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Ozet

Amag: Kisa boy %2 oranla gocukluk ¢aginda oldukga sik karsilasilan bir durum olup tibbi ve sosyal 6neme
sahiptir. idiyopatik boy kisali§i herhangi bir dismorfik, sistemik, endokrinolojik, nutrisyonel ve kromozomal
anomali olmaksizin normal seviyede blyume hormonuna sahip bir bireyin boyunun belli bir populasyonda
ayni yas ve cinsiyete gore hesaplanmis ortalama boy degerinden -2 SD daha asagida olmasi seklinde
tanimlanmaktadir. IBK olan bazi olgularda belirli genlerde gesitli mutasyonlar saptanmistir. Bu genlerden biri X
ve Y kromozomlarinin p kolundaki pseudootozomal bolgenin (PAR1) 700 kb distalinde yer alan SHOX genidir.
Bu gende meydana gelen mutasyonlarin IBK olgularinin bir bélimiinden sorumlu oldugu gdsterilmistir. Bu
nedenle, bu galismada, IBK olgularinin etiyolojisini agiklayabilmek amaciyla sz konusu hasta grubunda SHOX
genindeki mutasyon varlidi arastiriimistir.

Gereg ve yontem: Pamukkale Universitesi Hastaneleri Pediatrik Endokrinoloji Bilim Dalr’'na bagvuran ve tiim
tetkikleri yapilarak IBK tanisi almis olan 25 adet olgu calismaya dahil edilmistir. Periferik kan érneklerinden DNA
izolasyonu sonrasinda SHOX geni 2-6. ekzonlari, 6zgil primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile
cogaltiimistir. Bu ekzonlardaki mutasyon varligi DNA dizi analizi ile arastiriimistir.

Bulgular: Calismaya katilan olgularda mutasyon saptanmamistir. Calisilan gen bdlgesinde heterozigot
SNP Single Nucleotide Polymorphism bulunmamasi nedeniyle ise SHOX geninde delesyon varhgi
degerlendirilememistir.

Sonug: IBK tanili olgularda mutasyonun yani sira SHOX gen delesyonlarinin FISH ya da MLPA yéntemleri
ile degerlendiriimesi uygun olacaktir. Ayrica SHOX geninde herhangi bir defekt saptanmayan bireylerde ise
boy kisaligindan sorumlu olabilecek diger genlerin arastiriimasinin, hem blyUmede etkili genetik faktorlerin
aydinlatiimasina hem de genotip-fenotip korelasyonu ile tedaviye yanit arasindaki iligki ile ilgili diger calismalara
katki saglayabilecegi dugtnulmektedir.

Pam Tip Derg 2012;5(1):5-11
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Abstract

Aim: Short stature, which can be seen in childhood very commonly with a rate of 2%, has a medical and social
importance. ldiopathic short stature is defined as the body height of an individual - without dysmorphic, systemic,
endocrinological, nutritional and chromosomal abnormalities, but with normal levels of growth hormone- to be 2
SD lower than the mean height calculated in a particular population of the same age and sex. Various mutations
in specific genes have been identified in some patients with ISS. One of these genes is SHOX gene, located in
the X and Y chromosome’s p arm, 700 kb distal of the pseudoautosomal region (PAR1). Mutations in this gene
have been shown to be responsible for ISS cases for some part.Therefore, in this study the presence of these
mutations in SHOX gene was investigated in order to explain the etiology of ISS patients.

Materials and methods: Twenty-five patients who were admitted to Pamukkale University Hospital Division of
Pediatric Endocrinology and diagnosed with ISS have been included in this study. Right after DNA isolation from
peripheral blood samples, 2-6 exons of the SHOX gene were amplified by Polymerase Chain Reaction using
specific primers. Presence of mutation in these exons was investigated by DNA sequence analysis.

Results: Mutation was not detected in patients included in this study. Because of the fact that heterozygous
Single Nucleotide Polymorphisms was not found in the analyzed gene region, the presence of gene deletion in
SHOX could not be evaluated.
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Conclusion: It would be appropriate to analyze SHOX gene deletions by FISH or MLPA methods together with
mutation analysis in patients diagnosed with ISS. In addition, it has been thought that individuals having no
SHOX gene defects should be investigated for the other genes that may be responsible for short stature, and
this may enlighten the genetic factors effective in body growth, also will contribute to other studies about the
relationship between the elucidation of genotype-phenotype correlation and response to treatment..
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Giris

Cocukluk ¢aginda saglikli biyimenin en
onemli gdstergelerinden biri boy uzamasidir.
Boy, cevresel ve genetik faktorlerin kontroll
altinda olan kompleks bir 6zelliktir. Hormonlarin
uygun dizeyde olmamasi, beslenme yetersizligi,
kronik hastaliklar, sik gecirilen enfeksiyonlar
ve uygun olmayan psikososyal ortam gibi
faktorler cocuklarda boy kisaligina neden
olabilir. Boy kisaliklarinin énemli bir grubunu
(%60-80) idiyopatik boy kisaliklari olusturur
[1]. idiyopatik boy kisaligi (IBK), herhangi bir
dismorfik, sistemik, endokrinolojik, nutrisyonel
ve kromozomal anomali olmaksizin normal
seviyede blylme hormonuna sahip bir bireyin
boyunun ayni yas ve cinsiyete goére hesaplanmig
ortalama boy degerinden -2 SD daha asagida
olmasidir. Literatirde IBK icin kaltsal kisa,
yapisal kisa, normal varyant kisa, yavas
blylyen kisa ¢ocuk gibi c¢esitli terminolojiler
kullaniimaktadir [2]. Nedeni bilinmeyen boy
kisaligina sahip bireylerin olusturdugu bu grup
oldukca heterojen olup boy kisaligi nedeniyle
basvuran tim olgularda altta yatan sistemik
hastaliklarin taranmasi gerekmektedir [3].

Genetik faktorler mutlak boyu,
temposunu ve puberte baglama yasini
etkileyerek final boyu kontrol etmektedir.
Boy kisaligindan sorumlu pek c¢ok gen
tanimlanmis olup bu genlerin dnemli bir
kismi diger hedef genlerin ekspresyonunu
dizenleyen transkripsiyon faktorlerini
kodlamaktadir [4]. Yapilan calismalarda, IBK
tanisi alan olgularin bir kisminin SHOX geni
mutasyonlari ile iligkili oldugu gosterilmigtir [5].
SHOX (Short Stature Homeobox-containing
gene) geni (Gene ID: 6473, OMIM: 312865,
400020) X ve Y kromozomlarinin p kolundaki
psodootozomal bdlgenin  (PAR1) 700 kb
distalinde yer almaktadir [6,7]. Genin kodladigi
protein hicre farkhlagsmasi ve pek ¢ok organ
olusumunda rol oynayan bir transkripsiyon
faktdr olarak islev gérmektedir [8]. insanlarda
embriyo gelisimi sirasinda yapilan SHOX geni
ekspresyon calismalari, ekspresyonun esas
olarak ekstremiteler ve faringeal yariklar olmak
Uzere iki buyuk boélgede meydana geldigini

bayime

gOstermektedir. Bu ekspresyon paternindeki
anormalliklerin hem kisa boy fenotipi hem de
tipik iskelet dismorfizmleri (Turner Sendromu,
Leri-Weill Diskondrosteozu, Langer mezomelik
displazi gibi) ile uyumlu oldugu gdsterilmistir
[9]. IBK tanisi alan cesitli olgu serilerinde
degisik teknikler kullanilarak SHOX geninin
bazi ekzonlarinda cgesitli mutasyonlarin varhgi
rapor edilmistir. SHOX geni mutasyonlarinin
bu olgularda gorilme sikligi %2-5 arasinda
degismektedir [5].

Bu calismada, IBK tanisi alan olgularda
SHOX geni mutasyonlarinin  gosterilmesi
amagclanmistir.

Gereg ve yontem
Calisma grubu

Bu c¢alismaya, Aralik 2009-Aralik 2010
tarihleri arasinda Pamukkale Universitesi
Hastaneleri Pediatrik Endokrinoloji Bilim Dali
tarafindan tim tetkikleri yapilarak idiyopatik boy
kisalidi tanisi alan ve Tibbi Genetik Anabilim
Dalina génderilen toplam 25 olgu katildi. Olgular
Tablo 1’de gosterilen dahil olma ve diglama
kriterlerine gore degerlendirildi.

Calismaya dahil edilecek her olgunun
fizik muayeneleri yapildi. Yas, cinsiyet, agirlik,
boy, agirlik sapmasi, boy sapmasi, boy yasi,
baylime hizi, blyime hizi sapmasi, hedef
boy ve tahmini boylari belirlendi. Yasa ve
cinsiyete gore boy degerleri, Turk cocuklari
icin hazirlanmig blyume egrilerine gore
tanimlandi. Ayrica olgularin tam kan sayimi,
kan biyokimyasi, Antigliadin IgA, EMA, tiroid
fonksiyon testleri ve insulin benzeri buyume
faktort-1 (IGF-I) ve insllin benzeri bluylime
faktort baglayici protein-3 (IGFBP-III), biyime
hormonu (GH), GH stimulasyon testi duzeyleri
bakildi. Bu degerler, her olgu icin hazirlanmig
degerlendirme formlarina kaydedildi.

Calisma icin Pamukkale Universitesi Tip
Fakultesi Etik Kurulu’nun 26.05.2009 tarih ve
06 sayil karari ile izin alindi. Olgulara/velilerine
calisma hakkinda bilgi verilip, arastirmaya
katilmayi gonulli olarak kabul ettiklerine dair
“Bilgilendirilmis Gondilli Olur Formu” imzalatildi.



Pamukkale Tip Dergisi 2012;5(1):5-11

Catal ve ark.

Tablo 1. Calismaya katilan olgularin idiyopatik boy kisaligi agisindan degerlendirilme kriterleri

Dahil Olma Kriterleri

Diglama Kriterleri

Boy Standart Sapma Skoru (SDS)
-2’nin altinda olanlar

Orantili boy kisaligi olanlar
iskelet sistemi bulgulari normal olanlar
Dismorfik bulgusu olmayanlar

Rutin tetkiklerinde boy kisaligini agiklayacak kronik
sistemik hastalik bulgusu saptanmamis olanlar

Kemik yas! geriligi -2 SDS’den fazla olmayanlar

Otroid iken yapilan farmakolojik bliyime hormonu uyari
testlerine normal yanit vermis olanlar

Karyotipi normal olanlar

Boy SDS degeri -2'nin Ustunde olanlar

Orantili boy kisaligi olmayanlar
iskelet sistemi anomalisi olanlar
Dismorfik bulgusu olanlar

Rutin tetkiklerinde boy kisaligini agiklayacak kronik
sistemik hastalik bulgusu saptanmis olanlar

Kemik yas! geriligi -2 SDS’den fazla olanlar

Otroid iken yapilan farmakolojik bliyiime hormonu uyari
testlerine yaniti anormal olanlar

Anormal karyotipe sahip olanlar

Sitogenetik analiz

Kromozom analizi igin periferik kan kaltdrG
uygulandi.  Hazirlanan  preparatlar GTG
bantlama teknigiyle (450-500 bant diizeyinde)
boyanarak kromozomlar sayisal ve vyapisal
dizensizlikler agisindan degerlendirildi.

Molekiiler caligsma

Her olgudan alinan 5 mL periferik kan 6rnegi
DNAizolasyonu yapilincaya kadar antikoagulant
olarak EDTA igeren bir tlip icerisinde -20°C’de
saklandi. DNA izolasyonu igin QIAGEN DNA
Blood Mini Kit kullanildi.

SHOX geni mutasyonlarini incelemek
amaciyla, kodlanmayan ekzon 1 haricindeki
transkripsiyona ugrayan tim ekzonlara PZR
(Polimeraz  Zincir Reaksiyonu) uygulandi.
Kullanilan primerler Tablo 2’de gosterilmigstir.

Tablo 2. SHOX geni ¢ogaltiimasinda kullanilan primerler

Ekzon Primer Dizisi PZR Uriinii (bg)
2 F5'-CGCGGGGAGACGCGCGCATCC-3’ 386
R5-GGCGCCGAACCCCAGGAGGGC-3
3 F5-GCCACGTTGCGCAAAACCTC-3 320
R5’-CCCGAGGACCAGGCGATG-3’
4ves F5-GGGAGGCTGGGCTGGGTTC-3’ 376
R5-GGAAGGGAGCAGCAGGTCC-3’
6 F5-TCCTGCGCCCTCACCC-3 354

R5-GTGCAGGACGCGCGGT-3’

F: lleri dizi (Forward) primer
R: Geri dizi (Reverse) primer
bc: Baz gifti

Son hacim 50 pL olacak sekilde 25 pL
HotStar Tag PZR karisimi (2.5 Unite HotStar Taq
DNA polimeraz, 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTP -
QIAGEN Katalog No: 203445), 2 yL SHOX ileri
ve geri primer karisimi, 13 yL H,O ve 10 pL

DNA hazirlandi. Her ekzon i¢in uygulanan PZR
programi Tablo 2 ve Tablo 3’te gOsterilmigtir.
PZR durunleri EtBr iceren %2’lik agaroz jelinde
Vilber Lourmat goriinttileme sistemiile incelendi.
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Tablo 2. Ekzon 2, 3, 4 ve 5’e 6zgu primerler icin kullanilan PZR programi

95°C, 15 dk HotStart Taq aktivasyonu

94°C, 1 dk Ayrilma (Denatirasyon)

63°C, 1 dk Primerlerin baglanmasi (Annealing)
72°C, 1 dk Uzama (Elongasyon)

94°C, 1 dk Ayrilma (Denatlrasyon)

64°C, 1 dk Primerlerin baglanmasi (Annealing)
72°C, 1 dk Uzama (Elongasyon)

94°C, 1 dk Ayrilma (Denatlrasyon)

66°C, 1 dk Primerlerin baglanmasi (Annealing)
72°C, 1 dk Uzama (Elongasyon)

72°C, 5 dk Final

2 dongii

2 dongu

35 dongii

Tablo 3. Ekzon 6’ya 6zgu primerler icin kullanilan PZR programi

95°C, 5 dk HotStart Taq aktivasyonu

97.5°C, 30 sn Ayrilma (Denaturasyon)

65°C, 30 sn Primerlerin baglanmasi (Annealing)
72°C, 45 sn Uzama (Elongasyon)

72°C, 10 dk Final

35 dongu

SHOX genindeki ilgili bodlgeye ait PZR
urtnlerinin DNA dizi analizi, otomatik kapiller jel
elektroforez cihazi (ABlI PRISM® 310 Genetic
Analyzer Applied Biosystems, Foster City, USA)
ile fontek A.S. (lontek A.S. Istanbul, Tirkiye)
isimli bir firma tarafindan yapildi.

Istatistiksel analiz

istatistiksel analiz SPSS (Statistical Package
for the Social Science) programi kullanilarak
yapildi. Degiskenlere (olgu sayisi ve yas) iliskin
tanimlayici bilgiler (ortalama + standart sapma,
sayl ve ylzde) elde edildi.

Bulgular
Klinik bulgular

Olgularin boylari yasa ve cinsiyete gore Turk
¢ocuklari icin hazirlanmis blylume egrilerinde
degerlendirildiginde 3. persantilin altinda ya da

ortalama boy degerinden -2 SD asagi olarak
saptandi. Kemik deformitesi ya da dismorfik
bulguya rastlanmadi. Olgularin hepsinde tam
kan sayimi, kan biyokimyasi, Antigliadin IgA,
EMA, tiroid fonksiyon testleri ve insilin benzeri
biyime faktéri-1 (IGF-I) ve insulin benzeri
biyume faktort baglayici protein-3 (IGFBP-III),
biyime hormonu (GH), GH stimiilasyon testi
dizeyleri normal sinirlarda saptandi. Olgularin
klinik ve laboratuvar bulgular IBK tanimina
uymaktaydi.

Sitogenetik bulgular

Calismaya katilan olgularin hepsinde sayisal
ve yapisal olarak normal karyotip saptandi.

Molekiiler bulgular

IBK tanisi konmus 25 olgunun SHOX
geninin kodlanan tim ekzonlari PZR ile
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¢ogaltildi. Elde edilen PZR drunleri agaroz
jelde goruntilendi. Saflagtirma islemi sonrasi
yapilan DNA dizi analizinde ¢alismaya katilan
olgularin higbirisinde SHOX geninde herhangi
bir mutasyon olmadigi tespit edildi.

istatistiksel analiz bulgular

Calismaya katllan 25 olgunun 12'si kiz
(%48), 13’ erkek (%52) idi. Olgularin yaslari 4
ile 16 arasinda degismekte olup yas ortalamasi
11,04 £ 3,34 olarak hesaplandi.

Tartisma

IBK tanisi alan olgularda SHOX geni ile ilgili
ilk arastirma 1997 yilinda Rao ve arkadaslari
tarafindan DNA dizi analizi ile yapiimistir. Kisa
boylu 36 olguda PAR1 (Pseudoautosomal
region) bolgesinde 170 kb’hk DNANIn
delesyonunu ve Xp22 ya da Yp11.3 bolgelerinde
yeniden dizenlenme oldugunu goéstermislerdir.
Daha sonra ise IBK tanisi alan 91 olgudan
1 tanesinde SHOX geninin 5. ekzonunda
nonsense mutasyon tespit etmislerdir. 195.
kodonda (CGA) C-T degisimi ile sonuglanan
bu mutasyon arjinin aminoasidi yerine protein
sentezinin sona ermesini saglayan ‘DUR”
kodonlarindan biri olan TGA kodonunun
olusmasina neden oldugunu gostermislerdir
[10]. Binder ve ark. tarafindan SSCP (tek
zincir yapisal polimorfizm) yontemi ile yapilan
bir arastirmada 68 IBK tanisi alan olgudan bir
tanesinde SHOX geninde bir allelin delesyona
ugradigi tespit edilmistir [11]. Rappold ve ark.
150’si FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon)
analiziyle, 750’si DNA dizi analiziyle olmak
Uzere toplam 900 IBK tanisi almis olguda
SHOX genindeki mutasyon varhgini
arastirmiglardir. Arastiricilar, SHOX genine
Ozgu bir prob kullanilarak yapilan FISH analizi
sonucunda 150 olgunun 3’Unde (%2) SHOX
delesyonuna rastlamiglardir. 750 olguda DNA
dizi analizi ile yaptiklari tarama sonucunda ise
olgularin 9'unda (%1,2) nonsense ve missense
mutasyonlar tespit etmislerdir [12]. Morizio ve
ark. FISH yéntemi ile IBK tanisi alan 56 olgudan
4’inde (%7,1) SHOX geninin bir kopyasinin

delesyona ugradigini tespit etmislerdir [13].
Bagka bir c¢alismada, 61'i kiz, 79'u erkek
olmak lizere okul caginda olan toplam 140 IBK
olgusuna ait DNA érneklerinden floresan isaretli
primerler kullanarak SHOX lokusu etrafinda
bulunan 2 polimorfik marker amplifiye edilmis
ve yapilan analiz sonucu olgularin 3’Gnde
(%2,1) SHOX geninde delesyon tespit edilmistir
[14]. Stuppia ve ark. IBK tanisi alan 56 olguda
FISH ve DNA dizi analizi ydontemi ile mutasyon
taramasi yapmiglar ve 4 olguda delesyon ve 3
olguda missense mutasyon tespit etmislerdir
[15]. Shanske ve ark. DHPLC (denatire edici
yuksek performans sivi kromatografisi) ile yeni
bir mutasyon tanimlamislardir. iBK tanisi konan
bir erkek olguda SHOX geninin 5. ekzonunun
202. kodonunda (ATG) adenin nikleotidinin
delesyona ugradigini tespit etmiglerdir. Bu dizi
degisiminin, cerceve kaymasi ile sonuglanip
SHOX proteininde fonksiyon kaybina neden
oldugu 6ngoérilmektedir [16]. S6z konusu tim
calismalarda kemik deformiteleri veya dismorfik
bulgulari olan olgular bizim c¢alismamizda
oldugu gibi calismaya dahil edilmemistir. Su
ana kadar yapilan hem en genis kapsamli hem
de genotip-fenotip korelasyonunun yer aldigi
arastirma ise Rappold ve arkadaslari tarafindan
yapilmistir.  Arastiricilar  SHOX  genindeki
mutasyon varligini  arastirmak amaciyla
mikrosatellit analizi, FISH ve DHPLC teknigini
kullanmiglardir. Sporadik ya da familyal kisa
boyu olan 1608 olguda yaptiklari ¢galismada 48
olguda (%4,2) tam delesyon, 4 olguda (%5,9)
parsiyel delesyon ve 16 olguda (%23,5) ise
nokta mutasyonu saptamislardir. Bu galismada
SHOX gen defekti bulunan olgularin boy SDS
degerleri arasinda anlamh fark bulunmazken
kisa 6n kol ve alt ekstremite, kubitus valgus,
Madelung deformitesi, yliksek damak, muskiler
hipertrofi gibi kemik deformiteleri ya da
dismorfik bulgulari olan olgularda SHOX gen
defekti acisindan oldukga anlamh (p<0,001)
fark oldugunu bildirmislerdir. Calismaya katilan
olgularin 1534 tanesi IBK olup 34 olguda
(%2,2) SHOX geninde gesitli mutasyonlar tespit
etmislerdir. Ancak mutasyon saptanan bu 34
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olguda da kisa 6nkol, Madelung deformitesi gibi
dismorfik bulgularin varligi bildiriimektedir [17].
Bizim calismamizda kemik defekti ve dismorfik
bulgusu olanlar calisma digi birakilmis olup
izole IBK tanisi olanlar calismaya dahil edilmistir
ve mutasyon saptanmamistir. Ulkemizde iBK
tanisi alan olgular Gzerinde yapilan ilk arastirma
Etem ve arkadaslarina aittir. Arastiricilar
inceledikleri 61 olgudan en kisa boya sahip 8
tanesini segerek FISH teknigi ile SHOX genini
incelemiglerdir. Ayrica olgularin tamami igin
sadece ekzon 2, PZR ile ¢ogaltilmis ve Y35X
ile A337G mutasyonlarini tespit etmek icin Rsa
I ve Alu | enzimlerini kullanmiglardir. Yapilan
molekuller sitogenetik ve molekller genetik
incelemeler sonucunda olgularin higbirisinde
mutasyon tespit edilememistir [18].

Sonug olarak, Tiirkiye’de IBK tanisi alan
olgularda SHOX geninin  transkripsiyona
ugrayan tim ekzonlari ilk kez mutasyon varligi
acisindan aragtirimistir. IBK tanisi alan 25
olguda yapilan DNA dizi analizi sonucunda
SHOX geninde mutasyon saptanmamistir.
Delesyon varhigi ise s6z konusu bolgede
heterozigot SNP bulunmamasi nedeniyle bu
yontemle saptanamamisgtir.

SHOX geninde meydana gelen
mutasyonlarin iBK olgularinda gérilme sikh@inin
%2-5 arasinda degistigi dikkate alindiginda,
daha fazla sayida olgu ile g¢alisiimasinin daha
bilgi verici olacagl kanaatindeyiz. Ayrica bu
olgularda, dizi analizi dncesinde FISH veya
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) analizi ile SHOX lokusundaki
bluylk delesyonlarin diglanmasi daha uygun
olacaktir. Ayrica SHOX geninde mutasyon
saptanmayan bireylerde boy kisaligindan
sorumlu olabilecek diger genlerin arastiriimasi
hem blyUmede etkili genetik faktorlerin
aydinlatiimasina hem de genotip-fenotip
korelasyonu ile tedaviye yanit arasindaki iligki
ile ilgili diger ¢calismalara katki saglayacaktir.
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