasyonlari
dahil olmak iizere ciddi displazilere ve boy kisaligina neden olmaktadir. Dismorfik
bulgularla seyreden en 6nemli sendrom ise Turner sendromudur. Sikligi 1/2500 kiz
dogum olan ve X kromozomlarindan birinin tam veya kismi yoklugu ile karakterize
Turner sendromunun en belirgin bulgusu 3. persantil altinda olan boy kisaligidir. Diisiik
dogum tartis1 ve agirligi, yavas biliyiime ve gonadal disgenezi sebebiyle pubertel
biiylime goriilmez. [13] Klinikte en sik goriilen boy kisaligiyla iliskili diger sendromlar:
Down sendromu, Prader-Willi sendromu (PWS), Russel-Silver sendromu (RSS) ve

Noonan sendromu. [14,15]
B. Postnatal Boy Kisaliklar:

1) Endrokrin nedenler, genis c¢apli incelenmesi gereken hormonal
bozukluklardir. Biiyitime {izerinde ciddi 6nemi olan biiylime hormonu, tiroksin hormonu
bliylimeyi hizlandiric1 etki ederken, kortizol biiyiimeyi baskilayict yonde etki eder.
Androjen ve dstrojen hormonlar1 bliylimeyi hizlandirma iizerine etki etseler de, kemik
olgunlagsmasini hizlandirmalar1 sebebiyle biiylime kikirdagini kapatarak biiyiimenin

durmasina ve bu siirecin hizli olmasi halinde boy kisaligina neden olabilirler.

Biiylime hormonu (BH) eksikligi 1/3500-1/4000 siklikta goriilmektedir ve boy
kisaliginin baslica nedenidir ve ¢ogunlukla idiyopatiktir. Dogum boyu ve tartis1 normal
veya normal sinirin altinda olan olgulardaki bliylime hizi 6-9 ay sonra diismeye baslar
ve kemik yaslar1 geridir. Siklikla ge¢ puberte goriiliir. Diger klinik bulgular1 hipoglisemi
veya erkeklerde mikropenistir. GH1 gen mutasyonlarinin neden oldugu konjenital BH
eksikligi, BH reseptor gen anormalliginin bir sonucu olarak IGF-I yetersizliginin neden
oldugu Laron sendromu gibi BH'ye diren¢ vakalarda agir boy kisaligi goriiliir.
Intrauterin dénemde BH ve diger on hipofiz hormonlarini iireten hiicrelerin
biliyiimesinde, bir dizi transkripsiyon faktorii tanimlanmistir. Bu transkripsiyon
faktorlerini etkileyen genetik degisiklikler, BH ve diger 6n hipofiz hormonlarinda
eksikliklere yol acar. Bir beyin hasarindan sonra biiylime hormonu eksikligi de
meydana gelebilir. Kemoterapi, kranial ve/veya kraniyospinal radyasyon veya her ikisi
de kanseri tedavi etmek i¢in kullanildiginda, izole BH eksikligi veya panhipopitiiitarizm

meydana gelebilir. [10]



Hipotiroidinin temel bulgularindan biri boy wuzamasinda yavaglamadir.
Konjenital hipotiroidide ge¢ tani koyulursa ya da tedaviye ge¢ baslanirsa, agir boy
kisaliginin yani sira biligsel gerilik, metabolik ve morfolojik bir¢ok bozukluk meydana
gelir. Dismorfik yliz goriinimii bulgularinin yani sira kemik yasi olduk¢a geridir, geg
puberte goriiliir ve tart1 standartlarin iistiindedir. Biyokimyasal, hormonal testler ve
gorlintiileme ile kesin tan1 konulabilir ve etiyolojisi belirlenebilir. Diizenli tiroid
hormonu tedavisi ile tiroid hormonlarinin yerine konmasi amacglanmaktadir ve

genellikle tedaviye olumlu yanit alinir.

Diabetes mellitus, insiiline bagimli diyabet hastasi olgularda uygun tedavi
uygulanmazsa, biiylime yavaslar ve gec puberte goriilir. BH diizeyi normal ya da
yiiksek olan diyabetli olgularda Somatomedin (IGF-1) diizeyi azalmis olabilir ve bu boy

kisaligina neden olabilir.

2) Postnatal boy kisaliklarinda en 6nemli nedenlerden olan kronik hastaliklar,
olgunun besin alimini, emilim yetersizligi, metabolik bozukluklar, hipotalamusun
baskilanmasi ve psikolojik olarak bircok etmene sebep olur ve bu nedenle biiyiime
hizinda diisiis goriilebilir. Kronik hastaliklarin tedavisi sonrasinda biiyiimede hizlanma
gorilebilir. Colyak hastaligi, kistik fibroz, Crohn, orak hiicreli anemi ve talasemi boy

kisaligina neden olan kronik hastaliklara 6rnek olarak verilebilir.

3) Malniitrisyon, yeterli besin elemanlarini kargilayamamaktan kaynaklanan en
yaygin boy kisalig1 nedenlerindendir. Ozellikle protein, yeterli kalori alim1 ve esansiyel
besin maddelerinin eksikligi sonucu boy kisaligi goriilmektedir. Tarti Ol¢ciimi ve
biiyiime hiz1 diisiiktiir. Kemik yas1 da kronolojik yasina gore, boy kisalig1 kadar belirgin

olmasa da geridir.

2.2.2.2. Orantisiz Boy Kisaliklari

1) Iskelet displazileri orantisiz boy kisaligi fenotipi gériilen ve cogu kalitsal
gecisli olan iskelet sistemi bozuklugudur. Klinik tan1 genellikle radyolojik goriintiileme
ile 6n tanm1 ve genetik testlerle kesin klinik tani koyulmaktadir. Uzun kemiklerin
epifizinde ya da metafizinde bozukluk olmasi, iskelet sistemindeki bozukluga

vertebranin da katilip katilmamasina gore farkli tanilar konulmaktadir. [1]

Akondroplazi, 1/20.000 siklikta goriilen, otozomal dominant gegisli, dismorfik

bulgular1 olan ve dogumdan itibaren biiyiime hizinin kademeli olarak yavasladigi iskelet



displazisidir. Fibroblast biiylime faktorii reseptorii 3 (FGFR3) genindeki fonksiyon
kazanim1 mutasyonlar1 (%98’inde ¢.1138G>A (p.Gly380Arg), %1 ’inde ise ¢.1138G>C
(p.Gly380Arg) akondroplaziye neden olmaktadir. [16]

Hipokondroplazi, akondroplaziye gore daha hafif seyreden, brakidaktili gibi
dismorfik bulgular gosteren allelik varyantidir. Boy kisaligi siklikla 3 yasinda daha

belirgin hale gelir ve yenidoganlar normale gore daha kiigiik olabilir.

2) D vitaminine direngli, tedavi gérmemis, biliyiime kikirdagi genislemis ve
epifizlerde mineralizasyonu azalmig olgularda goriilen rasitizm, orantisiz ekstremite

kisalig1 goriilen bir diger boy kisalig1 nedenidir.

2.3. Boy Kisahigimin Genetik Altyapisi

Tiim boy kisalig1 bi¢imleri, biiyiime plakasindaki kondrogenezin sonucu olan
dogrusal biiyiime hatasindan, yani biiylime plakalarindaki kondrogenezin azalmasindan
kaynaklanir. Besin alimi, hormonlar ve inflamatuar sitokinler, biiylime plakasi
kondrogenezini ve sonu¢ olarak lineer biiylimeyi diizenleyen bircok sistemik
faktorlerdendir. Cocuklukta biiylime, kronik hastaliklar ve diger sistemik hastaliklar
tarafindan engellenir. Ek olarak, biiylime plakasi kondrositlerindeki hiicre igi
diizenleyici mekanizmalar, kikirdak hiicre disi matris bilesenleri ve biiylime
plakasindaki parakrin faktorler, bliylime plakasi kondrogenezini etkileyen birgok yerel

faktor arasindadir.

Lango ve arkadaglar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan bir arastirmada, boy
degisimlerinin yaklasik %10'undan sorumlu 180 lokusun oldugu bulundu. [17] Wood
ve arkadaslarinin yaptigi1 daha yeni bir ¢aligmada ise (2014), genel popiilasyonda
yetiskin boyu ile ilgili yaklasik 400 lokus tanimlamustir. [18] Cocuklar, biiyiime plakasi
kondrojenezini hafifce engelleme egiliminde olan ¢oklu polimorfizmleri miras aldiklari
icin hafif boy kisaligina sahip olabilirler. GWA c¢alismasindaki lokuslarin, ifade edilen
ve biliylime plakasi iglevi i¢in gerekli olan genler agisindan zengin oldugu gosterilmistir.
Bu bulgular, normal biiylimenin, biliylime plakasi islevini etkileyen birka¢ yliz gen
tarafindan etkilendigini gostermektedir. Bu genlerdeki mutasyonlar ve hafif
mutasyonlar, yiiksekligi normal aralikta modiile edebilir ve hafif poligenik boy
kisaligina neden olabilir. Ote yandan, protein fonksiyonu iizerinde daha giiclii etkileri
olan mutasyonlar ve/veya bialelik mutasyonlar, 6Gnemli monogenik boy kisaligina veya

iskelet displazilerine neden olabilir.
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Boy kisaliginin genetik etiyolojisinde kromozom anomalileri ve tek gen hastaliklar1 yer

almaktadir;

2.3.1. Kromozom Anomalileri
En sik goriilen kromozomal bozuklar, 400 yenidogandan birini etkileyen X ve Y

cinsiyet kromozomlarinin anomalileridir. [19] (Sekil 2-2)

X Kromozomu Y Kromozomu
{~155 Mb) {~59 Mb)

PAR

Sekil 2-2: X ve Y cinsiyet kromozomlarim iizerinde SHOX geni lokasyonunun gosterildigi
diagram.

Cinsiyet kromozomlarmin tamaminin (andploidi) ya da bir kismmin (yapisal
anomaliler) kazanilmasi ya da kaybedilmesi ile karakterize olan anomaliler, gesitli
klinik fenotiplerle iligkilidir. X veya Y kromozomlarinin sayisal anomalileri (fazlalig
ya da kayb1), monozomi X (45,X), trizomi X (47,XXX), 47, XYY veya 47,XXY olarak
goriilmektedir. X ve Y kromozomlarinin yapisal anomalileri ise (6rnegin, X'in uzun
kolunda izokromozom veya X'in kisa kolunda delesyon) cesitli fenotipler gostermekle

beraber, p kolunun kaybinin goriildiigii anomaliler kisa boy ile iliskilidir. [20]
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2.3.1.1. Cinsiyet Kromozomlari

X Kromozomu:

X kromozomu, 150 milyon kilobaz biiyilikliigiinde ve 1400’den fazla gen iceren
DNA’nin yaklasik %5’ini kapsayan, bir cinsiyet kromozomudur. [21] Sekil 2-3’te X

kromozomunun yapisi ve lizerinde bulunan 6nemli genlerden bazilar1 gosterilmistir.

I Turner seﬁdromundaAnéroﬁili;;elAdefei(tleﬁ
- Psddootozomal bolge1 —— S
e SHOX (boy kisalig)
- S Mic
3 B TR
22 L om
1 k= DAX-1
GK
"9 DMD
Q21 2
-1 i s
4 -
0 oy
Mbp 1y - 3 "
2 a
1€ S¢
—————2 1 T
. BN  Androjer
13 :}
mz| 519 P
=l 2
L
-
a
156.0 —
_ J ) LMbp
400 bphs 550 bphs 850 bphs |y

Sekil 2-3: @) G-bant ile elde edilmis ii¢ farkh ¢oziiniirliikteki (400, 550, 850bp) X kromozomu (ISCN
(2020). b) X kromozomu iizerinde yer alan bazi gen yerlesimleri. Genler; ATRX a-
talasemi, X'e bagh biligsel gerilik; DAX1, X kromozom geni 1 iizerindeki DSS-AHC-kritik
bolge; DIAPH2, Drosophila diaphanous geninin insan homologu; DMD, duchenne
miiskiiler distrofi; GK, gliserol kinaz; GPD, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz; MAMLDL,
beyin benzeri alan iceren 1; MIC2, monoklonal antikor 12E7 tarafindan taninan bir
hiicre yiizeyi antijeni; PRKX, cAMP'ye bagiml serin-treonin proteininin bir iiyesi kinaz
gen ailesi [gayri mesru X-Y degisimi en sik PRKX ve PRKY arasinda meydana gelir]|;
RPS4X, ribozomal protein S4; SHOX, kisa boy homeobox geni; SOX3, SRY benzeri HMG
box-3; USP9X, drosophila'nin insan x'e bagh homologu yag yonleriyle iliskili gen
[DFFRX]; XIC, X inaktivasyon merkezi; XIST, Xi'ye 6zgii transkriptler olarak
gosterilmistir.
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Normal disilerde iki X kromozomu bulunurken normal erkeklerde bir X ve bir Y
kromozomu bulunmaktadir. Erken embriyonik gelisim doneminde, disilerde yumurta
hiicreleri disindaki hiicrelerde bulunan iki X kromozomundan biri rastgele ve kalici

olarak inaktive edilir.
X Inaktivasyonu

X kromozomu Y kromozomunun aksine binden fazla gen igermektedir. Normal
disilerde X kromozomunun iki kopyasi bulunurken, normal erkeklerde tek X
kromozomu bulunmaktadir ve bu durum X'e bagli genlerin potansiyel olarak toksik ¢ift
dozuyla sonuglanir. Bu dengesizligin 6nlenmesi i¢in disilerde bir dozaj dengeleme
mekanizmasi gelismistir. X kromozomu inaktivasyonu (XCI) olarak adlandirilan bu
fenomende, disilerdeki X kromozomlarindan biri transkripsiyonel olarak inaktive edilir
ve XX disiler ile XY erkekler arasindaki gen {iriinlerinin dozaji esitlenir. inaktive
edilmis X kromozomu daha sonra Barr cisimcigi adi verilen kompakt bir yapiya

kondanse olur ve susturulmus olarak stabil sekilde korunur (Sekil 2-4).

- 46 XY Fenotip Karyotip Aktif X Sayist  [naktif X Sayist

7XYY - wmew 4
48 XXXY; 49 XXXYY 1 2
49 0XXXY 1 3

46’XX Kadin 45X 1 0

47.XXY 46.XX 1 1
47 XXX 1 2
48 XXXX 1 3
49,2000 1 K

47, XXX

48, XXXY

48 XX XX

49 XXXXY

Q 49 XXXXX

Sekil 2-4:Birden fazla X kromozomu bulunan hiicrelerde inaktif X kromozomlarinin Barr cisimcigi
goriintiileri.

X inaktivasyonunun gerceklesmesinde spesifik olarak kodlanmayan tamamlayict
iki gen XIST ve TSIX yer almaktadir. XIST, protein kodlamayan 17 kilobaz (kb)

fonksiyonel RNA ireten bir gendir ve yalnizca iki X kromozomu igeren hiicrelerde



ifade edilir, normal erkek hiicrelerinde eksprese olmaz. X kromozomu sayisinin fazla
oldugu hiicrelerde fazladan XIST ifadesi goriilebilir, ¢iinkii her hiicrede yalnizca bir
X’in aktif kalmas1 gerekmektedir. Inaktif X kromozomunda eksprese edilen XIST geni
tirettigi RNA sayesinde yalnizca iiretildigi kromozomu kaplayip kromozom {iizerindeki
diger genleri susturabilmektedir. XIST transkript eksperese oldugu kromozom inaktive
olurken aktif olan X kromozomundaki XIST antisensi TSIX geninin transkripsiyonunun
artmast sayesinde XIST geninin transkripsiyonu azalir ve bdylece XIST genini

antagonize eder.

X inaktivayonu iki farkli sekilde gerceklesmektedir: rastgele ya da segigi.
Rastgele X inaktivasyonu, hem anneden hem babadan gelen X kromozomunun esit
inaktive olma sansina sahip olmasi durumudur. Erken dénem disi embriyosunda her bir
hiicre iki X kromozomundan birini aktif, digerini ise inaktif X olarak belirlemektedir.
Bu olay her hiicrede bagimsiz olarak gerceklesmektedir ve bdylece normal disiler
aslinda X kromozomlar1 agisindan mozaik hale gelmektedir. Sec¢ici X inaktivasyonunda
ise anomali olan X kromozomunun inaktive olmasi beklenmektedir. Bu sebeple
erkeklere gore disilerde X’e bagli hastaliklar ve X kromozomunun anomalisi
durumundaki klinik 6zelliklerin ortaya ¢ikmasi daha az sikliklikta goriilmektedir. Diger
secici inaktivasyon Ornegi X/otozom translokasyonlarinda goriilmektedir. X/Otozom
translokasyonlarinda segici inaktivasyon iki sekilde gergeklesir; Translokasyon dengeli
ise normal X inaktive olur ve otozomda yer alan genler korunur. Dengesiz
translokasyonlarda ise transloke X, XIST genini tagiyorsa bu kromozom inaktive olur.
X/Otozom translokasyonu tasiyan bireylerin klinik olarak daha az etkilenme nedeni bu

mekanizma ile agiklanmaktadir.

Inaktif X kromozomundaki bazi genler inaktivasyondan kagar. X kromozomu
tizerindeki genlerin yaklasik %25°1 inaktivasyondan kagabilmektedir. X kromozomunun
p (kisa) ve q (uzun) kollariin u¢ kisminda bulunan psédootozomal bdlgede (PARI ve
PAR2), Y kromozomunda benzer kopyalar1 bulunan genler i¢ermektedir. Bu nedenle
PAR bolgeleri ve her iki cinsiyet kromozomunda da bulunan genler X

inaktivasyonundan kagmaktadir. (Sekil 2-5)



() ~—— XpYp homolog (Psodootozomal bolge) :
29 - *— Xp-Yq homolog u3

,,,,,,,

<—— Xq-Yp homolog 22

a b

Sekil 2-5: a) X kromozomu iizerindeki Y kromozomu ile homolog olan bélgeler, b) X ve Y
kromozomu iizerindeki psédootozomal bélgeler (PAR)

Y Kromozomu

Cinsiyeti belirleyen iki kromozomdan biri olan Y kromozomu, 200’den fazla
gen ve 50 milyondan fazla baz c¢ifti icermektedir ve insan genomundaki en kiigiik
kromozomlardan biridir (~60 Mb) (Sekil 2-6). Diger kromozomlarla karsilastirildiginda
daha az gen igceren Y kromozomunun dizisinin yaklasik %50’den fazlasi tekrarlanan
elementlerden olugmakla birlikte, rekombinasyon eksikliginden dolay: siirekli bozulma

egilimindedir. [21]
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Sekil 2-6:a)Y kromozomunun kisa (p) ve uzun (q) kollar1 gosterilmistir. Psédootozomal bélgeler
(PAR1 ve PAR2) ve erkek fenotipi ile iligkili AZF bélgeleri isaretlenmistir. b) G-banth
bir Y kromozomunun sematik gosterimi ve iizerinde bulunan bazi 6nemli genler (MIC2,
monoklonal antikor 12E7 tarafindan tanmnan bir hiicre yiizeyi antijeni geni; PRKY,
cAMP'ye bagimh serin-treonin protein kinaz geninin bir iiyesi ailesi; RPS4Y, ribozomal
protein S4; SHOX, kisa boy homeobox geni; SRY, cinsiyet belirleyici bélge Y; TSPYA/B,
testislere 6zgii faktor gen ailesinin iiyeleri; ZFY, ¢cinko parmak Y).

Y kromozomu igerdigi genler sayesinde, 6rnegin erkek fenotipinden sorumlu

olan gen SRY, memeli embriyolarinda testis gelisimine sebep olur. [22]

Yapilan sitogenetik c¢aligmalar sonucunda Y kromozomunu psdédootozomal
bolgeler, 6kromatik ve heterokromatik bolgeler olarak siniflandirmak miimkiindiir. Y
kromozomunun kisa ve uzun kollarinin terminal bolgelerinde (Yp ve Yq) bulunan
psodootozomal bdlgeler (PAR) yaklasik 3000 kb DNA igerir ve mayoz sirasinda X
kromozomu ile eslesip genetik materyali degistirdigi bolgedir. Okromatin bolgeler

cogunlukla tekrar dizilerinden olusmaktadir. [21]



2.3.1.2. Cinsiyet Kromozom Anomalileri

Cinsiyet kromozomlarinin anomalileri sayisal ve yapisal olarak iki grupta

smiflandirilabilir.

A. Cinsiyet Kromozomu Sayisal Anomalileri
X ve Y kromozomlarinin dogru ayrisamamast (non-disjunction) nedeniyle
normal sayida bulunmayip fazla X, fazla Y ya da eksik X ve Y kromozomlarinin

goriilmesi durumudur. (Sekil 2-7)

(A) Erkek Kadin (B) Erkek Kadin

XY @ XY
I T

Non-disjunction Normal Mayoz Normal mayoz Non-disjunction

| } i |

100 HHHEE00

'

@ XXY XXX XXY @ Y

Female Male Kadin Erkek Kadin Yasamla bagdagmaz
(Klinefelter Sendromu) (Klinefelter Sendromu)

Sekil 2-7: Non-disjunction sonucu olusan cinsiyet kromozomu sayisal anomalileri
gosterilmistir.[24] A) X ve Y kromozomlarinin ayrisamamasi sonucu olusan XXY ve X
genotipleri gosterilmistir. B) XX gametinin ayrisamamasi sonucu olusan XXX, XXY, X,
Y (yasamla bagdasmaz) genotipleri gosterilmistir.

X Kromozomu Sayisal Anomalileri

Monozomi X (45,X): Monozomi X, Turner sendromu ile iligskilendirilmektedir.
X kromozomunun tamamen ya da kismen bulunmadigi bir genetik anomali olan Turner
sendromu, ilk kez 1938 wyilinda Henry Turner tarafindan tanimlanmistir. Canli
dogumlarda en sik goriilen kromozomal anomalilerdendir ve toplum siklig1 yaklasik
olarak 1/3000°dir. [25] Monozomi X dismorfik 6zelliklerin yaninda (kalkan gogiis, yele
boyun, kiibitus valgus, konjenital kalp kusurlar1 vb.) kisa boy ile karakterizedir. [26]



Turner spektrumu ¢esitli genotiplerle kisa boy fenotipi gosterebilir. Bu vakalarin
¢ogunda mozaik 45,X/46,XX olarak goriilirken, X veya Y kromozomunun yapisal
anomalileri de Turner spektrumuna sebep olabilmektedir. [27] Delesyon, izokromozom
ve halka kromozom dahil olmak iizere X kromozomunun ve Y kromozomunun ¢ok

sayida yapisal anomali tipi vardir.

Trizomi X (47,XXX): Trizomi X, 1000 canli dogumdan birinde gériilen
cinsiyet kromozomu anomalisidir. Degisken norogelisimsel ve psikolojik 6zelliklere
sahip genis bir fenotipe sahip oldugundan olgularinin sadece %10’u klinik olarak tespit
edilebilmektedir. Uzun boy, prematiir overyan yetmezligi (POF), nobetler gibi tipik
klinik 6zellikler yaygin olarak goriinmektedir. [28]

47,XXX sendromu, X kromozomlarinin gametogenez veya mitoz sirasinda
dogru ayrismamasi (disjunction) nedeniyle olusmaktadir. [29] U¢ X kromozomu olan
disilerin yaklasik %90'mda fazla bulunan X kromozomu maternal kokenli iken
%10'unda paternal kokenlidir. ki X kromozomu maternal kokenli oldugunda,
anomalilerin %66's1 mayoz I hatalarindan, %181 mayoz II hatalarindan ve %16's1
postzigotik hatalardan kaynaklanmaktadir. Ayrica ileri anne yasi, diger trizomilerde
oldugu gibi 47,XXX i¢in de bir risk faktoriidiir. [30] iki X kromozomu paternal kokenli
oldugunda ise bu anomalinin postzigotik bolinme hatalarindan kaynaklandig:

bilinmektedir.

48 XXXX: Tetrazomi X, fazladan 2 adet X kromozomu bulunan kadinlarda
goriilen nadir bir sendromdur. Klinik bulgular1 ve semptomlar1 degisiklik gosteren bu
kromozom anomalisinde, gelisimsel bozukluklar, dismorfik yiiz, kalp ve iskelet
bulgular1 ve mental motor gerilik goriilebilmektedir. Gametogenez sirasinda rastgele

meydana gelen bir disjunction sebebiyle olusmaktadir. [31]
Y Kromozomu Sayisal Anomalileri

47, XXY: Klinefelter sendromu (47,XXY), erkeklerde fazladan bir X
kromozomunun bulunmast ile olusur. 47,XXY yaklastk 600 erkekten birinde
gorilmektedir, ancak yalnizca ~%25' klinik olarak teshis edilebilmektedir. Fenotipik
Ozellikleri arasinda uzun boy, testikiiler gelisim ve islev bozukluklari, genellikle
hipergonadotropik hipogonadizm ve kiiciik testisler, uzun ekstremiteler, jinekomasti ve

azospermi gibi tipik klinik bulgular goriilmektedir. [32]



Bu anomali, gametogenez veya dollenme sonrasi mitotik boliinme sirasinda
cinsiyet kromozomlarimin ayrisgamamasinin sonucu olusur. Molekiiler genetik calismalar
ilave X kromozomunun ¢ogunlukla maternal kokenli oldugunu gdstermistir. ileri anne

yas1 47,XXY karyotipinin de goriilme riskini arttiran bir faktordiir. [33]

47,XYY: Spermatogenez sirasinda mayoz boliinmede olusan disjunction sonucu
iki Y kromozomunun bulunmasidir. Fazladan Y kromozomu olan bu olgularin standart
biiyiime verilerine gére daha uzun olmasi beklenmektedir. 47,XXY sendromlu olgularin
aksine normal cinsel gelisime ve fertil olduklar1 bilinmektedir. Klinik bulgular1 ve
semptomlar1 ¢esitlilik gostermektedir ancak genellikle gelisimleri ve davraniglari
standart ortalama ile seyretmektedir, bu nedenle tan1 oran1 diisiiktiir. Toplumda goriilme
siklig1 1:1000°dir. [34]

X ve 'Y polizomileri:48 XXXY ve 49,XXXXY sendromlari, erkeklerde iki veya
daha fazla ekstra cinsiyet kromozomunun bulunmasiyla karakterize edilen nadir bir
anoploidi anomalisidir. Erkeklerde fazla X kromozomunun varligi Klinige testis
disgenezisi ve hipergonadotropik hipogonadizm olarak yansir. Bu varyantlar Klinefelter
sendromunun spektrumunda goriilse de, X kromozomu sayisi arttik¢a konjenital

malformasyonlar ve ek klinik bulgular agirlasmaktadir.

Sikligi 1:18000-1:40000 dogumda bir olan 48,XXYY sendromuna ise diger

polizomilere gore daha sik rastlanmaktadir. [35]
B. Cinsiyet Kromozomu Yapisal Anomalileri
X Kromozomu Yapisal Anomalileri

X kromozomunun  yapisal anomalileri Halka X, Xp ve Xq delesyonlar1 ve

izokromozom X olarak siiflandirilabilir. (Sekil 2-8)
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Sekil 2-8: X kromozomu yapisal anomalileri. A) Normal X kromozomu, B) Halka(X) kromozomu,
C) Xp delesyonu, D) Xq delesyonu, E) izokromozom Xq goriintiisii.

Izokromozom X: Izokromozomlar, sentromerde birlesen iki 6zdes kolu iceren
cogunlukla monosentrik bir kromozom anomalisidir. (Sekil 2-8-E) Kirilma siklikla
perisentromik bolgede meydana gelmektedir. Sentromer boliinmesi ile tiiretilmis olan
izokromozom, iki kisa kol ya da iki uzun koldan olusan, yapisal bir kromozomal
sapmadir. X kromozomunun izo olmasi durumunda gbzlenen en yaygin bulgular olan

otoimmiin tiroid hastalig1 prevelansinda iki kat artis goriilmektedir.

Diger izokromozom olasilig1 olan 46,X,1(Xq), X kromozomunda goriilen en sik
yapisal anomalilerdendir. (Sekil 2-8) Mozaik ya da non-mozaik sekilde rastlanabilen bu
anomalinin Turner sendromu spektrumundaki sikligi %15-18 arasindadir. [37] Boy
kisalig1 fenotipi beklenen bu vakalarda, bu fenotipe yol agan faktoriin X kromozomunun
p kolundaki SHOX geninin haplo-yetmezligi ile agiklanmaktadir. Ayrica izokromozom
Xq karyotipinin mozaik bulunmasi durumunda agir klinik bulgularin gelisme riskinin

daha diisiik oldugu goriilmiistiir. [36,38]
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Sekil 2-9: Normal X kromozomu ve izokromozom Xq kromozomu goriintiisii

X Kromozomu Delesyonlari: Xp delesyonlar1 SHOX genini igeriyorsa boy
kisalig1 fenotipi goriilmektedir. Xq delesyonlarinin ise gerceklestigi lokusa baglh
olmakla birlikte, disilerde infertilite ya da gonadal disgenezi ile iligkilidir. (Sekil 2-8-
C/D) Sitogenetik calismalarin 1s18inda Xq13 ve Xq28 arasindaki bolgenin normal
yumurtalik ovulasyon fonksiyonu i¢in onemli oldugu bilinmektedir. Bu bdlgenin
proksimal delesyonlar1 genellikle dogurganhik fertilite ile iligkilidir. Xq23-028
bolgesinin terminal ve interstisyel delesyonlar1 ¢ogunlukla erken yumurtalik overyan
yetmezliginden sorumludur. [40] Xq27.3 lokusunda lokalize olan FMR1 geninde olusan

delesyonlar ise erken menapoz riskini arttirmaktadir. [41]

Halka X: Kromozom kolundaki p ve g kolu terminal bolgelerinin kirilmasinin
ardindan kirik uglarin fiizyonu sonucunda olusan kromozomlar halka kromozom olarak
adlandirilir. (Sekil 2-8-B) Halka X kromozomu, ¢ogunlukla Turner spekturumlu
kadinlarda goriilen ve mitotik instabiliteleri nedeniyle genellikle 45,X hiicreleri
(45,X/46,X,r(X)) ile mozaik formda bulunan bir kromozomal anomalidir. Erkeklerde
son derece nadir goriilen bir bulgudur ¢iinkii X kromozomu materyali igin biiyiik
delesyonlar yasamla bagdasmaz. Daha once halka kromozomu X olan yalnizca iki erkek

vakasi rapor edilmistir. [107]

Kadinlarda ise halka X kromozomunda eksprese olmayan genler agisindan X

kromozomunun kismi monozomisi gortliir. Halka kromozomun boyutu ve gergeklesen



delesyonlara bagli olarak fenotip degiskenlik gostermektedir. Turner sendromlu

olgularin yaklasik %6’sinda halka X kromozomu saptanmaktadir. [42]

46,X,r(X) karyotipli vakalarda boy kisaligi, dismorfik bulgular, over disgenezisi
gibi bulgular izlenmektedir. Ayrica X inaktivasyon bdlgesinin islevsel olup olmamasina
bagli olarak, fenotipte cesitlilik goriilmektedir. X inaktivasyonunu gergeklestiren XIST
geninin delesyonuna bagli olarak, halka X tizerinde bulunan genler disomik hale gelir.

Bunun sonucunda vakalarda agir bir fenotip gozlenmektedir. [43]
Y Kromozomu Yapisal Anomalileri

Izokromozom Y: Y kromozomunun yapisal anomalileri arasinda izokromozom
Y ve izodisentrik Y siklikla goriilmektedir. Y kromozomunun kirilmasi ve ardindan
flizyonu sonucunda olusan ¢ift sentromerli izodisentrik Y ve tek sentromerli
izokromozom Y’de, Y kromozomunu materyalinin kazanimi ve kaybina goriilmektedir.
Y kromozomu iizerinde bulunan cinsiyet belirleyici, spermatogenez, biiylime ve gelisme
ile ilgili cesitli genler bulundugundan, bu genlerin kayb1 ve kazanimi bireylerde ¢oklu
malformasyonlara neden olmaktadir. Izokromozom Y ve izodisentrik Y
kromozomlarmin tespit edilmesi ve kirik noktalarinin belirlenmesi i¢in klasik
karyotipleme ve FISH ¢alismalarinin birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. Ayrica
molekiiler tekniklerden Multipleks ligasyona bagimli prob amplifikasyonu (MLPA),
gPCR ve dizi etiketli bolge PCR’min kullanimi1 molekiiler bakis agis1 kazanmak igin
degerli tekniklerdir. Y kromozomunun izokromozom ve izodisentrik anomalilerinin
karmagik mozaikligi sebebiyle tespiti zor olabilmektedir. Bu sebeple Y
kromozomlarimin daha iyi karakterize olmus problarla kritik kirik noktalarinin tespiti

icin FISH teknigi vazgecilmez bir yontemdir.

Y kromozomunun q kolunda bulunan genler spermatogenez ile iligkilidir. Aym
zamanda SHOX geninin  proksimalinde bulunan USP9Y geni biiyliimeyi
desteklemektedir. Izokromozom Yp anomalisi, q kolunun tamamen delesyona ugradig
nadir goriilen bir kromozom anomalisidir. Mozaik ya da non-mozaik formda
bulunabilen izokromozom Yp, erkek olgularda ciddi spermatogenik defektlere ve mikst
gonadal disgeneziye sebep olmaktadir. Kadin fenotipindeki olgularda ise streak
gonadlar ve seksiiel infantilizmle belirgin genis spektrumda fenotip gozlenebilir. [44]

[zokromozom Yp olgularinda SHOX geninin 2 kopyasi olmasmna ragmen genellikle



normal boy goriilmesinin sebebi ise Yq bolgesinde bulunan GCY lokusu delesyonu

oldugu diistintilmektedir. [45]

Y kromozomunun p kolundaki delesyonlar, SHOX, RPS4Y ve ZFY genlerini
kapsadiginda Turner fenotipi ile iliskilidir. [20] izokromozom Yq, en yaygin yapisal
anomaliler arasinda gosterilmektedir. idic(Y)(p11), disentrik Y kromozomuna ve belirli
materyallerin delesyona ugrayip q kolunun duplikasyonuna neden olur. Y
kromozomunun p kolunda meydana gelen delesyonlar SHOX genini igerdiginden,

fenotipik olarak boy kisaligina sebep olmaktadir. [46]

Y Kromozomu Delesyonlari: Y kromozomunun p kolunda bulunan SRY
geninin delesyonunu igeren anomalilerde, testis gelisimi olmaz ve Turner spektrumunda
boy kisalig1 disinda goriilen bulgular izlenmektedir. Yp11 lokusuna ek olarak SHOX

geninde de delesyon gergeklesirse boy kisaligi fenotipi gozlenir.

Y kromozomunun ql1 bolgesi azospermi faktorii (AZF) icermektedir. Spermin
bliylime ve gelismesinde rol oynayan genleri igeren bu bdlgenin delesyonu veya
mikrodelesyonu, spermatogenik patogenezinde rol oynar. [47] Bu olgularda erkek

fenotipi goriilmesiyle birlikte azospermi, oligospermi ve infertilite goriilmektedir. [45]

Halka Y: Literatiirde c¢ogunlukla mozaik olarak kaydedilen halka Y
kromozomu, cinsiyet gelisim anomalisi bulgulariyla seyreden nadir bir kromozom
anomalisidir. SRY geninin kaybi1 durumunda Turner sendromu stigmatasi goriiliirken,
SRY icermeyen heterokromatin bolgenin kaybi sonucunda azospermi, infertilite ve

hipospadias gibi genis spektrumda belirsiz bir fenotip bulunmaktadir. [48]

2.3.2. Biiyiime Hormonu-Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1 (BH/IGF-1)
Ekseninin Genetik Degisimleri

Biiyiimeyi etkileyen farkli gelisim agamalarindan olan BH-IGF-I ekseni, BH'n
IGF-1 iretimini diizenlemesi yoluyla hipotalamustan dokularin hedef reseptorlerine
kadar farkli yonlerden ve noktalardan etkilenebilir. Genellikle embriyonik donemde
intrauterin biiyiime geriligi ile iliskili olan GH/IGF-1 eksenindeki genetik degisiklikler,
tic farkli sekilde sonuglanabilir: izole ya da ¢oklu hipofiz hormonu eksikligi (BH
eksikligi), BH duyarsizligi (GHI) ve IGF-1 eksikigi, BH veya IGF-1 direnci.



2.3.2.1. izole BH Eksikligi

Izole BH eksikligi, biiyiime geriliginin dolayisiyla boy kisaliginin ana
nedenlerinden biridir. Tim genom dizileme ¢alismalarinda, BH (GH1) veya BH
salgilayan hormon reseptoriinii (GHRHR) kodlayan gende delesyon ya da mutasyonlarla
iliskili oldugu gosterilmistir. [50] Hipofizin farkli kusurlarindan kaynaklanabilse de,
genellikle idiyopatik olan BH eksikliginin insidanst 1:4000-1:10000’dir ve %3-30’u
aileseldir. izole BH eksikligi olan hastalarda %11, ailesel BH eksikligi olan vakalarda
ise %34 oranda ilgili aday gen mutasyonlari tanimlanmistir. [51]

Izole BH eksikligi farkli tiirlerden olusmaktadir. Tip IA, en siddetli formdur ve
otozomal resesif gegislidir. [53] Tip IB BH eksikliginde GH1 ve GHRHR genlerinin
cergeve kaymasi ve anlamsiz mutasyonlar1 sonucu olusur ve Tip [A’ya gbre daha az
siddetlidir.

Tip II BH eksikligi, digerlerinden farkli olarak otozomal dominant olarak kalitilir.
GHY’in intron 3’tniin ilk alti niikleotidinde olusan mutasyonlar sebebiyle ekzon 3
okunmaz ve %5-45 oraninda ¢oklu hipofiz hormon eksiligine sebep olmaktadir. [54]
Tip 11l BH eksikligi Bruton agamaglobulinemi tirozin kinaz geninin (BTK) 600 farkli
mutasyonu sonucu olusan agamaglobulinemi ile iligkilidir ve kalittim1 X’e baglidir. [55]
Transkripsiyonel baskilayict gorev goren HESX1 ve SOX2 homebox genlerindeki
mutasyonlar ve SOX3 genindeki heterozigot mutasyonlar hipofiz gelisimini etkileyerek
izole BH eksikligine neden olmaktadir. [56,57]

2.3.2.2. BH Direnci ve IGF-I Eksikligi

BH direnci ve IGF-I eksikligi, birgok genin mutasyonu sonucu olusmaktadir ve
klinik olarak genetik, fenotipik ve biyokimyasal anomalilerin komplike bir siirekliligi
olarak goriilmektedir. IUBK ve SGA ile iliskilidir. [58] BH reseptorii (GHR) genindeki

missense ve splice mutasyonlar ve delesyonlar, BH direncine sebep olmaktadir. [50,59]

IGF-I, IGF-II mutasyonlar1 da boy kisaligina neden olur ve BH direncine neden
olur. IGF-1 mutasyonu daha nadir goriiliir. [60] Fonksiyonel IGF-I'in tamamen kaybiyla
sonuglanan homozigot IGF1 kusurlari, sensorinéral sagirlik, mikrosefali ve biligsel
gerilik ile birlikte hem dogum Oncesi hem de dogum sonrasi asir1 biiyiime geriligi ile

iliskilidir.



IGF-2 mutasyonlarinin hem dogum oOncesi hem de dogum sonrasi biiylimeyi
etkiler, klinigi 6zellikle Silver-Russel sendromu ile iligskilendirilir. [61] Mikrosefali ve
psikomotor retardasyon ile iliskilidir ve bozulmus glukoz toleransi, dismorfik 6zellikler
ve kardiyak anormallikler gibi baska klinik patolojiler ile iligkilendirilebilir ancak bu
konuda kesin bir model belirlenemez. [62]

2.3.3. Bityiime Plaginda Yer Alan Genlerin Mutasyonlari

Boy kisaliginin nedenlerinin arastirilmasinda biiylime plakasindaki genlerin
incelenmesi de son caligsmalarla 6nem kazanmistir. Endokondral ossifikasyon, biiyiime
plakasinda meydana gelir ve kemigin uzamasini destekler. Kondrosit ve kikirdak matris
sentezinin proliferasyonu, hipertrofisi ve yaslanmasi ile karakterizedir. [63] Bu dengeyi
etkileyen ve degistiren genlerdeki mutasyonlar, farkli derecelerdeki viicut

orantisizliklarina ve biiylime geriligine ve iskelet displazilerine neden olmaktadir.

Fibroblast biliylime faktorleri (FGF'ler) biiyiime plakasinda rol oynar. Fibroblast
biiylime faktorii reseptorii-3 (FGFR-3), biiylime plakasi kondrogenezini negatif olarak
diizenler. Fibroblast biiyiime faktorii reseptorii 3'teki heterozigot aktive edici
mutasyonlari, iskelet biiylimesini inhibe ederek tanatoforik displazi, akondroplazi ve
hipokondroplazi gibi ¢ok cesitli fenotiplere neden olur. Ayrica kondrogenezi negatif
olarak diizenler ve FGFR3 genindeki mutasyonlar, biiyiime plakalarinin proliferasyon
bdlgesinin normal isleyisini ve kemik uzamasini bozan aktivite artisina neden olur. [48]
Bu nedenle, FGFR-3'iin aktivasyonu uzun kemik uzamasini baskilar ve sonu¢ olarak

iskelet displazisini indiikler (Sekil 2).

Hipokondroplazi ve akondroplazi, FGFR3 geninin anormallikleri ile iliskili olan
ve boy kisaligina neden olan en yaygin iskelet displazileridir. [16,64] Otozomal kalitilan
bu displaziler, siklikla spontan mutasyondan da kaynaklanir. Akondroplazi,
aktivasyonunu belirleyen FGFR3 geninin transmembran alanindaki tekrarlayan bir
kusurdan kaynaklanir. [16] Ozellikle alt ve iist ekstremitelerin proksimal bdgelerinde
orantisiz boy kisaligt ve makrosefali tipik klinik o6zellikleridir. Hipokondroplazi,
FGFR3 sitoplazmik (immiinoglobulin benzeri) alan aktive edici mutasyonlarla
iligkilidir. Tipik klinik 6zellikleri kisa boy, dirsek ekstansiyonunda kisithilik, rizomelik
uzuv kisalmasi, brakidaktili ve goreceli makrosefalidir. [65] Ilk birka¢ yilda biiyiime

hizin1 arttirsa da, BH tedavisi onaylanmisg bir tedavi degildir.



Agrekan, biiyiime plakasinin ve eklem yiizeylerinin kikirdak hiicre dist
matrisinin  6nemli bir bilesenidir. Proteoglikan1 kodlayan ACAN genindeki
anormallikler, genellikle ileri kemik yaslanmasi ve erken biiyiime durmasi ile orantili
veya hafif orantisiz boy kisaligina neden olur. [66] ACAN kusurlari, idiyopatik boy
kisaligimin yaygin bir nedenidir ve gebelik yasma gore kiiclik dogar; homozigot
anormallikler siddetli iskelet displazisine neden olurken, heterozigot defektler daha

hafif iskelet displazisine neden olur. [67,68]

Biiylime plakasindaki bir baska yolak, C-natriiiretik peptit (CNP) ve natriiiretik
peptit reseptorii B'yi (NPR-B) icermektedir. CNP, NPPC geni tarafindan kodlanir ve
biiyiime plakas1 fonksiyonunun pozitif diizenleyicisi gorevindedir. CNP, FGFR-3'lin
negatif bir diizenleyicisidir ve siire¢, kondrosit proliferasyonu ve farklilagsmasinin
artmasina neden olur. [69] Bu mutasyonlara sahip bireyler, degisken derecelerde kisa
boy, orantisiz viicut (oturma boyu: boy oran1 SDS > 2) ve farkli iskelet anormaleri ile
Klinik bulgu verirler. Bu bireyler son derece kisa boy ve ekstremitelere sahiptir, kol ve
bacaklardaki 6n ekstremiteler (orta segmentler) ile el ve ayaklar (distal segmentler)

orantisiz kisalmugstir. [70]

Heterozigot bir CNP-NPR-B ile iligkili mutasyon, SHOX haplo yetmezligine
benzer ozelliklere sahip orantisiz boy kisaligi ile karakterize hafif biiyiime bozukluguna
neden olur. Bu bireyler mezomeli sergiler ancak Madelung deformitesini gostermezler.
[71] Son arastirmalara gore, NPR2 geninin heterozigot fonksiyon kayb1 mutasyonu, boy

kisalig1 vakalarinin yaklasik %2-3"inden sorumludur. [72]

2.3.3.1. Kikirdak Hiicre Dis1 Matrisinin Genetik Kusurlari

Son yillarda, biiylime geriliginin nedenleri arasinda kollajen hastaliklarinin
bulunmas1 lizerinde arastirmalar yapilmaktadir. Biiylime plaginda kollajen tip II, IX, X
ve XI mevcuttur; bunlarin arasinda tip II kollajen en ¢ok miktarda bulunan bilesendir.
Tip 1l kollajenopatiler, COL2A1 varyantlan ile iligkilidir ve net bir genotip-fenotip
korelasyonu olmamasina ragmen kisa boy ve iskelet displazisi ile iliskilidir. Bununla
birlikte, bliylime plakasinin farkli bilesenleri arasindaki iliskiyi daha iyi karakterize

etmek igin yeni caligmalara ihtiyag vardir. [71,72,75]



2.3.3.2. Hiicre I¢i Yollarin Genetik Kusurlar:

Hiicre ici biliylime plakasiyla ilgili, PTPN11, SOS1, RAF1, KRAS, BRAF ve
NRAS gibi farkli genleri igeren Ras-MAPK sinyal yolagindaki mutasyonlar, Noonan
sendromu da dahil olmak iizere 'rasopatiler' ad1 verilen bir grup sendromla sonuglanir.
Bu sendromlar, yiiz dismorfizmi ve genis bir dogustan kalp hastaligi spektrumu gibi
diger fenotipik 6zelliklerle iliskilendirilebilen degisken derecelerde biiyiime bozuklugu
ve boy kisalig1 ile karakterize edilir. [73]

Hiicre ici yollardaki en onemli genetik kusur, kisa boy homeobox (SHOX)
kodlayan genin mutasyonlart nedeniyle goriilmektedir. SHOX geninin haploin
yetmezligi ile ilgili ana patolojik durumlar, Langer mezomelik displazi, Leri-Weill
diskondrosteozu (LWD)'den izole boy kisaligina kadar degisir.63 Hipertrofik
kondrositlerde eksprese edilen bir transkripsiyonel aktivatordiir. [74] NPPB'nin
aktivasyonu ve FGFR3 ekspresyonunun inhibisyonu yoluyla kondrosit proliferasyonunu
ve farklilasmasini uyarir ve koordine eder, bdylece uzunlamasina biiylimeyi destekler.
Ayrica SHOX, kikirdak matris liretiminde yer alan SOX tgliisii (SOX9, SOX5, SOX6
genleri) ile etkilesime girer (Sekil 2-10). [75]

o _

T Kondrosit gogalmasi
FGFR3 trig T Kikirdak matrisinin sentezi

NUCLEUS
J Kondrosit cogalmasi
 Kikirdak matrisinin sentezi

Sekil 2-10: Hiicre ici biiyiime plakasiyla iligkili gen yolaklari [75]



2.3.4. The Short-stature Homeobox Gene (SHOX)

The short-stature homeobox gene (SHOX) geni, ilk olarak 1997'de Rao ve
arkadaglar1 tarafindan tanimlanmistir ve boy kisaligmin onemli bir nedeni olarak
gosterilmistir. 1981'de yapilan ¢alismalarda ilk kez, kiiciik Yp terminalinin delesyonu
boy kisaligi ile iliskilendirmistir. [76] 1993 yilinda yapilan ¢alismada, psddootozomal
bolgede (PAR) yer alan bir biliylime geninin haplo yetersizliginin boy kisaligin
fenotipine neden oldugu 6ne siiriilmiistiir. 1997'de Ercole Rao ve arkadaslari tarafindan
PAR bolgesinin distal kismindan boy kisaligi ile iligkili gen klonlandi ve bu gen, "short
stature homeobox-containing gene" (SHOX) olarak isimlendirildi (Sekil 2-11). [77]

SHOX
Xp22,3 4<—— PAR1 —» Yp Yp113
Xp Yq
_____ Y
Xq /
PAR 2
X
Kromozomal Yerlesim
Tel
(1) 590 1(|)00 11500 2?00 25|00 kbp

Boy kritik aralig

Genomik Yapist

Sekil 2-11: SHOX geni yapisi [78]



1997°de, Turner sendromunda goriilen boy kisaligimin SHOX geni iliskili oldugu

belirlenerek ilk defa genin mutasyonlar1 bir sendromla bagdastirildi. [76]

SHOX geni, X ve Y kromozomlarinin psédootozomal bolgesi (PAR1) olan p
terminalinde lokalize, genis bir homeobox gen ailesinin pargasidir. SHOX geni, SHOXa
ve SHOXb proteinlerini (sirastyla 292 ve 225 amino asit) kodlayan iki farkli izoforma
eksprese olan yedi ekzondan olusur. [79] (Sekil 2-13) Erken embriyonik gelisim
doneminde birgok organin olusumunu ve biiylimeyi kontrol eden SHOX geninin
ozellikle st ve alt ekstremitelerdeki kemiklerin biiyiimesinde ve olgunlasmasinda

onemli rol oynadig1 bilinmektedir.

SHOX geni mutasyonlari, Gerhard Binder’in 2011°de yaptig1 arastirmaya gore,
idiyopatik boy kisalig1 olan ¢ocuklarin yaklasik %2-15'inde goriildiiglinii saptanmaistir.
[80] SHOX geninin islevi doza bagimlidir: Bir SHOX alelinin islev kaybina yol acan
mutasyon (haploinsufficiency) boy kisaligi ile iliskilidir.

SHOX geninin birkag yiiz kilobaz asagisinda yer alan ve evrimsel olarak yiiksek
oranda korunmus kodlanmayan genler (6rnegin CNE4, CNE5, ECR1 ve ECS4/CNE9),
enhancer olarak rol oynamaktadir. [78,81] Bu genlerin SHOX geni ile etkilesimi in vitro
ve in vivo testlerle dogrulanmistir. Gen boyunca yayilan yanlis ve anlamsiz mutasyonlar
ya da enhancer bolgelerinde meydana gelen mutasyonlar, SHOX ile iliskili boy
kisaliklarini olugturmaktadir. Bu mutasyonlarin protein inaktivasyonuna neden olmast,

niikleer translokasyonu veya SHOX geninin dimerizasyonunu bloke etmesi beklenir.

Bu genin tek ya da her iki kopyasiin kaybi, farkli biiytikliikteki delesyonlari,
SHOX geninin diizenleyici elemanlarinda meydana gelen kopya sayis1 varyasyonlari
(CNVs) ve gen i¢i mutasyonlari bazi genetik hastaliklarla iligkilidir. SHOX defekti olan
bireyler, normalden, mesomeli ve Madelung deformitesi, Léri-Weill diskondroosteozis
(LWD) ve idiyopatik boy kisaligina kadar degisen genis spektrumlu bir fenotipe sahiptir
(Sekil 2-12). [78,82] LWD kisa boy, mezomeli ve bilegin klasik Madelung deformitesi
ile belirgindir. Orantisiz uzuv kisalmasi ve Madelung deformitesi genellikle ergenlikten

sonra daha belirgin hale gelir ve bu nedenle kii¢iik cocuklarda gdzden kagabilir.
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Sekil 2-12: Xp22.3 ve Yp11.3'te bulunan SHOX geni ve iliskili oldugu sendromlar

Heterozigot mutasyonlar LWD'ye neden olur ve boy kisaligi vakalarinin
yaklasik %2,6-12'sinde goriilir. [83] LWD, degisken derecelerde boy kisaligi ve daha
hafif iskelet displazisi ile karakterize edilir. [84] Langer mezomelik displazisi,
homozigot veya bilesik heterozigot inaktive edici SHOX mutasyonlarinin neden oldugu
en siddetli ve nadir goriilen bir durumdur. Bu durum kritik iskelet displazisi, asir1 boy
kisaligi, ulna ve fibula gibi kisa uzun kol ve bacak kemikleri (mesomelia) ve ayrica

bilekte Madelung deformitesi ile karakterizedir. [85]
Léri-Weill Diskondrosteozu (LWD) (OMIM #127300)

Genellikle  SHOX geninin haployetmezliginden kaynaklanan Léri-Weill
diskondrosteozu, klinik tablosu boy kisaligi, mesomelia ve Madelung deformitesinden
olusan bir genetik defekttir. SHOX geninin neden oldugu diger genetik defektlere
kiyasla (Langer mezomelik displazisi gibi) ek olarak LWD'li bireylerde baldir kaslarinin
hipertrofisi, dirsegin tagima agisinin artmasi, skolyoz ve artan viicut kitle indeksi (BMI)
gibi bagka ozellikler de vardir. Goreceli olarak daha kisa bacaklar ve buna bagli olarak
daha kisa boylarin asir1 kilo, kardiyovaskiiler hastalik (KVH) ve diyabet riskini
artirdigina inanilmaktadir. Ancak LWD'nin tip 2 diyabet veya metabolik sendromla
birlikteligi  literatiirde tanimlanmamistir. SHOX gen anomalileri, Leri-Weill

diskondrosteozisi olan ¢ocuklarin ~%70'inde bulunur. [81]



Langer Mezomelik Displazisi (MIM#249700)

Langer mezomelik displazisi (LMD), SHOX geninin homozigot veya bilesik
heterozigot delesyonlar1 sonucu meydana gelmektedir. LWD’ye gore daha ciddi klinik
bulgularla seyreden LMD, belirgin kisa boy, ekstremite aplazisi, kiigiik bir ulna ve
fibula, kiiciikk bir mandibula ile klinik gostermektedir. SHOX ile iliskili anomaliler
spektrumunun en siddetli ucu olan Langer mezomelik displazisi, radius ve kaval
kemiginin kalinlagmas1 ve egriligi, ciddi ekstremite aplazisi veya ulna ve fibula'nin
ciddi hipoplazisi ve kalinlagmig ve kavisli radius ve tibia ile karakterizedir. Bu
degisiklikler el ve ayaklarda yer degistirme deformitelerine neden olabilir. Ayrica,
mandibula hipoplazisi de gézlenir. Leonard O. Langer 1967’de yaymladigi makalede bu
Klinik durumdan 'hipoplastik ulna, fibula, mandibula tipinin mezomelik ciiceligi' diye

bahsetmistir. Sekil 2-13’te Langer mezomelik displazisi olan bir olgunun fenotipi ve

kol-bacak grafi goriintiileri gosterilmistir.

Sekil 2-13: Homozigot SHOX delesyonu saptanmis Langer mezomelik displazisi olan olgu
goriintiisii (IU ITF, Tibbi Genetik AD)



Madelung Deformitesi

Madelung'un deformitesi, 6n koldaki bir kemik olan radiusun biiylime plakasini
etkileyen nadir bir defekttir. Biiyiime gelistik¢e bu anormal biiyiime, 6nkoldaki iki uzun
kemigin (radius ve ulna) bilek kemikleriyle bulustugu yerde yanlis hizalanmaya neden
olur. Anatomik modifikasyonlari olan, bilekte radiusun kisalmasi ve kivrilmasi, ulnar
basin belirginlesmesi ve karpal kemiklerin palmar ve ulnar deviasyonu olarak goriiliir.
Bu durum genellikle her iki bilegi de etkiler, ancak bir taraf digerinden daha ciddi
sekilde etkilenebilir. Madelung deformitesinin belirtileri, bilegin ist kismindaki hafif bir
cikintidan tam bir bilek ¢ikigina kadar degisebilir. Ayrica bilekte sinirlt hareket araligi

ve aktiviteden sonra veya siirekli olarak bilek agrisi goriilen belirtileridir. [108]

Madelung'un deformitesinin olusumunun kesin nedeni bilinmese de, radius’ta
biliylime plakasinin anormal biiyiimesiyle, radiusun ucunu bilegin kii¢iik kemiklerine
baglayan bagdaki bir anormallikten de kaynaklandigi sdylenebilir. Radiusun sonundaki
biiylime plakasinda meydana gelen bir deformite, Madelung'a benzer bir deformiteye
neden olabilecegi de bildirilmistir. Normal bilek gelisimi ve Madelung deformitesinin

goriiniimii Sekil 2-14’te gosterilmistir.

NORMAL MADELUNG DEFORMITESI

~ " Ulna Anormal
| 4 Radius biiyiime plakasi
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Sekil 2-14: Madelung deformitesinin olusumu [109]

Madelung deformitesi olan olguda agir hareket kisithligi ya da yogun agrisi

bulunmuyorsa, diizenli kontrol oOnerilmektedir. Ancak bahsedilen sorunlar varsa,



ameliyat ile deformitenin kotlilesmesi onlenerek bilegin hareketini kolaylastirilmasi

saglanmaktadir.

Bilek deformitesine ek olarak, SHOX eksikliginin daha az belirgin baska
belirtileri de vardir. Bu 0Ozellikler sunlart igerir: dordiincli ve besinci metakarplarin
kisaligy, yiiksek damak, dirsegin tasima agisinda artig, skolyoz ve mikrognati. Bireylerin
licte birinde ayrica baldir kasi hipertrofisi olabilir. Bu belirtilerden birinin yoklugu

taniy1 dislamaz. [86]

Idiyopatik boy kisalig1 olan hastalarda, SHOX genindeki veya onun diizenleyici
elemanlarindaki (delesyonlar, duplikasyonlar ve insersiyonlar dahil) anomalilerin
prevalansinin yaklasik %6 ila 22 arasinda oldugu bildirilmistir ve genetik testler

gelistikge geldikge artan prevalans rapor edilmektedir. [78]

2.4. Boy Kisalig1 Tanmisinda Kullanilan Teknikler

2.4.1. Sitogenetik Yontemler

Sitogenetik yontemler sayesinde kromozomlar incelenerek olasi sayisal ve
yapisal dengesizliklerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Sitogenetik yontemler, genetik
hastalik riski topluma gére kromozom anomali beklentisi daha yiiksek olan bireylere
onerilmektedir. Postnatal donemde multipl konjenital anomalisi bulunan, bilissel
yetersizlik, biiyiime gelisme geriligi, cinsiyet gelisim anomalileri, infertilite ve
tekrarlayan gebelik kaybi endikasyonuna sahip bireylere uygulanabilir. Prenatal
donemde ise ileri anne yas1 (35 yas ve lizeri), tarama testlerinde risk artigi, patolojik
ultrason bulgulari, ebeveynlerden en az birinde dengeli kromozom anomalisi
tastyiciligi, kromozom anomalili ¢ocuk Oykiisii ve ICSI (Intrasitoplazmik sperm

enjeksiyonu) endikasyonu ile gelisen gebeliklerde sitogenetik testler onerilmektedir.

Kromozomlar1 inceleyen sitogenetik alani iki ayr1 basliga ayrilabilir: Klasik
sitogenetik ve molekiiler sitogenetik yontemler. Klasik sitogenetik yontemlerle
kromozomlarin hem sayisal hem de yapisal dengesizlikleri mikroskobik diizeyde (8-10
Mb boyutunda) incelemek miimkiindiir. Molekiiler sitogenetik tekniklerle ise
submikroskobik diizeyde belirli bolgeye hedefli ve hedefsiz dengesiz kromozom
anomalileri saptanabilmektedir. Ancak molekiiler sitogenetik ile saptanamayan dengeli

yapisal anomaliler, klasik sitogenetik yontemlerle tespit edilebilmektedir.



2.4.1.1. Klasik Sitogenetik Yontemler

Klasik sitogenetik yontemler ile kromozom eldesinde, mitoz bdliinme sirasinda
kromozomlarin en belirgin oldugu prometafaz ya da metafaz asamasinda hiicre
boliinmesinin durdurulmasi ve kromozomlarin hiicre icinden alinarak metafaz
plaklarinin lamellere aktarilmasi, ardindan kromozomlarin belirli enzimler yardimiyla
boyanarak mikroskop altinda degerlendirilmesi temeline dayanmaktadir. Kromozom
eldesinde mitotik aktivite 6zelligi bulunan ve niikleusu olan hiicreler/dokular kullanilir.
Bu hiicreler/dokular arasinda en yaygin kullanilanlar periferik kan, kemik iligi, koryon

villus dokusu ve amniyositlerdir.

Metafaz eldesinde kullanilan yontemler direkt ve kiiltiir yontemi olarak
siiflandirilabilir. Direkt metafaz eldesi yonteminde spontan mitotik aktiviteye sahip
dokularin (kemik iligi, koryon villuslar1 ve prolifere dokular) kullanilmalidir. Spontan
mitotik aktiviteye sahip olmayan hiicrelerden hiicre proliferasyonu yoluyla metafaz elde
etmek icin kullanilan kiiltiir yonteminde, in vitro ortamda uygun kosullar saglanarak
hiicrelere mitotik aktivite kazandirilmaktadir. Calisilan dokuya gore belirlenen uygun
kiiltiir stiresi sonunda kolsemid (inhibe edici ajan) yardimiyla mitoz boliinme
metafaz/prometafaz asamasinda durduruldu. Ardindan hiicrelere hipotonik bir soliisyon
uygulanir ve boylece hiicrelerin hipertonik yapisinin izotonik yapiya donistiiriilmesi
saglanir. Bu sayede kromozomlar birbirinden ayrisir. Hipotonik soliisyon ile muamele
edilen hiicreler fikse edilir, lam tiizerine yayilir ve metafaz plaklarinin aciga c¢ikmasi
saglanir. Ardindan her bir homolog kromozomu digerinden ayirt edilebilmesini

saglayacak bantlama teknikleri ile kromozomlar boyanir.

En yaygin kullanilan bantlama teknigi G bantlamadir. Bu bantlama teknigi,
kromozom iizerindeki histon ve non-histon proteinlerinin bir proteaz enzimi
(pankreatin, tripsin vb.) ile denatiirasyon edilmesinin ardindan Giemsa (GTG) veya
Leischman (GTL) boyalar1 ile kromozomlarin boyanmasi temeline dayanmaktadir.
Kromozomlarin koyu ve agik goriilen bantlari, DNA’nin Adenin (A) ve Timin (T)
bazlarindan zengin olan bdlgelerinin (heterokromatin) koyu, Guanin (G) ve Sitozin (C)
bazlarindan zengin olan yapisal genlerin bulundugu bdlgelerin (6kromatin) ise agik
renkte boyanmamig olarak temsil etmektedir. Bu teknikle elde edilen kromozomlar
yaklasik 450-500 bant diizeyindeyken, daha yiiksek bant diizeyleri i¢in hiicre kiiltiiriine
bazi kimyasallar (Timidin, EtBr, BrdU vb.) eklenerek High Resolution Banding



Technique uygulanabilir. rRNA'y1 kodlayan genlerin ¢ok sayida kopyalarini igeren ve
akrosentrik kromozomlarin satellitleri lizerinde bulunan niikleolar organize edici

bolgeleri boyayan teknik NOR boyama teknigidir.

Benzer kromozom morfolojisini gostermek igin diger altenatif bantlama
yontemleri de bulunmaktadir. Kromozomlarin sentromerik heterokromatin  ve
akrosentrik kromozomlarin u¢ kisimlarini boyayan C bantlama teknigi bunlardan
biridir. R-bantlamada ise, kromozomlarin G bantlama ile a¢ik boyanan bélgeler tam

tersi, yani koyu boyanmaktadir.

2.4.1.2. Molekiiler Sitogenetik Yontemler
Florescence In Situ Hybridization (FISH)

Sitogenetik alanindaki en Oonemli gelismelerden biri, belirli kromozom ve
kromozom pargalarini tanimlamak i¢in in situ hibridizasyon yoluyla isaretli problarin
kullanilmasi temeline dayanan Florescence In Situ Hybridization (FISH) tekniginin
gelistirilmesidir. Klasik sitogenetik yontemlerle tanimlanamayan submikroskobik
anomalileri tespit etmek ve saptanan kromozom anomalilerinin karakterize edilip
aragtirtlmasi i¢in FISH teknigi kullanilmaktadir. Sitogenetik ile molekiiler genetik
yontemleri arasinda anomalilerin aragtirilmasi agisindan koprii goéren FISH teknigi,

Klasik sitogenetik i¢in tamamlayici rol oynamaktadir.

Ik olarak 1969 yilinda yerinde hibridizasyon teknigi olarak gelistirilen teknik
ile, hibridize niikleik asitlerin kromozomal konumu belirlemek i¢in giiglii araglar oldugu
saptandi. Daha sonra floresan etiketler gelistirilerek hibridizasyon problarindaki
radyoaktif etiketlerden daha giivenilir, stabilite ve tespit kolaylig1 saglayan teknigi
gelistirildi. Floresan in situ hibridizasyon (FISH), biyotin veya digoksigenin gibi bir
hapteni igerecek sekilde niikleik asitlerin kimyasal olarak degistirilebileceginin ve
bunun da avidin veya anti-digoksigenin gibi floresan etiketli bir raportér molekiille
tespit edilebileceginin kesfiyle basladi. Prob hazirlama ve etiketleme teknikleri zamanla
degistirildi ve basitlestirildi. Artik florofor icerikli etiketli problarin kombinasyonlar ile
niikleotidler dogrududan etiketlenebilmekte ve bdylece zahmetli olan adimlar ortadan

kaldirilarak yontemler kolaylastirilmistir. [87]

Metafaz kromozomlarinda veya interfaz nukleusundaki bir gene ya da genin

icindeki belli bir bolgeye ait 6zgilin bolgelere ait DNA dizilerinden olusan lokusa 6zgii



problar, yaklasik 15-500 kb biiylikliigindedir. DNA’nin farkli bolgelerine baglanabilen
problar tekrar bolgelerine 6zgiin olarak da tasarlanabilmektedir. Alfa satellit, beta
satellit ve telomerik problar 6zgiin tekrar bolgelerine sahip dizilerden olusmaktadir ve
sentromerik, perisentrik, akrosentrik anomalilerin ya da marker kromozomlarin

kokeninin arastirilmasininda kullanilmaktadir.

Subtelomerik bolgeler icin kullanilan subtelomerik problar kromozomlarin
yeniden diizenlemelerinin ve kriptik degisimlerinin tespitinde ve spesifik olarak

MKA/MR endikasyonlu grubun analizlerine yardime1 olarak kullanilmaktadir.

Kromozomlarin kisa kolunu (p) ve uzun kolunu (q) terminal bdlgesine kadar
tamami1 olacak sekilde boyayabilen “whole chromosome painting (WCP)” ve
kromozomlarin kollarini ayr1 renklerde boyayan “arm specific” problar, yeniden

diizenlenen kromozomlarin yapisinin arastirilmasinda kullanilmaktadir.
a-CGH (Array Comparative Genomic Hybridization)

Array Temelli Karsilasgtirmali Genomik Hibridizasyon teknigi, mikroarray ve
CGH (Comparative Genomic Hybridisation) tekniklerinin birlikte kullanilmasi ile
ortaya ¢ikmistir. Mikrodizin g¢alismalarmin onciisii olan CGH yontemi, incelenen ve
kontrol DNA’larin floresanli boyalar ile isaretlenmesi, metafaz kromozomlariyla
hibridizasyonu ve ardindan mikroskopta goriintiilenerek iki DNA 0Orneginin floresan
sinyallerinin birbiriyle karsilastirilmast esasina dayanmaktadir. Kromozomlardaki
genomik dengesizligin iki farkli renkteki floresan renginin yardimiyla goriinmesi
sayesinde delesyon ve duplikasyonlar tanimlanmaktadir. Bu tiim genomun incelenmesi
hedeflenirken, kromozomlarin perisentromerik ve terminal bolgelerindeki diisiik
hassasiyet ve kisith rezoliisyon, uygulama ve analiz zorlugu sebebiyle yaygin kullanim

zorlagmustir. [88]

[k olarak 1996’da temelleri atilan a-CGH teknigi, iki farkli floresan boya ile
etiketlenmis DNA Orneklerinin (referans ve incelenen hasta Ornegi) slayt iizerine
immobilize edilmis DNA ile hibridizasyonu temeline dayanmaktadir. Hibridizasyon
siirecinin gerceklestigi cip iizerinde tim genom ve hedef bolgeler igin tasarlanmig
oligonukleotidler (problar) bulunmaktadir. Karsilastirmali genomik hibridizasyon ve
mikrodizin teknolojilerinin birlestirilmesi genomdaki dengesizlikleri DNA diizeyinde

arastiran a-CGH teknigi, birden fazla genom birbiriyle karsilastirilabilmesi, ¢alisma icin



az miktarda DNA 6rneginin yeterli olmasi, genomdaki kb diizeyindeki degisikliklerin
saptanabilmesi agisindan olduk¢a avantajlidir. Problarin kapsadigi oranda spesifik
olarak gen bolgelerinde, ¢oziiniirligi yiiksek sekilde ve yaklasik 1 kb boyutuna kadar
degisimler tespit edilebilemektedir. [89]

Cip tiim genom veya hedef bdlge icin tasarlanmis oligonukleotidler (problar)
icermektedir ve hibridizasyon islemi de problarin bulundugu bu ¢ip ylizeyinde

ger¢eklesmektedir.

Sitogenetik yoOntemlerin yaninda submikroskobik kromozom degisimlerinin
arastirtlmas1 amaciyla kullanilmaktadir. Kanser, prenatal ve postnatal ¢alismalarda
uygulanmas1 miimkiindiir. Array-CGH yontemi ¢alisildiktan sonra Illumina, Agilent ve
Affymetrix veya Ozgiin tasarim platformlarinda analizleri yapilmaktadir. Uygulanan
platform ve kit ¢oziiniirligiine gore elde edilen verilerin analiz edildigi programlar
degisiklik gosterebilmektedir. Agilent platformu genomik kopya sayisi degisikliklerini
saptamaya yonelik dizayn edilmistir ve 50-70 kb biyikliigiindeki problarin
calisilmasina uygundur. Diger platformlardan olan Illumina ve Affymetrix ise SNP
genotiplemesine dayali olsa da, CNV problar1 eklendiginde genomik kopya sayisi

degisimlerini de saptamaktadir.

2.4.2. Molekiiler Yontemler

DNA Dizileme Yontemleri

Genomun yapisini ve kontrol mekanizmalarini aydinlatan DNA’nin dizilenmesi
stireci 1965 yilinda R. Holley’in 74 niikleotidlik tRNA molekiiliinii dizilemesine
dayanmaktadir. Insan Genom Projesi ve beraberinde ENCODE (Encyclopedia of DNA
Elements), HapMap projeleriyle canli genomunun organizasyonu, dizilimi ve
fonksiyonu belirlenmeye ve aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Bu caligmalarda kullanilan
teknikler de genomun dizilenmesi i¢in Sanger, ikinci nesil, li¢iincii nesil yliksek
kapasiteli paralel dizileme yontemleri gelistirilmistir. Bu sayede genomun ve
fonskiyonlarinin analizleri ile ¢esitli hastaliklarin genetik temellerinin arastirilmasina ve

aydinlatilmasina imkan saglanmistir. [90]

2.4.2.1. Sanger Dizileme
Gilinlimiizde genetik tanida en sik kullanilan DNA dizileme yontemlerinden olan

Sanger dizileme 1975 yilinda Frederick Sanger tarafindan gelistirilmistir. Zincir



uzamasiin  sonlandirilmasi  temeline dayanmaktadir.  Oligonukleotid  primer,
deoksiniikleotid trifosfat (ANTP), her biri farkli renkte ve dalga boyunda 1s1ma yapan
fluoresan boyalarla isaretlenmis dideoksi niikleotid trifosfat (ddNTP) ve DNA
polimeraz kullanilarak yeniden sentezlenmesi saglanan DNA kalibina zincir uzama
asamasinda floresan isaretleri niikleotidler eklenir. Her basamak sonunda uzamasi
sonlandirilmis fragmanlar elde edilir. Uriin olarak elde edilen dizi fragmanlarinin her
birinin 3’ucunda belli bir fluoresan ddNTP baglanmis olarak bulunmaktadir. Dizilerin
tagidiklar1 floresan sinyallerine gore dizilerinin belirlenmesi igin kapiller jel
elektroforezine yiikleme yapilir ve dizileme gergeklesir. Sanger dizileme genetik
hastaliklarla iligskili baz degisimlerinin belirlenmesi, gen polimorfizmlerinin

arastirilmasi igin sikc¢a kullanilmaktadir. [91]

2.4.2.2. Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme (YND) teknikleri, 1970'lerin sonlar1 ve 1980'lerin baslarinda
DNA dizileme alaninda 6nemli gelismelerin yasandigi bir donemde ortaya c¢ikmaya
baslamistir. Ancak, YND teknolojisinin gergek anlamda ortaya ¢ikisi ve gelisimi
2000'lerin baslarinda olmustur. Ilk olarak 454 Life Sciences (Roche) firmasi, DNA'y1
coklu pargalara boélen ve ardindan paralel olarak dizilenen bir teknoloji olan
"pyrosequencing" yontemini gelistirilmesiyle yeni nesil dizileme ¢aligmalari
baslamistir. Bu yoOntem, aymi anda yiiz binlerce DNA parcasinin dizilenmesini
saglamistir. Daha sonra, Solexa (Illumina) tarafindan gelistirilen bir diger 6nemli YND
teknolojisi olan "Sequencing by Synthesis (SBS)" piyasaya siiriilmiistiir. Bu teknoloji
ileDNA pargalarinin sentezlenerek dizilenmesini saglanmis, yiiksek miktarda veri
uretilebilmistir.. 2005 yilinda, ii¢lincii nesil dizileme yontemlerinden biri olan "Single
Molecule Real-Time (SMRT)" teknolojisi, Pacific Biosciences (PacBio) firmasi
tarafindan duyurulmustur. Bu teknolojiyle beraber tek bir DNA molekiiliiniin gergek
zamanli olarak dizilenmesiyle uzun DNA pargalarin1 okumasi saglandi. 2014 yilinda
Oxford Nanopore Technologies, nanopor tabanli dizileme teknolojisini piyasaya
sirmiistiir. Bu teknoloji, elektronik sensorlerle DNA'nin nanoporlardan gegisini
izleyerek dizileme temeline dayanmaktadir ve taginabilir cihazlarla gercek zamanli veri
elde etme olanagr saglamistir. Bu yenilik¢i teknolojilerin  gelistirilmesi ve
tyilestirilmesiyle YND, genetik arastirmalarin ve genomik calismalarin temel bir araci

haline gelmistir.



Sanger dizileme gibi eski nesil yontemlere kiyasla ¢esitli avantajlar sunan yeni
nesil dizileme teknikleri, birden fazla genin ya da genomdaki tiim genlerin birden fazla
ornekle es zamanli olarak tek bir test ile dizilenmesine olanak saglamistir. Yiksek

verimlilik ve hizda olmasi, daha diisiik maliyet sebepleriyle daha avantajlidir.

Yeni Nesil Dizileme teknikleri olarak cesitli seviyelerde dizileme saglayabilen
hedefli gen panelleri, hastalik iliskili birgok genin eszamanli dizilenmesini igeren klinik
ekzom dizileme, tiim ekzom dizileme (TED), tiim genom dizileme (TGD), tiim genom
dizilemeyle iliskili ekpresyon g¢alismalari, RNA dizileme ve metagenomik ¢aligsmalari
bulunmaktadir. Genomun kodlanmayan bolgeleri dahil olmak iizere genomik bilginin
en kapsamli halini arastiran Tiim Genom Dizileme yonteminin yanisira Tiim Ekzom
Dizileme yontemi genlerin islevsel elementlerini dizilediginden (tiim genomun %1,5°1)
genetik nadir hastaliklarin tanisinda daha sik  kullanilmaktadir. Ayrica sadece
arastirilmak istenen hastalikla iligkili genleri igeren hedefli dizileme yontemi olan gne
panelleri de oldukga sik kullanilan Yeni Nesil Dizileme tekniklerindendir. Hedeflenen
genler %99’a kadar kapsanabilmektedir ve genetik heterojeniteye sahip hastaliklar i¢in

daha diisiik maliyetli yiiksek kapsamli dizilemeye olanak saglamaktadir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Grubu

Bu tez c¢alismasi i¢in belirlenen olgular, Ocak 2020- Eylil 2023 tarihleri
arasinda 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dalina boy kisalig1 sebebi
ile bagvurmus etkilenmis hasta grubunda gergeklestirildi. Non sendromik boy kisaligi
bulunan etkilenmis olgular calismaya alinirken, boy kisaligi fenotipinin yaninda
sendromik bulgulari olan olgular ¢alismaya dahil edilmemistir. Kriterlere uygun secilen
125 olgu, bilgilendirilmis onam formlar1 ve onaylar1 alinarak periferik kan 6rneklerinin
incelenmesini kabul etmis ve ¢alismaya dahil edildi. Calismanin ayrica etik uygunlugu,
1.U. istanbul Tip Fakiiltesi Yerel Etik kurulu tarafindan etik uygunlugu onaylanmustir.
(Tarih:05.10.2022, tarih ve Say1: 1290653 say1).

3.2. Olgularm Klinik Degerlendirmesi

Olgularin cinsiyet, yas, antenatal ve natal Oykiileri sorgulanarak ayrintili fizik
muayene sonucunda elde edilen verileri (6zellikle boy uzunlugu, kilo, kula¢ boyu, bas
cevresi) dosyalarina kaydedildi. Ozellikle SHOX geni mutasyonlari ile iligkili Madelung
deformitesi gibi belirgin bulgular kontrol edildi. Ayrintil1 aile dykiisii alinarak en az {i¢
kusak iceren pedigriler hazirlandi. Olgularin dogumdan itibaren tiim verileri
karsilastirilarak not edildi. Gebelik donemindeki dis etkenler (teratojen maruziyeti,
sigara kullanimi1 vb.) sorgulandi ve dislandi. Psikososyal ¢evre, beslenme 0ykiisii, sosyo
ekonomik durumlar da gozetilerek, laboratuvar bulgulari da istendi. Ozellikle endokrin

bulgular incelenerek biiytime hormonu eksikligi gibi endrokrinolojik sebepler diglandi.

3.3. Klasik Sitogenetik Yontemler

Olgulardan alinmis olan periferik kan orneklerinden, her ornek i¢in en az iki
hiicre kiltliri olusturuldu. Mitoz boéliinen hiicrelerin  senkronizasyonu saglanarak
prometafaz asamasinda boliinmesi durduraldu ve metafaz plaklari elde edildi. Sirasiyla
kiiltiir, harvest, yayma ve bantlamadan sonra kromozom analizi gergeklestirildi. Klasik
karyotipleme yontemi uygulanarak, olgulardaki sayisal ve yapisal kromozom

anomalilerinin diglandi.



3.3.1. Kiiltiir Asamasi

Oncelikle 5 ml steril enjektdr icerisine 0.3 ml heparin ¢ekildi ve heparinin
enjektoriin tiim i¢ ylizeyine yayilmasi saglandi. Heparinli enjektore, her hastadan
yaklasik 2 ml kan alind1 ve kanin heparinle karigsmasi i¢in hafifge galkalandi, boylece
heparinin kanin pihtilasmasin1  6nlenmesi ve plazma eldesinin kolaylastirmasi

amaclandi. Enjektor lizerine hasta bilgileri yazili etiket yapistirildi.

Periferik kanlarin bulundugu enjektorler steril kabine alinarak ekim asamasina
gecildi. Hasta bilgilerine gore etiketlendirilmis steril tiiplere 5 ml PB-MAX
Karyotyping Medium (Gibco™) konuldu. Ardindan her enjektorden 0.04 ml (yaklagik 5
damla) olacak sekilde periferik kan tiiplere eklendi. Son olarak her tiipe 0.04 ml mitotik
uyarict olan Phytohaemagglutinin-M (PHA-M) ilave edildi. Tiplerin kapaklari sikica
kapatilarak karigsmasi i¢in hafifce ¢alkalandi ve 37°C etiive kaldirildu.

Periferik kandan kisa siireli hiicre kiiltiirii 72 saat stirmektedir. 67 saat 37°C
etiivde bekletilen kiiltiirlere 48. saatte 2 damla (6nceden hazirlanmis 1gr timidin+67ml
Bazal medyum soliisyonu) timidin eklendi. Bu sayede hiicre boliinmesi G1/S sinirinda
inhibe/bloke edilip tiim hiicrelerin senkronize olmasi ve daha fazla hiicrenin prometafaz
asamasinda yakalanmasi saglandi. Timidin eklenmesinden sonra tiipler yeniden 37°C
etiive kaldirildi. 67. Saatte timidinin uzaklastirilmasi icin tiim tiipler 10 dakika 1200
rpm santrifiij edilip 0.5 ml siipernatant birakilacak sekilde siipernatantlar atildi ve
kaldirilarak 5 ml PB-MAX eklendi. Tipler yeniden etiive kaldirildi.

71. Saatte tim tiiplere 0.04 ml (final konsantrasyonu 0.2 g/ml olan) stok
colcemid soliisyonu eklendi. Kiiltiirler 1 saat daha inkiibe edildikten sonra kromozom

eldesi asamasina gegcildi.

3.3.2. Harvest Asamasi

72. saatin sonunda kiiltiir edilmis tiipler, 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Her tiipiin dibinde 0,5 ml siipernatant kalacak sekilde tiiplerdeki siipernatantlar atildi ve
dipteki hiicreler kaldirildi. 37°C su banyosunda bekletilmis 0.075 M KCI her tiipe ilave
edilerek tekrar 37°C etiive kaldirildi ve tiipler 7 dakika boyunca hipotonik soka maruz
birakildi. Bu esnada 3:1 metanol:asetik asit oraninda fiksatif soliisyonu hazirlanarak
(her tiip i¢in yaklasik 21 ml olacak sekilde) +4°C dolaba kaldirildi. Yedi dakikanin
sonunda tiipler tekrar 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar her tiipte
0,5 ml birakilacak sekilde atildi ve dipteki hiicreler vorteksle kaldirildi. Tiip vorteks



tizerindeyken damla damla onceden hazirlanmis fiksatif eklenerek tiim tiiplerin ilk
fiksasyon asamasi tamamlandi. Fiksasyon, hiicrelerin sabitlenmesi ve hiicre
membranindaki suyun uzaklastirilarak elastikiyetinin kaybina, yani hiicrelerin
sabitlenmesine neden olur. Tiipler 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve 2 kez daha
ayni islemler tekrarlandi. Boylece kiiltiir tiipleri toplamda 3 kez fiksatif ile yikanmis

oldu.

3.3.3. Yayma ve Bantlama Asamasi

Son yikama asamasinda 0.5 ml siipernatant kalacak sekilde siipernatantlar atildi.
Pelet bir pipet yardimiyla homojen hale getirildi. Yayma asamasia gecilirken en
onemli detay olan odanin neminin %45-48 ve sicakliginin 23-24°C olmasima dikkat
edildi. Hastaya ozel etiketlenmis lam iizerine nefes verilerek lamin bugulanmasi
saglandi ve yaklasik 45° ag¢idan 50 cm yukaridan 1-2 damla damlatilarak yayma islemi
gerceklestirildi. Yayma yapilan lam inverted mikroskopta kontrol edilerek mitotik
indeks ve sitoplazma kalintis1 kontrol edildi, duruma gore yayma teknigi gelistirelerek,
her hasta igin 3-4 lam olacak sekilde yayma bitirildi. Preperatlar kuruduktan sonra 45
saniye U.V. 1sik altinda bekletildi ve eskitildi (yaslandirildi). GPL bantlamasina

gecmeden Once gerekli soliisyonlar hazirland.

Stok Leishman soliisyonu: 1 gram leishman boyasi (Sigma) ve 500 ml metanol
(Merck) karistirilir ve 70°C su banyosunda ¢ozdiiriiliir. Cozelti 1 gece oda sicakliginda

bekletilir.

Stok Gurr buffer: 1 adet Gurr buffer tablet (0.47 gr/lt Na2HPO4.2H20, 0.47
gr/lt KH2PO4)(merck) 1 litre distile suda ¢dzilindiiriiliir ve pH’inin 7 oldugu kontrol
edilerek 1 gece oda sicakliginda bekletilir.

PBS cozeltisi: 8 gr NaCl (M:58,44 gr/mol-merck), 0.2 gr KCI (M: 74,55
gr/mol-Riedel-de haen), 0.2 gr K2HPO4 ( M: 136,09 gr/mol), 144 gr
Na2HPO4.2H20 (M: 177,99 gr/mol) tartilir ve hepsi 1 litre distile suda ¢oziindiiriiliir.
(pH:7 olmalidir)

Pankreatin soliisyonu: 0.1-0.2 gr (sicaklik, nem, kromozom kalitesine gore
degismektedir) tartilan pankreatin ile 100 ml PBS ¢dzeltisi karigtirilarak 37°C su

banyosunda soliisyon 1sinana kadar bekletilir.



Boya hazirlanmasi: 80 ml Gurr buffer lizerine 20 ml stok leishman boya

konularak, boyanin 1sisinin 23°C gelmesi beklenir.

Hazirlanan pankreatin ve boya soliisyonlarina ek olarak distile su iceren 5 adet
cam sale hazirlandi. Eskitilmis lamlar 6nce 37 derecedeki pankreatin soliisyonunda 35
saniye bekletildi (Bu siire sicaklik, nem, kromozom kalitesine gore degisebilmektedir.)
Pankreatinden ¢ikarilan lamlar distile su igerisinde birka¢ saniye bekletildikten sonra
boya ¢ozeltisine konarak ve 2 dakika bekletildi. Ardindan boyanin arindirilmasi igin
distile su igeren li¢ salede yikama islemi yapildi. Mikroskop altinda incelenen
preparatlardaki metafaz gorilintilleri ve bant kalitelerine gore pankreatin siiresi

diizenlenerek bitirildi.

3.3.4. Analiz
Bantlanan preparatlar metafaz tarama cihazina yerlestirildi. Cihaz tarafindan

¢ekilen metafaz goriintiilerinden her hasta igin en az 20 metafaz alani1 analiz edildi.

3.4. Molekiiler Sitogenetik Yontemler

3.4.1. FISH incelemesi

Florescence In Situ Hybridization (FISH) teknigi spesifik kromozom
anomalilerini ve klasik karyotiplemeyle goriilmeyen submikroskopik delesyonlar: tespit
etmek icin kullanilmistir. Bu ¢alismada, SHOX geni bolgesine 6zgiin prob kullanilarak
FISH incelemesi yapilmistir ve bu sayede SHOX genindeki submikroskopik delesyon ve

duplikasyonlarin tespit edilmesi amaglanmistir.

3.4.1.1. Ornegin Hazirlanmasi

Oncesinde klasik karyotipleme igin calisilmis ve fiksatifli hiicre dipleri
saklanmis olan Ornekler tekrar yayma i¢in hazirlandi. Nemi %45-55 ve sicakligr 23-
24°C olarak yayma igin optimum sartlar hazirlandiktan sonra her olgudan 1 lam yayildi.

Mikroskopta yeterli metafaz ve interfaz hiicrelerinin kalite ve miktari1 kontrol edildi.

3.4.1.2. Hibridizasyon Asamasi

Tim olgulara SHOX genine 6zgiin SHOX probu ¢alisildi. 1 ul prob, 5 ul
hibridizasyon soliisyonu ile karistirilarak lam iizerindeki metafaz ve interfaz
yogunlugunun en ¢ok oldugu boélgeye konuldu. Ardindan yaklasik 45° agiyla probu

kapsayacak sekilde lam iizerine lamel kapatildi. Preparatlar hibridizasyon cihazina



yerlestirildi. 5 dakika 72°C denatiirasyondan sonra gece boyu 37°C’de bekleyecek

sekilde hazirlanmis program ayarlanarak lamlar hibridizasyona birakildi.

3.4.1.3. Hibridizasyon Sonrasi1 Yikamalar

Hibridizasyon sonrasinda lamlar iizerinden lameller ¢ikarildi. Lamlar ilk olarak
72°C 2xSSC soliisyonunda 1 dakika bekletildi. Ardindan oda isisindaki 0,4xSSC
solisyonunda 1 dakika yikandi. Yikamalar1 yapilan preparatlarin  kurumasi

beklenmeden her birine 5 pl DAPI damlatildi ve lamel kapatildi.

3.4.1.4. Analiz ve Degerlendirme
FISH tarama cihazina yerlestirilen preparatlar, DAPI, FITC ve Texas red
filtrelerinde incelenecek sekilde ayarlanarak taratildi. Cihaz tarafindan ¢ekilen metafaz

ve interfaz alanlar1 incelenerek analiz edildi.

3.4.2. Array-CGH Calhismasi
Array-CGH (a-CGH), karsilastirmali genomik hibridizasyon ve mikrodizin
teknolojisi sayesinde genomdaki dengesizlikleri DNA diizeyinde inceleme imkani

sunan bir molekiiler sitogenetik yontemidir.

Bu calisma igin, klasik karyotipleme ve FISH incelemelerinde herhangi bir
anomali saptanmamis 20 olgu secildi. Uygulanan a-CGH teknigindeki mikroarray
4x180K array tipi, CGH+SNP prob tipi, 180K prob sayisi ve 7,3 Kb prob mesafesi

ozelliklerine sahiptir.

Array-CGH calismasindaki is akisi sirasiyla Sekil 3-1’de gosterildigi gibi

olusturulmustur.

DNA DNA'NIN DNA'NIN i P TARAMA VE
[ iZOLASYONU ]’[ KESILMESI H ISARETLENMESI ]’[ PURIFIKASYON H HIBRIDIZASYON ]’[ YIKAMA H ANALIZ ]

Sekil 3-1: a-CGH is akis semasi.

3.4.2.1. DNA izolasyonu
Calismanin ilk asamasinda, olgulardan alinan periferik kan 6rneginden DNA

izolasyonu yapmak i¢in otomatik DNA izolasyon cihazi ve EZ1&2 DNA Blood Kit kiti



(Qiagen) kullanildi. Elde edilen DNA oOrneklerinin safligmin ve yogunlugunun
belirlenmesi i¢in Nanodrop 2000c (Thermo Scientific) kullanildi. Spektrofotometrik
olarak olgiilen DNA safligt A260/280 nm ve A260/230 nm dalga boylarindaki Kkriterler
olciitiinde degerlendirildi. (Ideal saflik igin degerlerin 1,60 ve 2,00 arasinda olmasi

gerekmektedir.)

3.4.2.2. DNA’nin Kesilmesi

DNA’nin uygun uzunlukta parcalarinin elde edilebilmesi i¢cin hem hasta hem de
hasta ile ayni cinsiyetteki referans Orneklerine RSA ve Alul restriksiyon enzimleri
kullanildi. Soguk blok iizerine yerlestirilen 0,2 uL’lik PZR tiiplerine her 6rnek ig¢in 500
ng DNA eklendi. Ardindan kite uygun olarak 2 pl niikleaz icermeyen dH20, 2,6 pl 10x
restriksiyon enzim tamponu, 0,2 pl Bovine serum albumin eklendi ve karistirildi. Son

olarak restriksiyon enzimi olarak 0,5 ul Alu I ve 0,5 ul Rsa eklendi.

Karisim oncelikle 2 saat 37°C’de enzimlerin aktivasyonu ig¢in bekletildi ve
ardindan 20 dakika 65°C’de inkiibe edildi. Islem sonucunda 6rnekler soguk blok icinde
-20°C sogutucuya kaldirildi.

3.4.2.3. Hasta ve Referans DNA’larin isaretlenmesi

Daha once kesilen DNA oOrnekleri her hasta ve referans oOrnekleri igin
hazirlanmis 0,2 pL’lik PZR tiiplerine alind1 ve 95°C’de 3 dakika boyunca denatiire
edildi. Denatiirasyon sonunda tiipler soguk blok tizerine alindi ve 5 dakika bekletildi.
[saretleme (labelling mix) soliisyonu her érnek icin 2 ul niikleaz icermeyen dH20, 10 pl
5x reaksiyon tamponu, 5 pul 10x dNTPs ve 1 pl Exo (-) Klenow enzimi ve 3 pl
florokromlu dUTP eklendi. Isaretleme soliisyonlarinda referans DNA i¢in Cyanine5
(Cy5) (mavi) kullanilirken, hasta DNA 06rnegi ig¢in DNA Cyanine3 (Cy3) (pembe)
kullanildi.

Hazirlanan isaretleme soliisyonu DNA 6rneklerine karistirildiktan sonra santrifij
edildi ve 37°C termal dongii cihazinda 2 saat, 65°C’de 10 dakika bekletildi. Ardindan

tiipler soguk blok iizerine alinarak -20°C sogutucuya kaldirildi.

3.4.2.4. Piirifikasyon
Isaretlenmis DNA &rnekleri High Pure PCR Template Preparation Kkiti
kullanilarak saflastirildi.



Ornek DNA sayist kadar mikrosantrifiij tiipii filtreli kolon icerecek sekilde
hazirlandi. Kolonlarin igerisine 430 ul TE tamponu ve DNA 6rnekleri eklendi ve iyice
karistirldi. Tiipler 14.000 g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra filtreden siiziilen sivi
atildi. Her kolona 480 ul TE tamponu eklendikten sonra 14.000 g’de 10 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij edilen kolonlar ters ¢evrildi ve yeni tiiplere yerlestirildikten sonra 1000
g’de 1 dakika santrifiij edildi. Yeni tiiplere aktarilmis saflagtirilmis DNA Ornekleri
soguk blok tizerine alind1 ve kolonlar atildi. Nanodrop cihazi yardimiyla piirifike DNA

orneklerinin konsantrasyon ve floresan boya absorbsiyon degerleri 6l¢iildii.

3.4.2.5. Hibridizasyon

Nanodrop ile 6l¢iilmiis konsantrasyon ve absorbans degerlerine gére her drnek
icin spesifik aktivite ve hibridizasyon icin kullanilmasi gereken son hacim degerleri
hesaplandi. Her 6rnek i¢in hesaplanmis DNA miktari, érnege gore etiketlenmis 0,2
mL’lik PZR tiiplerine eklendi. Eklenen DNA 06rnegi dahil toplam hacim 39 pl olacak

sekilde tiiplerin lizerlerine niikleaz igermeyen dH.O eklendi.

Ardindan her 6rnek i¢in hibridizasyon karigimi hazirlanmasi i¢in kite uygun
olarak 5 pl Cot-1 DNA (1 mg/mL), 11 ul 10x a-CGH Blocking Agent ve 55 ul 2x HI-
RPM soliisyonlar1 karistirildi. Toplam 71 pl olan hibridizasyon soliisyonlari, 6rnegin
icinde bulundugu tiiplere eklendi ve toplamda 100 pl karigim elde edildi. Hibridizasyon
icin hazirlanmig Ornekler 95°C’de 3 dakika ve sonrasinda 37°C’de 30 dakika

inkiibasyona birakild.

Yiikleme slayti tizerinde orneklerin yerlesim yerleri belirlendikten sonra inkiibe
edilmis ornekler her birinden 100 ul olacak sekilde ilgili bolgeye yiiklendi. Yiiklemeler
yapildiktan sonra, a-CGH problar1 igeren slayt, barkod konumlarina dikkat edilerek
yiikleme slayt1 {izerine kapatildi. Onceden 1sitilmis hibridizasyon firinina yerlestirilen

yiikleme slayt1 67°C 20 rpm’da yaklasik 20 saat inkiibe edildi.

3.4.2.6. Yikama

Inkiibasyon i¢in gecen 20 saatin sonunda slaytlar yikama asamasina alindi. Bu
asama i¢in slaytlarin yikanmasi i¢in hazir olan kit kullanildi. Yiikleme slayt1 ve problari
iceren a-CGH slayti, oda sicakligindaki Yikama-1 soliisyonu igerisinde bir penset
yardimiyla slaytlar birbirinden ayrild. Yiikleme slaytt bir slayt tutucu igerisine

yerlestirildi. Slayt, manyetik karistirici lizerinde Yikama-1 soliisyonunda 5 dakika,



1siticili manyetik karistiricr lizerindeki Yikama-2 soliisyonunda ise 1 dakika boyunca
yikandi. Ardindan manyetik karistirici iizerindeki asetonitrilde 10 saniye yikanan slayt,

stabilize edici ve kurutucu soliisyon igerisinde 30 saniye yikandi.

3.4.2.7. Tarama ve Analiz

Yikama islemi tamamlandiktan sonra slaytlar Agilent Technologies SureScan
Microarray Scanner cihazmma yerlestirildi. Tarama cihazinda uygun program
kullanilarak tarama iglemi baslatildi. Tarama sonunda elde edilen ve prob baglanma
bilgilerini igeren goriintii dosyast Agilent Feature Extraction for CytoGenomics analiz
programina aktarildi ve .txt dosya formatina dontistiiriildii. CytoGenomics (ver.5.1.2.1,

Agilent) kullanilarak a-CGH verileri analiz edildi.

Analiz edilirken standart hata ve log2 ratio degerlerine gore diigiik kaliteli problama
bolgeleri diglandi. Ardindan standart filtreleme yapilarak minimum prob baglanma
sayist 3 olarak belirlendi. Delesyon ve duplikasyon i¢in minimum KSD boyutu 50 ve
100 kb olarak belirlendi. Hasta ve referans genomdaki prob baglanma oranlarinin
karsilastirilmasiyla saptanan degisimler i¢in biyoinformatik analizler ve klinikle iligkisi
icin belirli veri tabanlar1 kullanildi. Kullanilan veri tabanlari1 sunlardir: Database of
Genomic Variants (DGV), DECIPHER, Franklin (by Genoox), Online Inheritance in
Man (OMIM), ACMG, ClinVar, HGMD.

3.5. Molekiiler Yontemler

3.5.1. Ion Torrent Tabanh Gen Paneli ile Dizileme

Yeni Nesil Dizileme yontemi kullanilarak SHOX geninin milyonlarca fragmaninin es
zamanl olarak yiiksek sayida ve yiiksek ¢oziiniirliikte dizilenmesi planlandi. Yeni Nesil
Dizileme yontemi olarak Ion Torrent (Thermo Fisher) PGM platformu seg¢ildi ve panel
gen testi tasarlandi. Boylece SHOX geninin yanisira boy kisalig ile iligkili birgok genin

es zamanli olarak dizilenmesi amaglandi.

3.5.1.1. Hedef Genlerin Belirlenmesi
Hedef genler belirlenirken profesyonel veritabanlar1 olan OMIM ve HGMD
kullanild1 ve giincel literatiirler incelendi. Panel ¢alismasi i¢in segilen kitteki 25 gen ve

boy kisalig ile iligkisi Tablo 3-1°de gdsterilmistir.



Tablo 3-1: Boy kisahg1 panel ¢calismasindaki genler, kahitim modelleri ve iliskili olduklar klinik

GEN LOKUS KALITIM ILISKILi OLDUGU KLIiNiK (OMIM)
oD Sendromik mikroftalmi 6 (607932
BMP4 14q22.2 - Orofasiyal yarik 11 (6006§5) :
FGF8 10g24.32 OD Hipogonadotropik hipogonadizm 6 (612702)
SMo Ensefalokraniyokutandz lipomatoz (613001)
oD Hartsfield sendromu (615465)
oD Hipogonadotropik hipogonadizm 2 (147950)
FGFR1 8p11.23 oD Jackson-Weiss sendromu (123150)
oD Osteoglofonik displazi (166250)
oD Pfeiffer sendromu (101600)
oD Trigonosefaly 1 (190440)
OR izole biiytime hormonu eksikligi tip 1A (262400)
- Izole biiyiime hormonu eksikligi tip 1B (612781
GH1 179233 oD izole bﬁgﬁme hormonu eksikligi tig 2 (1(73100) :
OR Kowarski sendromu (262650)
OR Laron sendromu (262500)
GHR 5p13.1- = Biiyi.ime hormonuna artan yanit
p12 = Parsiyel biiylime hormonu duyarsizlig1 (604271)
oD Ailevi hiperkolesterolemi (143890)
Izole biiylime hormonu eksikligi
GHRH 20q11.23 GHRF h}il:)lersekresyonu nedenl%gigantizm
GHSR 3026.31 OD, OR Izole parsiyel bityiime hormonu eksikligi (615925)
OD, OR Hipofiz anomalileri ile giden biiyiime hormonu eksikligi (182230)
HESX1 3p14.3 OD, OR Kombine hipofiz hormon eksikligi 5 (182230)
oD, OR Septooptik displazi (182230)
HHIP 4931.21 Kombine hipofiz hormon eksikligi (606178)
IGF1 12qg23.2 OR Sagirlik ve biligsel gerilik ile giden biiyiime geriligi (608747)
IGFIR  15026.3 OD,OR IGF-1 direnci (270450)
IGFALS 16p13.3 Asit-kararsiz alt {inite eksikligi (615961)
IGFBP3 7p12.3 Biiyiime inhibitorii olarak etkilidir.
IGSF1 XQ26.1 X’e bagli resesif Santral hipotiroidizm ve testikiiler genisleme (300888)
LHX3 9934.3 OR Kombine hipofiz hormon eksikligi 3 (221750)
LHX4 1925.2 oD Kombine hipofiz hormon eksikligi 4 (262700)
oD Sendromik mikroftalmi 5 (610125)
OTX2 14qg22.3 oD Kombine hipofiz hormon eksikligi 6 (613986)
(0]D) Erken baslangich retinal distrofi (610125)
POU1F1 3pill.2 OD, OR Kombine hipofiz hormon eksikligi 1 (613038)
PROKR2 20p12.3 oD Hipogonadotropik hipogonadizm 3 (244200)
PROP1 5035.3 OR Kombine hipofiz hormon eksikligi 2 (262600)
OD Holoprozensefali 3 (142945)
oD Kolobomlu mikroftalmi 5 (611638
ol R Sizensefali (269160) ( )
oD Ust ¢enede santral tek kesici dis (147250)
OR Langer mezomelik displazi (249700)
SHOX Xp22.33 OD Leri-Weill diskondrostozu (127300)
- Ailevi idiyopatik boy kisalig1 (300582)
SOX3 Xq27.1 X’e bagh Izole_bﬁyﬁme h_ormonu eksikligi ile giden biligsel gerilik (300123)
kalitim Panhipopituitarizm (312000)
Immiin yetmezlikle giden biiylime hormone duyarsizligi (245590
STATSB  17q21.2 Lésemi,yakut promyilositik, Zomatic (102578) ’ . :
WDR11 10¢26.12 OD Hipogonadotropik hipogonadizm 14 (614858)




Yukarida gosterilen genlerin hedef bolgelerinin toplam 319 b¢’lik parcasinin dizi
kapsamina alinamamistir. Genomik lokalizasyon ve dizi motifleri nedeniyle uygun
tasarim yapilamayan FGF8, IGFALS, IGFBP3, LHX3, SHOX ve WDR11 genleriyle
beraber paneldeki genlerin %99,25’1 dizide kapsanmustir.

3.5.1.2. Kiitiiphane Hazirlanmasi
Kiitiiphane, Ion Ampliseq Library Kit 2.0 (Life Technologies) protokolleri

uygulanarak hazirlandi.

Onceden izole edilmis ve saflastirilmis 10 hastanin DNA 6rnekleri hazirlandi.
Oncelikle hedef gen bolgelerin amlifikasyonu igin iki adet primer havuzu hazirlandi.
Primer havuzunu hazirlamak ic¢in 4 pl 5X Ion Ampliseq HiFi Mix ve 10 pl 2X Ion
Ampliseq Primer Havuzu karistirildi. Plate i¢ine hasta basina iki farkli soliisyon ve iki
pool olacak sekilde, her pool’a 14 pl 2X Primer Havuzu i¢in Hazirlanan Miks ve 6 pl
seyreltilmis DNA 6rnegi konuldu. Plate ilizerine MicroAmp® adhesive film kapatildi ve
vortekslendikten sonra santrifiij ile ¢oktiiriildii. Uriinleri igeren plate termal déngii

cihazina yerlestirildi.

PZR islemi sirasiyla, enzimi aktive etmek i¢in 99 T’de 2dk, denatiirasyon igin 99 T’de
15 saniye, baglanma ve uzatma i¢in 60T’de 4dk (19 cycle) ve 10TC’de bekleyecek
sekilde gerceklestirildi.

3.5.1.3. Primerlerin Kismi Olarak Kesilmesi

PZR islemi sonucu iki primer havuzuyla ¢ogaltilmis DNA {irlinleri, her birinden
10 pl alinarak toplam hacim 20 pl olacak sekilde birlestirildi. Birlestirilmis PZR
triinlerine 2 pl FuPa Reagent eklendi. Plate {izerine MicroAmp® adhesive film
kapatildiktan sonra vortekslendi ve plate igerisindeki {irtinler kisa siireli santrifiij ile
coktiirildii. Ardindan plate termal dongii cihazina konuldu. Termal dongii cihazi

programu sirastyla 10 dakika 50 °C, 10 dakika 55 °C, 20 dakika 60 °C ve 1 saate kadar
10 °C’de bekleyecek sekilde ayarlandi ve cihaz calistirildi.

3.5.1.4. Adaptorlerin Baglanmasi ve Barkodlama

Her hasta igin farkli barkod (lon ExpressTM Barcode) belirlendi. 2 ul segilmis
Ion XpressTM Barcode X1, 4 pl nukleaz igermeyen su ve 2 pl lon P1 Adapter
karistirildi. Boylece 1:4 oraninda seyreltilmis barkod adaptor karisimi hazirlanmis oldu.

Bu karisim her hasta i¢in se¢ilen barkodla ayr1 olarak hazirlandi.



Primerlerin kesiminden sonra 22 ul olan PZR iiriinlerinin her birine 4 pl Switch
soliisyonu, 2 pl barkod-adaptor karisimi, 2 pl DNA ligaz eklendi ve 30 pl son hacim
elde edildi. Ardindan plate iizerine MicroAmp® adhesive film ile kapatildi, vorteks ve
kisa siireli santrifiij ile sollisyonlar karigtirilip ¢oktiiriildii. Ardindan sirasiyla 30 dakika
22 °C, 10 dakika 72 °C ve 1 saate kadar 10 °C’de bekleme olacak sekilde programi

ayarlanan termal dongii cihazina yerlestirildi.

3.5.1.5. Barkodlanan Uriinlerin Saflastirilmasi
Ligasyon asamasi sonrasinda fazla DNA materyalinin ve enzimlerin

uzaklagtirilmasi i¢in {irtinler saflagtirildi. Saflastirma iki asamadan olusmaktadir:

1. Asama: Her Ornek icin hacminin 0.5 kati olacak sekilde (50 pl olarak
bulunan orneklere 25 pl) Agencourt® AMPure® XP Reagent eklendi ve
pipetaj yapildi. Bu asamada 0.5X hacim oraninda 6rnek-bead siispansiyonu
elde edilmis oldu. Karisimlar oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra
plate manyetik raf tizerine (DynaMagTM-96 Side Magnet [Cat.n0.12331D])
alind1 ve oda sicakliginda yaklasik 5 dakika inkiibe edildi. Siipernatant
icinde amplikon ve primerler kalirken, molekiiler agirligr yiiksek olan DNA
bead’lere baglandi ve c¢oOktiiriildii. Magnet iizerindeki plate icerisindeki
soliisyonlarmn berraklagip, pelletlerinin koyu sekilde belli olduktan sonra,
amplikonlari igeren siipernatanlar dikkatli bir sekilde yeni bir plate igerisine

aktarildi. Bu asamada barkodlanan hastalarin karismamasina dikkat edildi.

2. Asama: Siipernatantlarin bulundugu plate icerisindeki her bir 6rnege 60 pL
Agencourt® AMPure® XP Reagent eklendi ve 1.2X oraninda DNA-bead
slispyansiyonu hazirlandi. Pipetaj yapildiktan sonra plate yeniden
MicroAmp® adhesive film ile kapatildi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
edildi. Ardindan manyetik raf iizerine alinan plate en az 3 dakika boyunca
bekletildi. Bu siiregte amplikonlar beadlere baglanarak ¢oktiiriildi ve
siipernatant sollisyonunda primerler birakildi. Soliisyon berraklastiktan sonra
siipernatantlar dikkatlice atildi. Peletler iizerine taze hazirlanmis %70’1lik
etanolden her kuyuya 150 ul eklendi. Plate yanlara hareket ettirilerek
igerisindeki beadlerin yikanmasi saglandi ve sonrasinda siipernatant atildi.
Bu islemi iki kez tekrarladiktan sonra etanoliin tamamen uzaklastirilmasi

icin plate manyetik raf {izerinde oda sicakliginda 5 dakika, asir1 kurumasi



Onlenecek sekilde kurumaya birakildi. Magnet ilizerinden alinan plate
icerisindeki beadlerin tizerine 50 uL Low TE eklendi. MicroAmp® adhesive
film ile kapatilan plate vorteks ve kisa santrifiij sonrasinda soliisyonlarin
iyice karigmasi igin pipetaj yapildi. Ardindan plate yeniden kapatilarak 2

dakika boyunca manyetik raf iizerine alindu.

Saflastirma  islemi  tamamlandiktan  sonra  kiitiiphane  friinlerinin
normalizasyonun belirlenmesi i¢in Qubit® 2.0 fluorometre kullanilarak iiriinler 6l¢iildii

ve sulandirma faktorleri hesaplandi.

Qubit® dsDNA HS assay kiti Qubit® dsDNA HS Buffer ile 1:200 oraninda ¢aligmada
kullanilamak {izere sulandirildi. Cogaltilmis Ion AmpliSeqTM kiitiiphane iiriinlerinin
her birinden 10 pl alinarak 190 puL sulandirilmis boyali reaktif ile karistirildi ve 2 dakika
boyunca inkiibe edildi. Qubit® 2.0 Fluorometer’de sulandirilmis {irtinlerin
konsantrasyonlart oOlgiildii. Qubit Olglim cihazinin “Calculate Stock Concentration”
butonundan 6rnek hacim ayar1 10 pl olarak ayarlandi. Kiitiiphanelerin
konsantrasyonlari, fluorometrede ¢ikan degerleri 20 ile garpilarak hesaplandi. Elde

edilen verilerde kiitiiphane tiriinlerinin konsantrasyonlart 3001500 ng/ml arasindadir.

3.5.1.6. Taslak Hazirlanmasi
Bu asamada her bead’e bir amplikon baglanmasi ve yag kiirecigi i¢inde Klonal olarak
cogalmast  amaglandi.  Kiitliphane  iriinlerinin ~ klonal  amplifikasyonu ve

zenginlestirilmesi i¢in emiilsiyon bazli PZR uygulandi.

gDNA  Fragment

lon AmpliSeq TM lon AmpliSeq TM veya  Amplikon

lon Total RNA-

DNA Kiitiiphanesi RNA Kiitiiphanesi Kiittiphanesi Seq kiitiiphanesi
Kiitiiphane
Konsantrasyonu 100 pM 100 pM 100 pM 100 pM
Kiitiphane hacmi 2 pL 4 uL 6.5 uL SuL
Niikleazdan
arindirilmig  suyun 23 pL 21 pL 18.5 uL 20 uL
hacmi
Amplifikasyon
soliisyonuna
eklenecek total 25 pL 25 uL 25 uL 25 ulL

seyreltilmis
kiitiiphane hacmi




Yukaridaki tabloda gosterilen prosediire uygun sekilde hazirlandi. Hazirlanan
kiittiphane Orneklerin her birinden 2 pl alindi ve toplam hacim 25 pl olacak sekilde
tizerlerine niikleaz igermeyen su eklendi. Bu islem sonucunda firiinler 12 pM’a
seyreltilmis oldu. Ardindan emiilsiyon PZR icin asagidaki tabloda verilen prosediire

uygun olarak emPZR ¢ozeltisi hazirlandi.

Malzeme Hacim
lon PGM Template Hi-Q™ View Reagent Mix 800 pl
lon PGM Template Hi-Q™ View Enzyme Mix 50 ul

Niikleazdan arindirilmis su 25 ul
Seyreltilmis kiitliphane 25 ul
Toplam hacim 900 pl

Emiilsiyon PZR ¢6zeltisi hazirlandiktan sonra vortekslendi ve iizerine 100 pl Ion PGM
Template Hi-Q™ View Ion Sphere Particles eklendi. Toplam hacim 1000 pl’ye
tamamladi. Kiitiiphane {irtinlerinin bulundugu emPZR karisim1 vortekslendikten sonra
reaksiyon filtresine (Ion PGM OneTouch Plus Reaction Filter Assembly) yiiklendi ve
Ion OneTouch 2 cihazinda emiilsiyon PZR yapildi.

Emiilsiyon PZR sonrast iirlinler 10 dakikalik santrifiij ile c¢oktiiriildii. Coktiiriilen
amplikon yiikli partikiillerin bulundugu 100 upl’lik driin birakilarak tizerindeki
siipernatantlar atildi. Ion OneTouch Yikama Soliisyonundan 500 pl iiriinlere eklenerek
pipetaj yapildi ve lriinler yeni bir eppendorf tiipline aktarildi. 2,5 dakikalik santrifiij
sonrasinda yeniden tlipte 100 pl ¢ozelti birakilacak sekilde siipernatantlar atildi. Bu
esnada emiilsiyon PZR iirlinlerinin zenginlestirilmesi i¢in melt-off ¢ozeltisi hazirlandi.
280 pl Tween® Solution ve 40 ul 1 M NaOH birlestirilerek toplam hacmi 320 pl ve
final yogunlugu % 0.1 Tween® 20 deterjan ve 125 mM NaOH olan melt-off ¢ozeltisi

hazirlandi.

Streptavidin C1 boncuklarmin yikanmasi i¢in DynaBeads® MyOneTM Streptavidin C1
Beads ¢ozeltisinden 13 pul alinarak 1.5 ml’lik ependorf tiipline aktarildi. Tiip manyetik
raf iizerine alinarak (DynaMagTM -2 Magnet) oda 1s1sinda 2 dakika boncuklarin tiip
duvarina yapigmasi i¢in bekletildi. Ardindan siipernatant atildi ve 130 ul MyOneTM



Beads Wash Solution eklendi. Manyetik raf {izerinden alinan ¢dzeltiye pipetaj yapildi

ve boylece streptavidin C1 boncuklari, stok ¢ozeltiden uzaklastirilmis oldu.

Son olarak, hazirlanan tim ¢ozeltiler ve emiilsiyon PZR iiriinleri zenginlestirme igin 8

kuyulu levhaya yiiklendi. Eklenen c¢dozeltiler ve kuyucuklart asagidaki tabloda

gosterilmistir.
Kuyu Numarasi Yiiklenen Malzeme

Kuyu 1 Emiilsiyon PZR {iriinii (100 pul)
Kuyu 2 DynaBeads®];\gzc(l)sn(el"l;1\(;I“SIt)reptavidin C1
Kuyu 3 Ion OneTouchTM Wash Solution (300 pl)
Kuyu 4 Ion OneTouchTM Wash Solution (300 pl)
Kuyu 5 Ion OneTouchTM Wash Solution (300 pl)
Kuyu 6 Bos
Kuyu 7 Taze hazirlanmig melt-off ¢ozeltisi (300 pl)
Kuyu 8 Bos

Zenginlestirme {irtinleri ¢ipe yiiklenecegi i¢in hacimleri ¢ip kapasitesine gore belirlendi.

Ardindan 8 kuyulu levha Ion OneTouchTM ES cihazina konuldu.

3.5.1.7. Dizileme

Dizileme i¢in Ion PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit kullanildi. lon PGMTM
cihazinin kanallarmin tikanmasin1 6nlemek calisma 6ncesinde cihazin 18 MQ su ve
klorid tablet ile yikamasi, pH kalibrasyonlar1 yapildi ve iiriinler ¢ipe (Ion 318™ Chip
v2) yiiklendi. Dizileme plan1 asagidaki tabloda goriildiigii gibi ilerlemistir.

lon Reporter Version: 5.6
Ornek DNA
Hedef Teknigi AmpliSeq DNA
Ton reporter is akisi SS_CHD_W_HOTSPOTV6
Kiitiiphane hazirlanmasinda kullanilan kit lon AmpliSeq 2.0 Library Kit

Kiitiiphane anahtari lon TCAG (TCAG)




Template Kiti Ton PGM™ Hi-Q™ View OT2

Dizileme Kiti lon PGM Hi-Q View Sequencing Kit
Akis sayist 850
Cip Tipi Ion 318™ Chip v2
lon P1B
3' Adaptor: (ATCACCGACTGCCCATAGAGAGGCTGA
GAC)
Barkod lonXpress
Boncuk yiikleme (%) 10
Anahtar Sinyal (1-100) 30
Kullanilabilir dizi (%) 30
Referans Kiitiiphane Hg 38 (Homo sapiens)
Hedef Blgeler SS_CHD_IAD116213 197 Designed
Hotspot Bolgeler SS_CHD_hotspots_v6
Eklentiler coverageAnalysis, FileExporter, RunTransfer,

variantCaller (germline_low_stringency)

Proje SS_CHD

3.5.1.8. Verilerin Analizi

Dizileme sonrasinda BAM dosyalari, Coverage Analysis v5.6.0.1, Torrent
Variant Caller v5.6.0.4 gibi eklentileri bulunan Torrent Server yazilimina aktarildi.
Kapsanmayan veya yeterli okuma derinligi elde edilemeyen bdolgeler arastirilarak kalite
incelemeleri tamamlandi. Ardindan analiz icin Ion Reporter Uploader programi
kullanilarak veriler bulut bazli varyant analizi, annotasyonu ve raporlama programi olan

lon Reporter (v.5.6)’a aktarildi.

Hedef ve hotspot bolgeleri iceren BED dosyasi lon Reporter’a eklendi ve gerekli
parametrelerin Onerilen araliklarda olmasina 6zen gosterilerek verilerin analiz edilecegi
analiz akis semas1 olusturuldu. Her hasta i¢in saptanan degisimlerin degerlendirilmesi
hotspot mutasyon dosyasi verileri, NoRef, NoCall ve dbSNP mindr allel frekansi
(MAF) filtreleri kulanilarak yapildi. Mindr allel frekanst (MAF) degisimi filtresi
frekans1 %]1’°in altindaki degisimleri gosterecek sekilde ayarlandi. Ayrica 1000 Genom

Projesi veri tabanindan, UCSC ve RefSeq veritabanlarindan sik varyantlar filtrelendi.



Ekspresyon paternleri, degisimlerin kodlanan proteine etkisi, tiirler aras1 korunmusgluk
gibi veriler dikkate alinarak hastalarda saptanan varyantlar degerlendirildi. Varyantlar
cesitlerine gore ayrildi (stop kodon, c¢erceve kaymasi, kirpilma hatasi, missense) ve
onceliklendirildi. Tiim filtrelemeler sonucu saptanan degisimler ve aday genleri Online
Mendelian Inheritance in Man 58 (OMIM), ClinVar, Genecards ve UCSC Genome
portallar1 kullanilarak incelendi ve toplum sikli§i ExAC veritabanindan degerlendirildi.
Veritabanlarinda taranan varyantlardan tanimlanmamis olanlari in silico patolojik olup

olmadig1 kalitim kalibi, klinik ile uyumu goz 6niinde bulundurularak degerlendirildi.

3.5.2. Sanger Dizileme
Sanger dizileme yontemi oncelikle Ion Torrent tabanli panel ¢aligmasi sonucu
SHOX geninde degisim saptanan olgularin segregasyonu i¢in uygulandi. Bu agamada

SHOX genine 6zgiin hazir alian kitler kullanildu.

Ardindan yeni nesil dizileme temelli panel ¢alismasinda SHOX geninin kapsanmayan ve
diisiik derinlikli bolgelerine 6zgiin primerler tasarland1 ve bu bolgeler Sanger dizileme

ile tarandi.

3.5.2.1. Sanger Dizileme i¢in Primerlerin Tasarlanmasi

SHOX geninin Ion Torrent tabanli gen panel testinde varyant saptanan bdlgeye
Ozgiin (ekzon 3) primer tasarlandi. Tasarlama siirecinde Oncelikle segilecek primer
bolgesinin herhangi bir SNP ve tekrar dizisi igerip igermedigi dbSNP veritabanindan
kontrol edildi. ileri ve geri primerlerin baglanma 1silar1 agisindan 2-3°C’den fazla fark
olmamasina, A-T ve C-G niikleotid oranlarinin esit dagilimli olmasina, en fazla 18-25
niikleotid uzunlugu boytuunda olmasina dikkat edildi. Ayrica dizi analizinde hedeflenen
bolgenin daha iyi okunabilmesi i¢in primerlerin, istenen diznin ilk ~30-50 bazin istenen

bolgeden geride baslanmasina 6zen gosterildi.

Tasarlanan primer Orneklerinin 6zgiinlikleri UCSC Genome Bioinformatics
(http://genome.ucsc.edu/index.html)’den, NCBI Primer Blast
(https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) ve Integrated DNA Technologies
OligoAnalyzer 3.1 (https://eu.idtDNA.com/calc/analyzer) ile test edildi.

3.5.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Her bir Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in oncelikle hasta DNA’larindan final

konsantrasyonu 200 ng olacak sekilde sulandirildi. Ardindan her reaksiyon tiiptine 1X



tampon soliisyonu [10X (NH4)2SO4] (Thermo Scientific), 25 mM MgCI2 (Thermo
Scientific), %5 DMSO (Biomatik Corporation), 200 uM dNTP (Thermo Scientific),
0,2/0,5 uM ileri ve geri primerler ve 0.5 U Taq polimeraz enzimi (Thermo Scientific) ve
gDNA eklendi. Her olgu icin hazirlanan DNA igeren PZR karigimlarina ek olarak DNA
icermeyen kontrol PZR karisimi (negatif kontrol) hazirlandi ve beraber caligildi.
Islemler buz akiisii iizerinde ve pipetaj kayip oranlarma dikkat edilerek gerceklestirildi.
Hazirlanan PZR reaksiyonu karisimina, toplam hacim 50 pl olacak sekilde distile su
eklendi. Hazirlanan soliisyonlar termal dongii cihazina (MJ Research PTC-200 ve DNA
Engine-BIORAD-T100) yerlestirildi ve ; 10 dakika 95°C (baslangi¢ denatiirasyon), 30
saniye 95°C (denatiirasyon), 30 saniye 62°C (primerlerin baglanma 1sisina goére
belirlenmistir) ve 70°C de 90 saniye (1 kb / 1 dk) (uzama) asamalarini igeren 35 dongii
ve 10 dakika 70°C de son uzama asamalarindan olusan program ayarlanarak PZR

islemleri gerceklestirildi.

Cihazdaki islemler tamamlandiktan sonra PZR firiinleri alind1 ve her birinden
5’er pl ornek yeni tiiplere aliarak 8 pg/ml etidyum bromiir iceren %1.2°1ik agaroz
(Sigma) jel yardimiyla iriinlerdeki amplifikasyon basarist tespit edildi. 50 bg’lik
merdiven markorii (Sigma) paralelinde, 1X TBE tamponunda, 120 V’da 20 dakika
boyunca bekletildi ve jel igerisinde yiirliyen amplikonlarin b¢ uzunluguna gore
ayrilmasi1 saglandi. Ardindan jel tizerindeki bantlar UV altinda goriintiilendi ve

kaydedildi.

Gortintiilerdeki  irlinlerin ~ kaliteleri onaylandiktan sonra PZR {iriinleri
saflastirildi. Saflagtirma asamasinda Exonuclease-1 (Lot:00173016-Thermo Scientific)
enzimi ve Rapid Alkaline Fosfataz (04898133001-Roche) enzimleri iiriinlerin igerisine
karigtirildiktan sonra karisim termal dongili cihazina yerlestirildi. Cihazin protokolii 30
dakika 37°C, 15 dakika 85°C olacak sekilde protokole ayarlanarak calistirildi. Program

bitiminde cihazdan alinan triinler +4°C’de ve karanlikta saklandi.

3.5.2.3. Dizi PZR Reaksiyonu

Dizi PZR i¢in hazirlanan ¢6zeltide PZR i¢in gerekli kimyasallar1 igeren 5X
tampon soliisyonu BigDye buffer, PZR asamasinda kullanilan primerler ve saflagtirilmis
PZR iiriinleri kit protokoliine uygun olarak karigtirildi. Final hacmi 10pul olacak sekilde
distile su da eklenerek her hasta i¢in ayr1 hazirlanan karisimlar plate (USA Scientific-

800-522-8477) igerisindeki kuyucuklara yerlestirildi. Plate termal dongii cihazina



yerlestirildikten sonra cihazin protokolii 1 dakika 96°C (denatiirasyon) ve toplam 25
dongiide 10 saniye 96°C (denatilirasyon), 5 saniye 50°C (baglanma) ve 4 dakika 60°C

(sonlanma) asamalarini igerecek sekilde ayarlandi.

Cihazdan alman dizi PZR iriinlerinin BigDye dizi reaksiyonu iiriinlerinden ve
kullanilmayan primerlerden saflagtirilmasi igin alkolle ¢Oktiirme yontemi kullanildi.
Plate igerisindeki iiriinlerin bulundugu her bir kuyuya 1 ul 125 mM EDTA, 1 pl 3M
sodyum asetat, 1 pl %2’lik glikojen ve 25 pul %100 soguk etanol eklendi. Plate iizerine
MicroAmp™ adhesive film (seal) kapatildi ve oda 1sisinda 15 dakika bekletildikten
sonra 60 dakika boyunca 3810 rpm’de santrifiij edildi. Ardindan koruyucu bant ¢ikarildi
ve plate ters ¢evrilerek 30 saniye 1100 rpm’de kisa santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
her kuyucuga 35 pl %70’lik soguk etanol eklendi ve yeniden koruyucu bantla
kapatilarak 15 dakika boyunca 3460 rpm’de santrifiij edildi. Plate iizerinden film
cikarilarak ters cevrildi ve 60 saniye 1030 rpm’de kisa santrifiij yapildi. Bu islemler
sonunda her bir kuyucuga 10 pl HiDi formamid (Highly Deionized Formamid)
eklenerek plate termal dongii cihazina yerlestirildi. Program 5 dakika 97°C de
bekletilecek sekilde ayarlandi ve bu islemle 6rneklerin denatiirasyonu gergeklestirildi.

Cihazdan alinan ornekler 2 dakika buzda bekletildi.

3.5.2.4. Elektroforez Cihazina Yiikleme ve Sonuc¢larin Degerlendirilmesi
Saflagtirilan {iriinlerin oldugu plate, ABI3500 cihazina yerlestirilerek yiiriitme
programi ve onceden kalibrasyonu yapilmis boya seti olan Dyeset se¢ildi. Program 13,4
kVolts yiiriitme voltaji, 15 kVolts 6n yiirlitme voltaji, 1,6 kVolts injeksiyon voltaji,
2.520 saniye yiiriitme siiresi, 180 sn On yiirlitme siiresi, 8 sn injeksiyon zamani ve 250
sn veri gecikmesi (data delay) seklinde ayarlanarak iirtinlerin elektroforez cihazinda

yiirlitiilmesi saglandi.

Elektroferez islemi tamamlandiktan sonra kapiller elektroforez cihazindan alinan
abl dosyasi, ABI Sequencing Analysis v5.4 ve SeqScape v.3.0 programlarinda analiz
edildi.

SeqScape v.3.0 programina dnceden referans dizi ekzon ve intronlar tanitildi.
Programa ab1l formatindaki dizi yiiklenerek analiz komutu verildi ve program olgunun
dizisini analiz edilebilir formata getirdi. Dizi goriintiisiiniin saflastirma kalitesi, pik
kalitesi, dizilenen baz sayisi, piklerin yiliksekligi ve arka plan kirliligi dogru analiz i¢in

kontrol edildi. Dizi goriintiisiinde degerlendirilen kriterlerin yeterli olmamasi



durumunda 6rnekler icin PZR asamasi ve saflastirma asamalar1 tekrarland1 ve tekrar
dizilendi.

Kiriterlere uygun dizi goriintiisiiniin analizinde referans ve olgu dizisi karstirild.
Saptanan degisimler NCBI Entrez SNP, ENSEMBL GeneSNPView ve HGMD gibi

veritabanlarindan yararlanilarak arastirildi ve isaretlendi. Sonuglar gen-panel testi

sonuglartyla karsilastirildi.



4. BULGULAR

Bu arastirma, Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim dalina boy kisaligi
endikasyonu nedeniyle yonlendirilmis 94°i kiz 31’1 erkek fenotipli 125 olgunun genetik
etiyolojilerinin arastirilmasini kapsamaktadir. Calismaya alinan olgularin %96°s1 18 yas
altinda ve boy uzunluklar1 -5.07 SD ila 1 SD arasinda degismektedir. Olgularin tiimiine
klasik karyotipleme teknigi ile kromozom analizi yapildi ve 125 olgunun 6’sinda
anomali saptandi. Kromozom analizleri sonucunda cinsiyet kromozomlarinda SHOX
genini de iceridigi diisiiniilen yapisal ve sayisal anomali saptanan alti olguya SHOX
genine 0zgilin probla yapilan FISH incelemesiyle konfirmasyon yapildi. Ayrica 116
olguda SHOX geninin varliginin incelenmesi i¢in SHOX genine 6zgiin probla yapilan
FISH teknigi uyguland: ve 2 olguda anomali saptandi. Boy kisalig1 -2.99 SD ile -0.89
SD arasinda degisen ve klasik karyotip ve FISH incelemesinde herhangi bir kromozom
anomalisi saptanmayan 22 olguya yapilan a-CGH c¢alismasinda 4 olguda anomali
saptandi. Sitogenetik ve molekiiler sitogenetik caligmalarda herhangi bir anomali
saptanmayan ve idiyopatik boy kisaligr olan 10 olguda NGS panel teknigi ile boy
kisaligi ile iligkili 25 genin dizilendi ve 1 olguda SHOX geninde olas1 patojenik varyant
saptandi. Olgularin SHOX geniyle iliskili genetik analiz sonuglar1 Tablo 4-1 ve Tablo

4-2’de ayrintili olarak gosterilmistir.

Tablo 4-1: Cahsmada kullanilan teknikler, hasta sayilari, normal ve anormal sonuclarin dagilim

Kullanilan xn Normal Sonug Anormal Sonug Anomali Yiizdesi
Teknikler

Karyotip Analizi 125 118 6* %4,8

FISH 122 113 2% 4+6** %6,55
Array-CGH 22 18 4* %18,18

NGS Panel 10 9 1x** %10

*Olgularin ayrintili analiz sonuclari1 Tablo 4-2°de verilmistir. **FISH teknigi ile konfirme edilen
olgular. ***Ayrintili analiz sonucu Tablo 4-3’te verilmistir.



Olgu 1

Olgu 2

Olgu 3

Olgu 4

Olgu 5

Olgu 6

Olgu 7

Olgu 8

Olgu 9

Olgu 10

Olgu 11

Tablo 4-2: Kromozom analizi, FISH ve a-CGH ¢ahsmala sonuclari

Boy kisaligi,gelisme
geriligi fasiyal
dismorfizm) A/T:Turner
Sendromu

Boy kisalig,
hipergonadotropik
hipogonadizm

Boy kisalig1, primer
ovaryan yetmezlik

Boy kisalig1, obezite

Boy kisaligy, sol yiiz
ve sol viicut
hipoplazisi

Rizomezomelik boy
kisaligy, hafif mitral
yetmezlik

Idiyopatik boy kisalig1,
Azospermi

Boy kisaligi,
fenilketoniiri, kalkan
gogis

Boy kisaligi, mezomelik
kisalik, kulak kisalig

Cocugunda boy kisalig1,
mezomelik kisalik,
kulak kisalig1

Cocugunda boy kisalig,
mezomelik kisalik,
kulak kisaligt

mos 45,X/46,XX[7/43]

46,X,Xp-

mos 45,X/46,X,r(X)(n22.123) [43/15]

mos 45, X/46,X,i(X)/46,XX[8/3/49]

46,X,Xp+,der(X)t(X;6)(p22.31;p22.1)

mos
45 X/46,X,der(Y)/47,X,der(Y),+der(Y)
[6/47/4]

46,XY

46,XX

46.XY

46,XX

46,XY

ish (SHOXX1/DXZ1x1)/(SHOXx2/DXZ1x2)
[10/40]

.ish
del(X)(p11.3>pter)(SHOXx1/DXZ1x2,wcpXp-)

.ish
Xp22.3(SHOXX2/DXZ1x2)(SHOXX1/DXZ1x2)
[40/15]

.ish
Xp22.3(SHOXxX1/DXZ1x1)/(SHOXX1/DXZ1x2
)ISHOXx2/DXZ1x2) [15/5/30]

.ish Xp22.3(SHOXX1/DXZ1x2)

.ish
idic(Y)(p11.2)/idic(Y)(p11.2)x2(SRYx0,DYZ1x
0,DXZ1x1/SRYx2,DYZ1x2,DXZ1x1/
SRYx4,DYZ1X4,DXZ1x1)

[10/80/10]

.ish (SHOXx1/DXZ1x1/DYZ3X2)

ish (SHOXx1/DXZ1x1/DYZ3x1)

ish
Xp22.3(SHOXX2/DXZ1x2)(SHOXX1/DXZ1x2)
[89/11]

ish (SHOXx2/DXZ1x1/DYZ3x1)

ish (SHOXx2/DXZ1x2)

ish (SHOXx2/DXZ1x1/DYZ3x1)

4.1. Sitogenetik ve Molekiiler Sitogenetik Bulgular

.arr[GRCh38]
6p25.3p22.1(255350_27548234)x3,
Xp22.33p22.31(265492_6495923)x1

arr[GRCh38]
Xp22.33(589723_653999)x0,
Yp11.31p11.2(589723_653999)x0

arr[GRCh38]
Xp22.33(589723_653999)x1

arr[GRCh38]
Xp22.33(589723_653999)x1

Idiyopatik boy kisalig1 endikasyonu ile gelmis ve diger anomalileri dislanmis

125 olguya karyotip analizi yapildi. Bu olgularin birinde mozaik sayisal anomali, 5’inde

ise yapisal anomali saptanmustir.

4.1.1. Sayisal Anomali Saptanan Bulgular

Olgu 1

Turner sendromu ayirici tanisiyla bagvuran ve boy kisaligi (-2,94 SD) olan 9 yas

10 aylik kiz olguya yapilan kromozom analizinde 7 hiicrede 45,X ve 43 metafazda
46,XX karyotipi saptandi. (Karyotip: mos 45,X/46,XX[7/43])
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Sekil 4-1: Olgu 1’de saptanan 45,X Kkaryotip goriintiisii.

Ayrica SHOX genine 6zgiin probla ¢alisilan FISH tekniginde incelenen 50 hiicreden
10’unda X kromozomu ve SHOX geni igin birer sinyal alindi ve SHOX delesyonu
saptand1 (Karyotip: 45,X/46,XX .ish (SHOXx1/DXZ1x1)/(SHOXx2/DXZ1x2)[10/40]).

4.1.2. Yapisal Anomali Saptanan Olgular

Olgu 2

Boy kisaligi (-3,59 SD), hipergonadotropik hipogonadizm endikasyonu ile
basvuran 14 yas 6 aylik kiz olguya yapilan sitogenetik analizler sonucunda olgunun X
kromozomlarindan birinin p kolunda bir delesyon oldugu goriildi (Karyotip: 46,X,Xp-)
(Sekil 4-2).



Sekil 4-2: Olgu 2’ye ait 46,X,Xp- karyotip goriintiisii (X kromozomun p kolundaki delesyon
gosterilmistir.).

Olguda saptanan delesyonun aydinlatilmast amaciyla SHOX genine ve X

kromozomuna 6zgiin arm spesifik problarla yapilan FISH incelemelerinde SHOX

geninin delesyona ugradigi, anomaliye bagka bir kromozomun da katilmadigi
gosterildi  (Karyotip  46,X,Xp-.ish  del(X)(p11.3>pter)(SHOXx1/DXZ1x2,wcpXp-)
(Sekil 4-3).

Sekil 4-3: a) SHOX genine 6zgiin probla (Diagen) yapilan FISH incelemesinde saptanan SHOX
geni delesyonu goriintiisii. Yesil sinyaller X kromozomunun sentromer bélgesini, kirmiz
sinyaller ise SHOX genini isaretlemektedir. X kromozomunun sentromeri i¢in 2 sinyal
almmustir. Ok isareti ile gosterilen 1 kirmuz sinyal ise SHOX geninin delesyonunu
gostermektedir. b) X kromozomuna 6zgiin arm spesifik problarla yapilan FISH
goriintiisii. Yesil sinyaller X kromozomunun p kolunu boyarken, kirmizi sinyaller X
kolunun q kolunu boyamistir. Ok isareti ile gosterilmis boyanmis kromozomlardan
birinde daha kiiciik goriinen yesil sinyal, X kromozomlarindan birinin p kolunun
delesyona ugradigim gostermektedir.
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Olgu 3

Boy kisaligi, primer overyan yetmezlik endikasyonu bulunan 26 yasindaki kiz

olguya yapilan kromozom analizinde 15 metafazda ring(X) kromozomu goriildii.

Sekil 4-4: a) Olgu 3’te saptanan mozaik 46,X,r(X)(p22.1923) (halka X kromozomu ok
isareti ile gosterilmistir), b) 45,X karyotip goriintiileri

Kromozom analizinde saptanan halka (X) kromozomunun arastirilmasi amaciyla
SHOX genine 6zgiin probla yapilan FISH incelemesinde SHOX geninin hem 45,X
hiicrelerde hem de halka (X) bulunan hiicrelerde delesyona ugradig: gosterildi (Sekil 4-
5) (46,X,X(r).ish Xp22.3(SHOXx1/DXZ1x2).

Mozaik olarak 43 metafazda tek X kromozomu saptanan olguda mos
45,X/46,X,r(X)[43/15] karyotipi saptandi (Sekil 4-4).
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Sekil 4-5: Olgu 3’te saptanan 46,X,X(r).ish Xp22.3(SHOXx1/DXZ1x2) FISH goriintiisii.
Yesil sinyaller X kromozomunun sentromerini, kirmizi sinyal SHOX genini
gostermektedir. Halka(X) kromozomunda sentromer i¢in sinyal alimirken SHOX
geni icin sinyal alinmadi ve genin delesyona ugradigi gosterildi.

Olgu 4

Boy kisalig1 (-2.29 SD), dismorfik yiiz bulgular1 (sinofiri, mediyalde daginik
kaslar, belirgin kirpikler, yukar1 ¢ekik palpebral fissiirler, yanaklarda flushing, antevert
burun delikleri), diisilk ense sa¢ ¢izgisi, kalkan gogiis, ayrik meme baslari, kubitus
valgus ve obezite endikasyonu bulunan 11 yas 3 aylik kiz olguya yapilan klasik
sitogenetik incelemelerde 8 metafazda 45,X ve 49 metafazda 46,XX karyotipi gorildi.
Ug metafazda ise izokromozom X saptandi (Karyotip: mos
45,X/46,X,1(Xq)/46,XX[8/3/49]) (Sekil 4-6).
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Sekil 4-6: Olgu 4’te saptanan 46,X,i(Xq) karyotip goriintiisii. izokromozom X kirmiz ok ile
gosterilmistir.

Olgu 4’te saptanan anomaliyi arastirmak amaciyla yapilan SHOX genine 6zgiin
probla FISH incelemesi yapildi. FISH incelemesinde analiz edilen 50 hiicrenin 15’inde
X kromozomunun sentromeri ve SHOX geni igin birer sinyal alindi. Bes alanda X
kromozomunun sentromeri i¢in 2 sinyal, SHOX bir sinyal alindi. Bu sonug
izokromozom X’te SHOX geninin delesyona ugradigini ve tek sentromeri oldugunu
gosterdi. Otuz hiicrede ise SHOX geni ve X kromozomu sentromeri igin ikiser sinyal
alindi (Sekil 4-7) (Karyotip: 45,X146,X,i(Xq)/46,XX[8/3/49].ish
Xp22.3(SHOXx1/DXZ1x1)/(SHOXXx1/DXZ1x2)ISHOXx2/DXZ1x2)[15/5/30]).



b

Sekil 4-7: Olgu 4°te saptanan mos 45,X/46,X,i(Xq)/46,XX.ish
Xp22.3(SHOXx1/DXZ1x1)/(SHOXx1/DXZ1x2)/SHOXx2/DXZ1x2) FISH goriintiisii. Yesil
sinyaller X kromozomu sentromerini gosterirken kirmizi sinyaller SHOX genini
isaretlemektedir. Kirmmz sinyalden bir tane goriilmesi SHOX geninin tek doza diistiigiinii
gostermektedir. a) SHOX delesyonunun interfaz FISH goriintiisii. b) SHOX delesyonunun
metafaz FISH goriintiisii.

Olgu 5

Boy kisaligi (-0,83 SD), sol yiiz ve sol viicut hipoplazisi endikasyonu bulunan 8
yas 6 aylik kiz olguya yapilan kromozom analizinde X kromozomunun p kolunda ekstra

bir non-spesifik bir bant goriildii (Karyotip: 46,X,Xp+) (Sekil 4-8).
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Sekil 4-8: Olgu 5’in karyotip goriintiisii. Ok isareti, X kromozomunun p kolundaki non-
spesifik bant yapisimi gostermektedir.

Bu degisimin aydinlatilmasi amaciyla uygulanan a-CGH c¢aligmasinda 6.
kromozomun p25.3p22.1 bolgesinde (255350 -27548234 baz ciftleri arasinda) 27 Mb
blytikliglinde bir duplikasyon oldugu tespit edildi. Ayrica X kromozomunun
p22.33p22.31 bolgesinde (265492-6495923 baz ciftleri arasinda) SHOX genini de iceren
6,2 Mb biiyiikliigiinde delesyon tespit edildi. Bu sonuglara gore, X kromozomunun p
kolundaki non-spesifik bant yapisinin 6. kromozomun p kolunun bir bdlgesinden
kaynaklandig1 ve dengesiz X;otozom translokasyonunun olusumu sirasinda olustugu
gosterildi (Sekil 4-11) (.arr[GRCh38]
p25.3p22.1(255350_27548234)x3,Xp22.33p22.31(265492_6495923)x1).
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Sekil 4-9: Olgu 5’e yapilan a-CGH ¢alismasi goriintiisii. X kromozomunda tespit edilen
p22.33p22.31 bolgesindeki 6,2 Mb delesyon yesil okla, 6. kromozomun p25.3p22.1
bolgesindeki 27 Mb duplikasyon ise kirmizi ok ile gosterilmistir.

Olgu 6

Rizomezomelik boy kisaligi (-1.62 SD) ve hafif mitral yetmezlik endikasyonu
bulunan 3 yas 5 aylik kiz olguya yapilan sitogenetik analizler sonucunda derivatif Y
kromozomu saptandi. Mozaik olarak saptanan derivatif Y kromozomu 47 alanda tek
doz bulunurken, 4 alanda iki doz olarak bulundugu goriildi  (mos
45,X/46,X,der(Y)/47,X,der(Y),+der(Y) [6/47/4]) (Sekil 4-10).
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Sekil 4-10: Olgu 6’ya yapilan karyotip sonuglarinin goriintiisii. a) 46,X,der(Y) karyotip goriintiisii.
Derivatif Y kromozomu kirmizi ok ile gosterilmistir. b) 47,X,der(Y),+der(Y) karyotip
goriintiisii. 2 doz bulunan derivatif Y kromozomu yesil ok ile gosterilmistir.

Saptanan derivatif Y kromozomunun kdkeninin arastirilmasi amaciyla SRY
genine Ozgiin FISH incelemesi yapildi. Bir adet der(Y) bulunan hiicrelerde SRY
geninden 2 tane bulunurken, 2 adet der(Y) bulunan hiicrelerde 4 tane SRY geni sinyali
alindi. Bu veriler ve derivatif kromozomun bant yapis1 goz oniine alinarak derivatif

kromozomun idic(Y) oldugu anlasildi.

Saptanan idic(Y) kromozomunda SHOX geninin varhigmin arastiriimasi
amactyla yapilan FISH incelemesinde derivatif kromozomda SHOX geninin delesyona
ugradigi gorildi (Sekil 4-11).



a b

Sekil 4-11: Olgu 6’ya ait FISH goriintiileri. a) SRY genine 6zgiin probla (Cytocell) yapilan FISH
incelemesinde kirmizi sinyaller SRY genini gosterirken yesil sinyaller Y kromozomunun
Yq12 bolgesini gostermektedir. 4 doz Yq12 bolgesi ve 4 doz SRY geni bulunan metafaz
FISH goriintiisiine gore derivatif kromozomun idic(Y) kromozomu oldugu
anlagilmaktadir. b) SHOX genine 6zgiin probla (Cytocell) yapilan FISH incelemesi
goriintiisiinde yesil sinyaller X kromozomunun sentromerini ve Y kromozomunun Yql12
bolgelerini, kirmizi sinyal ise SHOX genini isaretlemektedir. Ok isareti ile gosterilen
bolgede SHOX geninin derivatif kromozomda bulunmadigi ve delesyona ugradigi
gosterilmistir..

4.1.3. FISH incelemesi ile Saptanan Anomaliler
Olgu 7

Idiyopatik boy kisaligi, azospermi endikasyonu ile gelen 35 yasindaki erkek
olguya yapilan klasik sitogenetik incelemelerde normal sonug (46,XY) alind1 (Sekil 4-
12).
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Sekil 4-12: Olgu 7°ye yapilan kromozom analizi sonucunda saptanan 46,XY karyotip goriintiisii.

Boy kisaligimi arasgtirmak amaciyla SHOX genine 6zgiin probla yapilan FISH
incelemesinde  SHOX geninde delesyon saptandi. FISH incelemesi sonuglarinda
saptanan delesyonun X kromozomu iizerindeki SHOX geninde gerceklestigi goriildii
(Karyotip: 46,XY .ish (SHOXx1/DXZ1x1/DYZ3x1)) (Sekil 4-13).

Sekil 4-13: Olgu 7°ye SHOX genine 6zgiin probla (Cytocell) yapilan FISH incelemesinin interfaz ve
metafaz goriintiisii. Kirmizi sinyaller SHOX genini, yesil sinyal Y kromozomunun Yq12
bolgesini, aqua sinyaller de X kromozomunun sentromer bolgesini isaretlemistir.
Metafazda ve interfaz goriintiillerinde X kromozomunun sentromeri ve Y kromozomunun
Yq12 bélgesi ve SHOX geni icin birer sinyal alindi. Metafazda goriildiigii gibi, X
kromozomu iizerindeki SHOX geni delesyona ugramistir.



Olgu 8

Boy kisalig1 (-2.15 SD), fenilketoniiri, kalkan g6giis endikasyonu bulunan 10
yas 9 aylik kiz olguya yapilan kromozom analizinde herhangi bir anomali saptanmadi
(Karyotip: 46,XX) (Sekil 4-14).

' /% N\l ( i1
‘*, } § /’ ..,:'\. 11 AR
1 2 3 4 5

5:' ',;,( 3[ Y 31 Al 5
N N 74 SAd b I\ AY
6 7 8 9 10 1" 12

38 M ¢ 10 US

19 20 21 2 X Y

Sekil 4-14: Olgu 8’e yapilan kromozom analizi sonucunda saptanan 46,XX karyotip goriintiisii.

Boy kisaligi endikasyonu sebebiyle SHOX genine 6zgiin probla (Cytocell)
yapilan FISH incelemesinde toplam 100 hiicre analiz edildi ve mozaik olarak 11
hiicrede SHOX delesyonu saptand1 (46,XX.ish
Xp22.3(SHOXx2/DXZ1x2)(SHOXx1/DXZ1x2)[89/11] (Sekil 4-15).



Sekil 4-15: Olgu 8’in SHOX genine 6zgiin probla yapilan metafaz FISH goriintiisii. Yesil sinyaller
X kromozomunun sentromerini, kirmizi sinyaller SHOX genini isaretlemistir. X
kromozomlarinin birinde kirmizi sinyal alinamadi ve SHOX geninde delesyon oldugu
gosterildi.

4.1.4. a-CGH ile Saptanan Anomaliler

Olgu 9: Boy kisaligi ve mezomelik kisalik endikasyonu ile basvuran olguya
yapilan karyotip analizi normal (46,XY) olarak sonuglandi. Ardindan yapilan a-CGH
incelemelerinde Xp22.33 ve Ypll.31pl1.2 bolgesinde (589723-653999 baz iftleri
arasinda) SHOX genini igeren 64 Kb boyutunda homozigot bir delesyon saptandi
(arr[GRCh38] Xp22.33(589723_653999)x0, Yp11.31p11.2(589723 653999)x0).

Olgu 10-11: Olguda saptanan SHOX geni delesyonunun etiyolojisinin ve
parental kokeninin arastirilmasi amaciyla anne ve babasina (Olgu 10-11) yapilan klasik
sitogenetik analizlerden normal sonu¢ alindi (Olgu 10 Karyotip: 46,XX; Olgu 11
Karyotip: 46,XY) (Sekil 4-16).
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Sekil 4-16: a) Olgu 10’a yapilan kromozom analizi sonucu saptanan 46,XX karyotip goriintiisii. b)
Olgu 11°e yapilan kromozom analizi sonucu saptanan 46,XY karyotip goriintiisii.

Ardindan yapilan a-CGH ¢alismasinda olgu 10’da Xp22.33 bolgesinde, olgu
11°de ise Ypl11.31p11.2 bolgesinde SHOX genini i¢eren delesyon saptandi. Olgu 10 ve
olgu 11’in SHOX geni delesyonu ag¢isindan tasiyici olduklari saptandi (Sekil 4-17).
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Sekil 4-17: a) Olgu 10’a ait a-CGH goriintiisii. Xp22.33 bolgesinde SHOX geni delesyonu
gosterilmistir.



4.2. Yeni Nesil Dizileme Gen Paneli Dizileme Bulgulari

Yeni Nesil Dizileme Ion Torrent tabanli YND Gen-panel dizileme galismasi igin
idiyopatik boy kisaligi endikasyonu bulunan ve karyotip analizi, FISH ve a-CGH
calismalar1 normal ¢ikan 10 olgu secildi. ikisi erkek ve sekizi kiz olan olgularin akraba
evliligi oran1 %10 idi. Olgularin segilme kriterlerileri boylarmin kisaliginin yani sira
ailede kisa boylu bireylerin bulunmasi, madelung deformitesi gibi SHOX delesyonu ile
iliskili fizik muayene bulgularinin olmasi ve kromozom analizi ve SHOX genine 6zgiin

FISH sonuglarinin normal olmasi olarak belirlendi.

Tablo 4-3: Gen paneli dizilemesinde saptanan varyant ve olgunun endikasyon bilgileri

Olgu No Olgu 13
ETEST Antenatal Sg?/dl:fgrlilg;lg;;jglie?grde kisalik
Gen SHOX
(NM_000451.3)
Kalitim Heterozigot
Koordinat (Hg19) chrX: 595487
Ekzon 3
Niikleotid c.412G>T
Protein p.Glul38*

ACMG varyant siniflandirmasi

(VarSome) Olas1 patojenik

In silico analiz -

YND calismalari sonucunda toplam bir olguda SHOX geninde daha 6nce bildirilmemis

anlamli olabilecek patojenik bir degisim saptandi. Degisimler in silico araglarla ve



cesitli veri tabanlariyla degerlendirildi ve dizinin okunma kalitesi, okuma derinligi,
okuma y6n uyumsuzluklar1 ve olgularin dizi kaliteleri birbiriyle karsilastirilarak kontrol
edildi. SHOX geninde chrX:595487 G>T noktasinda saptanan degisim olasi patojenik
bir varyant olarak belirlendi ve Sanger dizileme ile varyant konfirme edildi.

Olgu 13: Proksimal ekstremite kisaligi ve boy kisaligi (-2,08 SD) bulunan 10
aylik kiz olguda yapilan boy kisaligt YND gen-paneli dizilemesi sonucunda SHOX
geninde heterozigot chrX:595487, ¢.412G>T noktasinda novel, ACMG kriterlerine gore

olasi patojenik olarak siniflanan bir varyant saptand. ,

Proband Read Coverage and Proband (bar)

a Reference

Sekil 4-18: Olgu 13’te SHOX geninde saptanan ¢.412G>T heterozigot varyantin goriintiisii. a) IGV
b) Sanger dizileme ile yapilan konfirmasyonun elektroferogram goriintiisii. Varyant ok
ile gosterilmistir.

4.2.1. Sanger Dizileme Sonuclari

Olgu 13’te saptanan heterozigot olasi patojenik varyanti arastirmak amaciyla
olgunun anne ve babasina Sanger dizileme ile segregasyon ¢aligsmast yapildi.
Caligmalarin sonucunda anne ve babanin SHOX geninde saptanan varyant agisindan
normal olduklar1 indeks de saptanan varyantin de novo olarak olustugu gosterildi (Sekil
4-19).
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Sekil 4-19: Sanger dizileme yontemi ile yapilan aile segregasyon ¢alismalari sonucunda

sirasiyla, annenin (a) ve babanmin (b) normal olan elektroferogram goriintiisii.

Olgu 13°te YND gen-paneli dizilemesi ile saptanan SHOX genindeki heterozigot

€.412G>T, p.Glul38* novel varyantinin, protein degisimi arastirildi. Sekil 4-20’de

SHOX geninden eksprese olan protein modellemesi {izerinde, olguda degisim saptanan

aminoasitin konumu gosterilmistir.

Model Confidence:
B Very high (pLDDT > 90)

Confident (90 > pLDDT >
70)

Low (70 > pLDDT > 50)

I Very low (pLDDT < 50) (\’V\,—\/ )

AlphaFold produces a per-residue

isolation.

ure homeobox protein
1555 | A|GLU 138
re: 97.48 ( High

Sekil 4-20: Saptanan p.Glu138* degisimindeki Glu amino asiti, SHOX proteini

modellemesi iizerinde ok isareti ile gosterilmistir.



5. TARTISMA

Boy kisaligi, belirli yas, cinsiyet kriterlerine gore olusturulmus verilere gore
ortalama boyun 2 standart sapmanin altinda olmas1 durumu olarak kabul edilmektedir.
Poligenik ve heterojen 6zellikte olan insan boyununu gelisimi genetik ve gevresel
faktorlere dayanmaktadir. Cevresel faktorler dislandiginda, boy kisaligi kromozomal,
multifaktoriyel ve tek gen gibi birgok genetik faktorle olusabildiginden boy kisaliginin
etiyopatogenezinin aydinlatilmas: olduk¢a zordur. izole kisa boydan siddetli ve
sendromik boy kisaligina kadar fenotipik olarak heterojen bir grup olan idiyopatik boy
kisaliginin genetik etiyolojisinin arastirilmasi, sitogenetik ve molekiiler genetik

tekniklerinin gelismesiyle daha miimkiin hale gelmistir.

Boy kisaliginin en sik goriilen genetik nedenlerinden birisi SHOX geninin
haployetmezligidir. Boy kisaligi ile iligkili SHOX geni her iki cinsiyet kromozomunun
kisa kolundaki telomerik PAR1 boélgesinde bulunmaktadir ve iskelet biiylimesinde rol
oynayan bir transkripsiyonel faktorii kodlamaktadir. X inaktivasyonundan kagan
bolgede bulundugundan SHOX geninin normal bireylerde 2 doz bulunmasi
gerekmektedir. Islevi doza bagimli olan SHOX geninde meydana gelen delesyon ve
mutasyonlar, normal fenotipten mezomelik kisalik ve Madelung deformitesini iceren
belirgin iskelet anomalilerinin de oldugu kisa boya kadar fenotipik olarak genis bir
spektruma sahiptir. Boy kisaligi vakalarmin yaklasik %2,6-12’sinde goriilen Léri-Weill
diskondrosteozis (LWD) kisa boy, orantisiz mezomeli ve Madelung deformitesi ile
belirgin olan SHOX geninin mutasyonuyla iliskili bir sendromdur. Leri-Weill
diskondrosteozisi olan ¢ocuklarin yaklasik %70'inde SHOX geni mutasyonu
sdzkonusudur. Idiyopatik boy kisalig1 bulunan bireylerin ise yaklasik %15’inde SHOX
mutasyonlaria bagli LWD tanimlanmistir. [92] Langer mezomelik displazisi ise, SHOX
geninin homozigot ya da bilesik heterozigot mutasyonlarinin neden oldugu en siddetli

sendromik bulgusudur.

Pavlina Capkova ve arkadaslarinin 2020 yilinda yaptiklart c¢alismada boy
kisaligi bulunan 174 olguda karyotip, FISH, MLPA ve Sanger dizileme teknikleri
kullanilarak SHOX geninin boy kisalig ile iliskisi arastirilmistir. Bu ¢aligma sonucunda
olgularin %15,5’inde SHOX geniyle iligkili anomali saptanmistir. Bu anomalilerin

%3,55’1 karyotip analizi ile %13,46’inde ise FISH teknigiyle saptanmistir. [93] Bu tez



caligmas1 kapsaminda, boy kisalig1 ile bagvuran 125 olguda yapilan kromozom
analizinde olgularin %4,8’inde (n=6) SHOX genini igeren sayisal ve yapisal kromozom
anomalisi saptandi. Yiiz yirmi iki olguda SHOX genine 6zgiin prob kullanilarak yapilan
FISH incelemesinde ise olgularin %6,55’inde (n=8) anomali gosterildi. Olgularin
%1,6’sinda (n=2) kromozom analiz sonucu normal olmasina ragmen FISH
incelemesinde  SHOX geninde sub-mikroskobik saptanmistir. Bu sonuca gore,
yukaridaki calismada oldugu gibi bizim c¢alismamizda da, FISH teknigiyle saptanan
anomali orani daha yiiksektir. Bu sonug, daha onceki aragtirmalarda da vurgulandigi
gibi, hedefli incelemelerde FISH tani veriminin Kkaryotip analizinden daha etkili

oldugunu gdstermistir.

Calismamizda FISH incelemelerinde anomali saptanan olgularin %62,5’unda
(n=5) mozaik SHOX delesyonu gosterildi. Pavlina Capkova ve arkadaslarinin
caligmasinda da FISH incelemesi yapilan olgularin %50’sinde SHOX geninin mozaik
delesyonlar1 rapor edilmistir. Bu calismalar, ozellikle submikroskobik diizeydeki
degisimlerin saptanmasinda FISH tekniginin daha verimli oldugunu gostermekte ve
idiyopatik boy kisaligi olgularinda ozellikle dikkat edilmesi gerektigini ortaya
koymaktadir. Ayrica, cinsiyet kromozomu anomalilerinin dokusal dagiliminin
aragtirtlmasi igin periferik kana ek olarak farkli dokularda da SHOX genine 6zgiin FISH

incelemesi yapilarak ve olas1 dokusal mozaisizmin dislanmasi gerektigini diisiiniiyoruz.

Bahsedilen Capkova ve arkadaslarinin yaptiklart calismada boy kisalig
olgularinda saptanan kromozom anomalilerinin %3,3’{i cinsiyet kromozomlarinda
saptanmigtir. [93] Bizim c¢aligmamizda ise saptanan kromozom anomalilerinin
tamaminin cinsiyet kromozom anomalisi oldugu gosterildi. Sayisal anomaliye bagli

SHOX geni haployetmezligi ise %0,81 (n=1) oraninda goriilmiistiir.

Turner sendromu sadece monozom X ile degil, X kromozomunun p kolunun
delesyonu, izokromozom Xq ve halka X kromozomu olmak iizere X kromozomunun
yapisal anomalilerinin de mozaik ve non-mozaik formda goriildiigii genis bir
spektrumdur. Klasik karyotipleme ve FISH incelemesi uygulanan 125 olgunun %4’iinde
(n=5) saptanan anomaliler mozaik olarak bulunmustur. Boy kisaligi, primer overyan
yetmezlik ve yele boyun, cubitus valgus, yiiksek damak gibi dismorfik 6zellikleri
bulunan Olgu 3’te mozaik halka X  kromozomu saptandi  (mos
45,X/46,X,r(X)(p22.1923)[43/15]). Halka X kromozomunun tespiti diger cinsiyet



kromozom anomalilerine goére daha zordur. Ciinkii, r(X) kromozomlarinin kararsiz
dogas1 sebebiyle hiicre boliinmesi ve yasla birlikte mozaiklik oraninin azaldigi
bilinmektedir. Halka X kromozomu olusumu asamasinda delesyona ugramis genlere
bagl olarak olgulardaki klinik bulgularin siddeti farklilik gdstermektedir. Ayrica X
inaktivasyonunu kontrol eden XIST transkriptinin delesyona ugramasi zihinsel
yetersizlik ve ¢oklu konjenital anomalileri iceren agir bir fenotipe neden olmaktadir.
[94] Ancak bizim olgumuzda saptanan klinik bulgular bahsedildigi kadar agir degildi.
Bu nedenle XIST transkriptinin eksprese olamadigive segici X inaktivasyonuna baglh
olarak halka X kromozomunun inaktive edildigini diisiiniildii. Halka X kromozomuna
sahip olgularda kirik noktasina bagli olarak Turner spekturumunun farkli klinik
bulgular1 goriilmektedir. Olgumuzun klinik muayenesinde goriilen, primer overyan
yetmezlik, yele boyun ve kubitus valgus sendromla uyumludur . Boy kisaligi fenotipinin
ise halka X kromozomundaki p kolunda yerlesimli SHOX geninin delesyonu ile iligkili

oldugu sonucuna varildu.

X kromozomunun nadir goriilen yapisal anomalilerinden birisi izokromozom
X’tir (46,X,i(Xq)). Iki uzun kolun (q) kopyasinin sentromerik fiizyonla olusmasi
sonucunda meydana gelen izokromozom Xq mozaik olarak bulunmaktadir ve Turner
sendromlu vakalarin %8-9’unda goriilmektedir. [95] Bizim c¢aligmamizda bir olguda
(Olgu 4) mozaik  45,X/46,X,i(Xq)/46,XX[8/3/49] karyotipi  saptandi. X
kromozomlarindan birinde q kolundan 2 doz bulunurken p kolunun delesyona ugramasi
SHOX geninin haployetmezligine neden olmustur ve olgudaki boy kisaliginin sebebi
aydinlatilmistir.  Ancak, olguda literatiirde bahsedilen diger agir klinik bulgulara
rastlanmamustir [96]. Olguda 46X,i(Xq) karyotipinin yaninda mozaik olarak 46,XX ve
45,X karyotiplerinin de saptanmasi, olgunun kliniginin hafiflemesine neden oldugu ya
da patolojik hiicrelerin dokusal dagiliminin etkili olabilecegi diisiiniildii. Boylece
cesitlilik gosteren mozaik Turner spekturumunun bir 6rnegi gosterilmis oldu. da Tip2
diyabet bulgularina rastlanmasi, olgunun izokromozom Xq fenotipini yansittigini

gOstermistir.

Calismamizda yapilan kromozom analizleri sonucunda Olgu 5’te saptanan
derivatif X kromozomunun aydinlatilmasi amaciyla yapilan a-CGH c¢aligmasinda X
kromozomunun p22.33p22.31 bolgesinde 6,2 Mb biiyiikliginde delesyon ve 6.
kromozomun p25.3p22.1 bolgesinde 27 Mb biiyiikliigiinde bir duplikasyon oldugu



gosterildi (.arr[GRCh38] 6p25.3p22.1(255350_27548234)x3,
Xp22.33p22.31(265492_6495923)x1). Bu sonuca gore olguda 6. kromozomun parsiyel
trizomisi ve X kromozomunun parsiyel monozomisi sozkonusudur. Altinci
kromozomun p kolunun trizomisinin gelisimsel bozukluklara ve agir klinik bulgulara
yol agtig1 bilinmektedir. [97] Ancak, olgumuzda boy kisaligi1 (-0,83 SD) ve sol yiiz, sol
viicut hipoplazisi gibi daha hafif bulgular dikkati ¢ekmektedir. Dengesiz X;otozom
translokasyonlar1 nadir goriilen bir durumdur ve bu tiir anomalilerde klinik bulgular
degiskenlik gostermektedir. Bu tiir olgularda derivatif X Kromozomunun segici
inaktivasyonu sirasinda otozom kromozomda susturuldugundan trizomik bdlgenin etkisi
azalmaktadir. [98] Buna karsin, X kromozomunun {izerinde genler ise parsiyel
monozomiye ugramis Ve Xp22.33p22.31 bolgesinde gergeklesen delesyon SHOX genini
de icerdiginden, SHOX geninin haployetmezligi bagl boy kisalig1 gortilmiistiir.

Y kromozomunun yapisal anomalileri arasinda siklikla goriilen izodisentrik Yp
olusumunda kirilma noktasina bagli olarak Y kromozomu materyalinin artmasi ve kaybi
meydana gelir. Iki sentromeri bulundugundan izodisentrik kromozomlarin mitotik
instabilitesi nedeniyle stabil kalmasi zordur ve kararsiz yapidadirlar. Hiicre boliinmesi
sirasinda sentromerlerden birinin inaktivasyonuyla ya da sentromerlerin birbirine yakin
olmas1 durumunda iki aktif sentromerin mitotik iglere baglanmasiyla stabil kalamamasi
sonucu izodisentrik Y kromozomu saptanan olgularin %91-95'i 45,X hiicre hatt1 ile
mozaik yapida bulunurlar. Erkek cinsiyeti belirleyici faktorleri, spermatogenez, biiylime
ve gelisme genleri igerdiginden Y kromozomundaki delesyonlar ve duplikasyonlar
¢oklu malformasyonlar ve islev bozukluklarina neden olmaktadir. Monozomi X hiicre
hattt ile mozaik olan olgularda Turner fenotipi goriilebilirken, idic(Yp) saptanan
olgularda boy kisaligi, infertilite, azospermi, gonadal anormallikler (6rn. gonadal
disgenezi) ve atipik genital yap1 (6rn. klitoromegali, hipospadias) gibi genis bir
yelpazede klinik bulgular gézlenmektedir. Bu c¢alismada bir olguda (olgu 6) karyotip
analizinde mozaik derivatif Y kromozomu saptandi. SRY genine 0zgiin prob

kullanilarak yapilan FISH incelemesiyle idic(Y)(p11.2) oldugu gosterildi.

Rizomezomelik boy kisaligt bulunan 3 yas 5 aylik kiz olguda mos
45,X/46,X,der(Y)/47,X,der(Y),+der(Y) [6/47/4] karyotipi saptandi. Erkek fenotipiyle
iligkilendirilmis SRY geninin FISH incelemesi sonucunda 80 hiicrede 2 doz ve 10

hiicrede 4 doz olarak bulundugu saptandi (.ish



idic(Y)(p11.2)x1/idic(Y)(p11.2)x2(SRYx0,DYZ1x0,DXZ1x1/SRYx2,DYZ1x2,DXZ1x
1/SRYx4,DYZ1X4,DXZ1x1) [10/80/10]). Y kromozomunun mevcut kismina bagh
olarak idic(Y) erkek ya da disi fenotiple iligkilendirilebilmektedir. Camargo ve
arkadaglarinin 1984 yilinda yaptiklar1 arastirmada, kiiltiir edilmis hiicrelerde inter-
sentromerik mesafe ile mitotik instabilite arasinda pozitif bir korelasyon bulundugu
gosterilmistir. idic(Y)'de inter-sentromerik uzakligi 20 Mb'den fazla olan hastalarda
yaygin 45X gonadal mozaikligine bagli olarak kadin fenotipi riskinin artacagi
distiniilmektedir. [104] Yiqun He ve arkadaslarinin 2022 yilinda yaptiklari ¢aligmada
ise, ¢ift SRY kopyast olan idic(Y) kromozomuna sahip 9 olgunun 7’sinde normal erkek
fenotip saptanmistir. Spermatogenezi kontrol eden genleri igeren AZF bolgesi, AZFa,
AZFb ve AZFc bolgelerini kapsayan Yqll.2'de yer almaktadir. AZFa bdlgesinin
tamamen silinmesi azospermiye, AZFb bolgesinin silinmesi testis fenotipinde
olgunlasmanin  durmasina, AZFc delesyonu ise tam azospermiden hafif
oligozoospermiye kadar degisen en degisken fenotipe neden olmaktadir. Yukarida
bahsedilen ayni calismada, bir olguda idic(Y)(pl11.3)'i cift AZF bolgesine sahip
olmasina ragmen 45,X hiicre hatt1 tasidigindan, gonadlardaki 45,X hiicre hattinin diizeyi
ve dagilimi spermatogenezi etkileyebilecegi diisiiniilmiistiir. [105] Bizim ¢alismamizda
da haricen disi olan olguda rizomezomelik kisalik disinda mikst gonadal disgenezi

tanisiyla iliskilendirilebilecek herhangi belirgin bir bulguya rastlanmada.

[zodisentrik Y kromozomlarinin mozaikligi, hiicre hatlarmin farkli dokulardaki
dagilimlar1 sebebiyle hastalarin genotip fenotip korelasyonunu belirlemek literatiirde
belirtildigi gibi bizim ¢alismamizda da zor olmustur. SRY geninin iki ve dort kopyasinin
bulunmasina ragmen mozaiklikten dolayr olgudaki cinsiyet belirteglerinin tespiti zor
olmustur. Ayrica, izodisentrik Y kromozomu saptanan olgularda gonadoblastoma
prevalansinin %10-24 oldugu gosterilmistir. [106] Bu nedenle izodisentrik Y ile ilgili
fenotipin daha eksiksiz bir sekilde anlagilmasi, mozaik tasiyicilarda ergenlik gelisimi,
dogurganlik ve tiimér riski ile ilgili yonetimi yonlendirmek igin gereklidir. Izodisentrik
Y kromozomunun c¢oklu sistem etkilerinin yani sira asir1 fenotipik heterojenlik goz
online alindiginda, bakimin genetik, jinekoloji, iiroloji, endokrinoloji, cerrahi ve
psikolojinin katkilariyla disiplinler arasi bir yaklasimi igermesi gerektigini savunuyoruz.
Izodisentrik kromozom yapisi olusurken kirik noktasimn  Ypll.2 bélgesinde
gerceklesmesi  sebebiyle SHOX geninin delesyona ugradigi FISH incelemeleri

sonucunda gosterilmis ve olguda saptanan boy kisaliginin sebebi aydinlatilmigir.



Calismamizda boy kisaligi endikasyonu bulunan 125 olgunun n=22 (%17,6) a-CGH
calismasi yapildi ve n=4 (%18,18) SHOX geni ile iliskili degisim saptandi. Saptanan
anomalilerden %75°i (n=3) kromozom analizi ve FISH incelemesi normal sonuglanan
olgulardi. Klinik degerlendirmede, boy kisaligi, mezomelik kisalik, kiigiik Kkulak
bulunan Olgu 9’un a-CGH c¢alismast sonucunda X ve Y kromozomlariin Xp22.33 ve
Ypl1.31p11.2 bolgesinde 589723-653999 baz ciftleri arasinda 64 Kb boyutunda SHOX
geni iceren homozigot delesyon saptandi. Anomaliyi arastirmak amaciyla olgunun anne
ve babasma (Olgu 10-11) oncelikle karyotip ve SHOX genine &zgiin probla FISH
analizleri yapild1 ve normal sonug¢ alindi. Ardindan olgulara a-CGH analizi yapildi ve
olgu 10°’nun Xp22.33 bolgesinde, olgu 11°de ise Ypll.31pll.2 bolgesinde SHOX
genini igeren delesyon gosterildi. Olgu 9’da saptanan homozigot SHOX delesyonunun
heterozigot ebeveynlerden kalitildigi a-CGH teknigi sayesinde aydinlatilmistir. Array
tabanli genomik hibridizasyon yontemi ile geleneksel karyotipleme analizine gore

delesyonlar ve duplikasyonlarin tanisi kilobazlar diizeyinde miimkiindiir. [99]

SHOX delesyonu ve mutasyonlar1 saptanan olgularin fenotipik 6zellikleri ve
klinik bulgulan degisiklik gostermektedir. LWD’li vakalarin %60°inda SHOX geninde
mutasyon ya da delesyonlar tespit edilmistir. Ayrica idiyopatik boy kisaliginda SHOX
geninin mutasyonlari olgularin %2-22'sinde tanimlanmistir. [100] Bir ¢alismada SHOX
geninin nokta mutasyonlarinin ¢ogunlukla ekzon 3 ve ekzon 4’te meydana geldigi
saptanmustir. [101] Bir baska ¢alismada ise SHOX geninin mutasyonlarinin arastirilmasi
amaciyla idiyopatik boy kisaligi olgulara yapilan dizi analizi sonucunda herhangi bir
varyanta saptanmamustir. [102] Bizim ¢alismamizda idiyopatik boy kisaligi bulunan,
sitogenetik ve molekiiler sitogenetik analiz sonuglar1 normal olan 10 olguya yapilan
YND gen paneli ¢alismasi sonucunda olgulardan birinde olasi patojenik varyant
saptandi. SHOX geninin dizilendigi olgulardan %10’unda saptanan nokta mutasyonu

oraninin literatiirle uyumlu oldugu gosterilmistir.

Olguda SHOX geni (NM_000451.3) 3. ekzonda saptanan c.412G>T
(p.Glul38Ter)(NM_000451.3) heterozigot varyantin anlamsiz (nonsense) tipte erken
stop kodon olusumuna neden olmasi1 beklenmektedir. Ayrica varyantin saglikli anne
babada bulunmamasi ve klinik bulgulari uyumlu olgumuzda saptanmasi, varyantin
anlamli oldugunu gostermis oldu. Daha 6nce bildirilmemis (novel) olan bu varyantin

patojenitesini ve iligskisini anlamlandirmak amaciyla oncelikle olgunun anne ve babasina



segregasyon caligmalar1 yapildi. Sanger dizileme ile yapilan segregasyonda anne ve
babanin SHOX geninde saptanan varyant agisindan normal olduklar1 goriildii. Olguda de
novo olustugu gosterilen varyantin daha once literatiirde bildirilmemesi sebebiyle in
silico patojenite tahmin programi Franklin (genoox) da yapilan incelemede varyant
ACMG siniflamasina gore fonksiyon kaybina neden olmasi ve gnomad veritabaninda

rastlanmamsi nedeni ile patojenik benzeri olarak siiflanmistir [112].

Yedi ekzonlu SHOX geni, birbirinin izorformu olan SHOXa ve SHOXb
(sirastyla 292 ve 225 amino asitlik) proteinleri kodlamaktadir. iki farkli promoterin
(biri ekzon 1'in 6niinde bulunan ve digeri ekzon 2'nin basinda bulunan) alternatif
kullanimi, 5'UTR'de farkli olan ancak ayni proteinleri tireten iki mRNA'ya yol agar. Bu
transkripsiyon faktoriiniin DNA'ya baglanmasindan sorumlu olan homeodomain, ekzon
3 ve 4 tarafindan kodlanir. [111] SHOX geninde eksprese olan homeodomain proteinin
iskelet sistemi gelisimi, DNA sablonlu transkripsiyonun diizenlenmesi, RNA polimeraz
II tarafindan transkripsiyonun diizenlenmesi ve RNA polimeraz 1l ile transkripsiyonun
pozitif diizenlenmesinde rol oynadigi bilinmektedir. Homeodomain transkripsiyon
faktorleri, model olusumu, farklilasma ve organogenezin diizenlenmesinde rol oynar ve
bu genlerdeki eksiklikler, malformasyonlarla sonuglanan gelisimsel siireclerin yanlig
diizenlenmesine yol agabilir. Calismamizda saptanan p.Glul38Ter degisiminin ekzon
3’te ve SHOX geni ekspresyonunda homeodomain transkripsiyon faktorii tizerinde
bulundugu tepsit edildi. Insan profesyonel mutasyon veritabanina gore (HGMD
proffesional (v2024.1)) SHOX geninde literatiirde bugiine kadar bildirilen 396 hastalik
iligkili patojenik varyantin 22’sinin stop kodon olusumuna neden oldugu bildirilmistir
[110]. mRNA da erken stop kodonu olusturan bu varyantlarin fonksiyon galismalarinda
Anlamsiz aracili mRNA bozunmasina (nonsense-mediated decay) neden oldugu
gosterilmistir. Bu mekanizmanin ana islevi, erken durdurma kodonlar1 igeren mRNA
transkriptlerini ortadan kaldirarak gen ifadesindeki hatalar1 azaltmaktir [111] . Protein
yapimi gerceklesmeyen ve stop kodon olusumuna yol agan varyantlar kisa boy, Leri-
Weill dyschondrosteosis klinik tanilari ile iligkilendirilmistir. Olgumuzda da mRNA
decay nedeni ile giidiik protein yapiminin engellendigi ve haployetmezligin klik

bulgulara yol actig1 anlasilmistir.



Sonuc¢

SHOX geniyle iliskili boy kisaliginin genetik etiyolojisinin arastirilmasi igin
oncelikle olgularin fizik muayeneleri ve aile Oykiisii tartisilmalidir. Ardindan genetik
testler uygulanarak olasi tedavi yaklasimi belirlenmelidir. Sitogenetik, molekiiler
sitogenetik ve molekiiler genetik teknikleriyle SHOX geni incelenerek, boy kisaliginin
nedeninin aydinlatilmas1 miimkiindiir. Tek gen hastaliklarinda regiilator bolge
mutaysonlar1 ve derin intronik varyantlarin da diger tek gen hastaliklar1 gibi klinik
bulgu verme olasiligi bulunmaktadir. Ancak calismamizda biitce ve zaman kisitliligi

nedeni ile SHOX geninin regiilator bolge ve derin intronik bolgeleri incelenmemistir.

Bu ¢alisma sonucunda klasik sitogenetik tekniklerin halen gold standart oldugu
gosterilmistir. Boy kisaligr ile iligkili anomali saptanan olgularin %50’si (n=6) klasik
karyotipleme ile tespit edilmistir. Ayrica molekiiler sitogenetik yontemi olan FISH
incelemesinin konvansiyonel sitogenetik tekniklere gerektiginde tamamlayici rol
oynadig1 gosterilmistir. Ancak genin bagli oldugu yolaklar1 ve daha kiigiik anomalileri

arastiramadigindan yeni nesil dizileme teknolojilerine ihtiya¢ vardir.

Yeni nesil dizileme teknolojileri, ¢ok sayida varyanti tarayarak hastalikla iligkili
degerlendirme yapmaya olanak saglar. Genis etkilere sahip nadir varyantlarin
saptanmast ve hastalikla iliskilerinin belirlenmesi icin ek caligmalarla yeni nesil
dizileme tekniklerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Saptanan varyantlarin hastalikla
iliskisininin belirlenmesi amaciyla kullanilacak veritabanlar1 dogru se¢ilmeli ve giincel
literatlir bilgisi takip edilmelidir. Cogu varyantin heniiz patojenitesi hakkinda yeterli
veri bulunmamasi nedeniyle dikkatli davranilmalidir. Ayrica saptanan varyantlarin aile
caligmalar1 ile dogrulanmasi ve kalittim modelinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu
caligmada proje biitgesinin kisitliligindan dolay tercih edilen YND gen -panel testinin
SHOX geni varyantlarinin tamaminin arastirilmasi agisindan yeterli olmadig1 sonucuna

varilmistir.

Sonug olarak, boy kisalig1 olgularmin genetik etiyolojisinin aydinlatilmasinda
SHOX geni varyantlarinin dislanmasi sonrasinda tiim ekzom veya tiim genom dizileme
calismalar: ile ilerleyen ¢alismalarda devam ettirilmesinin daha dogru bir yaklasim

oldugu diistiniilmektedir.
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