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Kisa Boylulugu Etkileyen Genetik Faktorlerin incelenmesi’

Kisa boy, genetik ve gevre faktorlerinin kontrolli altinda olup genel populasyonun % 2-3'inu
etkilemektedir. Short Stature Homeobox Gene (SHOX), X ve Y kromozomlarinin kisa kollarinin
pstdootozomal bdlgelerinde yer almakta ve X inaktivasyonuna maruz kalmamaktadir. Gendeki
delesyonlar veya mutasyonlarin, insanlarda gériilen Turner Sendromu (TS), Idiopatik Boy Kisalig
(IKB) ve Leri-Weill Diskondrosteozu (LWD)'na neden oldugu gésterilmistir. Calismada IKB'li
bireylerde, SHOX geninin tam delesyonlarinin FISH yontemi ve ekzon 2'de yer alan LWD
hastalarinda tespit edilmis Y35X ve IKB'de tespit edilmis A-337G mutasyonlarinin ise molekiiler
genetik yontemle taranmasi amaglanmistir.

Bu calismada, idiopatik Kisa Boy (IKB)a sahip oldugu belirlenen 61 birey incelendi. Standart
sitogenetik tekniklerle vakalarin normal karyotipe sahip olduklari gdsterildi. Vaka grubundan en
kisa boya sahip olan 8 birey secilerek FISH teknigi ile SHOX genleri kontrol edildi. Vakalarin tima
icin ekzon 2, PCR metoduyla cogaltildi ve Y35X ile A-337G mutasyonlarini tespit etmek igin Rsa |
ve Alu | enzimleri kullanildi. idiopatik kisa boylu 61 bireyde, konvansiyonel sitogenetik, molekiiler
sitogenetik ve molekdiler genetik incelemeler sonucunda herhangi bir anormallige rastlanmadi.

idiopatik kisa boylu bireylerde, konvansiyonel sitogenetik ve molekiiler sitogenetik tekniklerin
yanisira molekuler genetik tekniklerin de kapsamli bir bicimde c¢alisiimasi olduk¢a &nemlidir.
Calisma, SHOX geninde yapilacak mutasyon taramalarinda 6zellikle SSCP veya DNA dizileme gibi
gendeki tim mutasyonlari ortaya koyacak ydntemlerin kullaniimasinin daha uygun olacagini
gbstermektedir. Kisa boy ile birliktelik gosteren veya birliktelik gésterdigi dislinulen hastaliklara
karsin alinacak tedbirlerde ve kisa boylu bireylerin yasam kalitesinin artirimasinda, SHOX geni ve
buyltme ile ilgili diger genlerin arastiriimasinin yol gosterici olacagini disinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: [diopatik kisa boy, SHOX, interfaz-FISH, Y35X, A-337G.

Investigation of Genetic Factors the Effects in Short Stature

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

In this study, 61 individuals with ISS were detected. It has shown with standard cytogenetics
techniques that cases have normal karyotypes. 8 individuals with the shortest stature were chosen
from case group and their SHOX genes were controlled by FISH technique. For all cases, exon 2
was amplified by PCR and to determine Y35X and A-337G mutations, Rsa | and Alu | enzymes
were used. In 61 individuals with ISS, conventional cytogenetics, molecular cytogenetics and
molecular genetics studies didn’t show any abnormalities.

It is important to study molecular genetics techniques with conventional cytogenetics and molecular
cytogenetics techniques in individuals with ISS in an extensive way. This study shows that to scan
the mutations within the SHOX gene, it is more appropriate to use the techniques especially like
SSCP or DNA sequancing which determine all mutations in this gene. We consider that for taking
preventive measures against diseases associated with or think to be associated with short stature
and increasing the quality of life of the individuals with short stature, to research SHOX gene and
other genes related to growth will be guide.

Key Words: Idiopathic short stature, SHOX, interphase-FISH, Y35X, A-337G.

Girig
insan boyu, hem genetik hem de gevre faktérlerinin kontrolii altindaki kompleks bir
ozelliktir (1). Bugline dek yapilan pek ¢ok calisma boyun, kardiyovaskiler hastaliklar,

inme ve kanserle iliskili olabilecegini ortaya koymustur (2-16). Kisa boy, genel popi
lasyondaki bireylerin % 2-3'Unu etkilemekte olup sosyal ve tibbi dneme sahiptir (17, 18).

“IX. Ulusal Tibbi Biyoloji Kongresi. Anemon Otel. 24-27 kasim 2005, Manisa.
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Genel olarak boyun kalitilabilirligi % 50’nin Ustlindedir ve
calisilmis kompleks insan 6zellikleri arasinda kalitilabilirlik
orani en yiksek olanidir (1).

insan X kromozomu ve Y kromozomlarinin kisa
kolunun kuglk delesyonlarinin surekli olarak kisa boy ile
birliktelik gosterdigi gézlemine dayali olarak, biylUmeyi
olumlu  yonde  etkileyen bir genin, cinsiyet
kromozomlarinin psddootozomal 1 bdlgesinde (PAR1)
yer aldigi ileri strllmigstir (19). Ogata ve Matsuto adl
arastirmacilar, bu genin PAR?1in 700 kb’lik distalinde
lokalize bir homeobox gen oldugunu tanimlamiglardir. Bu

gen Rao ve arkadaslarinca SHOX, Ellison ve
arkadaslarinca ise PHOG (Pseudoautosomal
Homeoboxcontaining Osteogenic Gene) olarak
adlandiriimigtir (20). 1997'de, SHOX geni,

psodootozomal bolgelerden klonlanmis ve blylimenin
dizenlenmesinde aday bir gen oldugu ileri strilmugstir
(18). SHOX geninin X inaktivasyonundan kurtuldugu ve
her iki allelin de aktif ve inaktif X kromozomu ile Y
kromozomundan eksprese oldugu gosterilmistir (21).
SHOX yaklasik 40 kb’lik genomik bir bolge kaplamaktadir.
7 ekzondan ibarettir ve 3 ekzonu alternatif splicing ile
olusturulan iki transkript kodlamaktadir. SHOXa ve
SHOXb olarak adlandirilan bu transkriptler sirasiyla 292
ve 225 amino asitten olusan proteinleri kodlamaktadirlar
(19). SHOX geni ekstremite ve faringeal arkus olmak
Uzere iki buyuk bdlgede eksprese olmaktadir. Bu her iki
alandaki anormal gelisim, Turner Sendromu’nun iskelet
ozelliklerinin temelini olusturmaktadir (22).

SHOX'un tek doz yetersizligi, insanlarda gorulen
Turner Sendromu (TS), idiopatik Kisa Boy (IKB) ve Leri-
Weill Diskondrosteozu (LWD) olmak uzere ug¢ farkh
biyume hastaligina katkida bulunmaktadir (23). SHOX
delesyonuna sahip bireyler hafif, zorlukla ortaya
konabilen iskelet malformasyonlarindan, bu hastalarin
yasamlarini olumsuz ydnde etkileyen ciddi displazilere
kadar degisen hatiri sayilir bir fenotipik heterojenite
gbstermektedirler (24). Bununla beraber, SHOX'taki ayni
mutasyonun ya LWD sendromu veya IKB fenotipine yol
actigr gozlenmistir. (21, 25). Y35X mutasyonu bilateral
Madelung deformitesine sahip LWD’li bireylerde daha
once yapilan galismalarda tanimlanmistir (26). Ancak
literatirde bu mutasyon I[KB'li bireylerde tespit
edilememistir. A-337G mutasyonu IKB'li bireylerde tespit
edilmistir.

Calismamizda, boyu Elazi§ boy ortalamasinin altinda
kalan IKB'li bireylerde, SHOX genindeki ekzon 2'de daha
Oonce tanimlanmis olan Y35X ve A-337G mutasyonlarinin
taranmasi amagclanmistir.

Gereg ve Yontem

Calisma igin kullanilan kontrol ve vakalar ELAZIG
ilinde yasayan bireylerden segildi. Bu calismada olgu
grubu olarak 69 birey ve kontrol grubu olarak 31 birey
olmak Uzere toplam 100 birey ¢alismaya alindi. Bu 100
bireyden 12’si monozigotik, 6’si dizigotik kardesler ve
44’(i kardes ciftiydi. Geriye kalan 38 birey, ayni cinsiyette
kardesleri olmadigindan, ¢alismaya tek baslarina alindi.
Calismaya alinan bireylerden yasi en kiguk olani 20 ve
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en buydk olani 50 olmak Uzere yas ortalamalari 28.8
(standart sapma 11.33) idi. Calismaya katilan bireylerin
48'i erkek ve 52’si bayan bireylerden olusmaktaydi.
Olgular calismaya alinirken asagidaki kriterler g6z
6niinde bulunduruldu:

1. Monozigot kardesler icin; aralarinda en az 5 cm boy
farki bulunan ve kisa boya sahip olan kardesin bélge boy
ortalamasinin altinda kalmasi.

2. Dizigot kardesler ve kardes ciftleri igin;
cinsiyetlerinin ayni olmasi, aralarinda en az 5 cm boy
farki bulunmasi ve kisa boya sahip olan kardesin bdlge
boy ortalamasinin altinda kalmasi.

3. Calismaya tek basina alinan bireyler icin; ayni
cinsiyette  kardesleri olmamasi, boylarinin  aile
ortalamalari ve bdlge ortalamasinin altinda kalmasi.

Sitogenetik caligma: Her bir olgu igin bunlarin
periferik kanlarindan elde edilen en az 16 metafaz
standart sitogenetik tekniklerle incelendi.

interfaz-FISH calismasi: Biotinle isareti SHOX
boélgesini de icine alan Xp22'deki bdlgeye spesifik bir prob
kullanildi (Cytocell, Banbury Business Park Addenbury,
United Kingdom). Preparasyon islemleri prob protokoliine
uygun olarak yapildi ve floresan mikroskopla incelendi.

Molekiiler galigma: Calisma icin gerekli olan olgu
DNA’lar standart tekniklerle elde edildi ve kullanilincaya
kadar -20°C’de saklandi. DNA’larin g¢ogaltiimasinda
Ekzon 2 icin forward: 5-
CGAGGTCGCCGCGTATAAATA-3 ve revers: 5-
AGACGGGAGCTGCAAATGTG-3' primerleri kullanildi.
PZR cihazinda c¢ift sarmal DNA molekillerini denatire
etmek igin yalnizca bir déngl olmak Ulzere 96°C’de 3
dakika, denatlirasyon (melting) igin 96°C’de 30 saniye,
yapisma (annealing) icin 60°C’'de 1 dakika, uzama
(extension) icin 72°C’de 1 dakika olmak Uzere toplam 35
dongu gergeklestirildi. En son déngudeki uzatma periyodu
72°C'de 10 dakika olacak sekilde gerceklestirildi ve
ornekler 4°C’ye kadar hizla sogutuldu. Elde dilen PZR
urlinleri % 2'lik agaroz jelde kosturuldu.

Bulgular

Calismaya alinan erkek ve bayan vakalarin hepsi
konvansiyonel sitogenetik ydntemle incelendi. Yapilan
sitogenetik inceleme sonucunda tim vakalarin karyotipi
normal olarak degerlendirildi. interfaz-FISH calismasinda
kullanilan DXYS129 probunun telomerden uzakhdi 160
kb olup SHOX bdlgesini de i¢ine alan Xp22 ve Yp1i1
bolgelerine spesifiktir. Prob, dioxigenin isaretli olup
normal vakalarda 2 yesil sinyal vermektedir. Calisilan 8
vakanin interfaz-FISH analizi sonucunda incelenen
hicrelerden 2 yesil sinyal alinmasiyla tim 8 olgu normal
olarak degerlendirildi. Molekuler calismada kullanilan Alul
enzimi mutasyonlu diziyi ve Rsa | enzimi ise wild type
diziyi spesifik olarak kesmektedir. Vaka ve kontrolleri
iceren toplam 100 bireyde, calisilan mutasyonlardan
herhangi biri tespit edilemedi ve bireyler SHOX genindeki
bu iki mutasyon agisindan normal olarak degerlendirildi.



Cilt: 22, Sayi : 4

Sekil 1. SHOX genine spesifik olan DXYS129 probu kullanilarak
yapilan FISH cgalismasi sonucunda elde edilen 2 yesil sinyale
sahip bir interfaz hiicresi.

Sekil 2. A-337G mutasyonu igin Alu | restriksiyon enzim kesim
sonrasi agoroz jele yuklenen Uriinlerin goruntusa.

L o R S RS S S . S G e

Sekil 3. Y35X mutasyonu igin Rsa | restriksiyon enzim kesim
sonrasi agoroz jele yuklenen Uriinlerin goruntusi.

Tartisma

1997°de, SHOX geni, X ve Y kromozomlarinin kisa kol
bdlgelerinin psddootozomal bolgelerinden klonlanmis ve
blylmenin dizenlenmesinde aday bir gen oldugu ileri
sUrtlmustiur. SHOX geninin blylimenin diizenlenmesinde
rol oynadiginin anlagiimasindan sonra LWD’li ve Xp veya
Yp delesyonlu hastalarda yapilan pek c¢ok calisma
blylimenin kontrolinde bu genin goérev aldigini
dogrulamistir (18, 21, 24, 27). Calismamizda
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konvansiyonel sitogenetik yéntemle degerlendirilen tim
olgularin karyotipleri normal olarak degerlendirilmistir ve
bu bulgu idiopatik kisa boylu hastalarda yapilan diger
c¢alismalarla uygunluk géstermektedir. Calisma grubumuz
icerisinde normal Kkaryotipe sahip IKB'li hastalardan
boylari ortalamanin altinda kalan ve en kisa boya sahip
oldugu belirlenen 8 bireye uyguladigimiz interfaz FISH
c¢alismasi sonucunda, 8 bireyden de 2 yesil sinyal alindi
ve bu bireyler normal olarak degerlendirildi. KB'li
hastalarda yapilan diger calismalarda, FISH yontemi igin
SHOX genine 6zgl ve Xp22.3 ile Yp11.3'te lokalize olan
LLNOYCO3'M’34F5 kozmid probu kullanilmistir (18, 21,
27). Gahismay! yaptigimiz sirada bu prob ticari olarak elde
edilebilir olmadigindan, SHOX bédlgesini de icine alan
Xp22 ve Yp11'deki boélgeye spesifik farkli bir prob
kullanildi. interfaz FISH metodu uygulanarak elde edilen
sonug, Miisebeck ve arkadaslarinin 35 IKB'li probantta
yaptiklari galismanin sonucuyla uyumludur (27). Buna
karsin, Morizio ve arkadaslarinin 33 disi ve 23 erkek
olmak (izere toplam 56 IKB'li hastada FISH metodu ile
yaptiklari arastirma sonucu 4 hastada (%7.1) tek bir
SHOX geni kopyasinin varligini tespit etmislerdir. Bu 4
hastada da SHOX'un bir kopyasinin delesyonunun de
novo oldugu ve X kromozomunda meydana geldigi ortaya
konmustur (18). Benzer sekilde Binder ve arkadaslari 68
iKB'li hasta calismiglar ve vyalnizca 1inde SHOX
delesyonu bulmuslardir (28). Rao ve arkadaslari da IKB'li
91 hastada yaptiklari inceleme sonucu sadece 1 hastada,
SHOX geninde bir nokta mutasyon tespit etmislerdir (24).
Diger bir calismada Rappold ve arkadaslari 150 IKB'li
hastayr FISH ile incelemigler ve 3inde SHOX
delesyonuna rastlamiglardir (21). A337G ve Y35X
mutasyonlarinin hasta grubumuzda var olup olmadig,
hastalarin PCR urinlerinin Alul | ve Rsa | restriksiyon
enzim kesimiyle arastirildi. Alu | enzimiyle kontrol edilen
hastalar ve kontroller A337G mutasyonu agisindan
negatif olarak degerlendirildi. Ayni sekilde Y35X
mutasyonu Rsa | enzimi ile arastirildi ve hasta ile
kontrollerin timi bu mutasyon agisindan da negatif
bulundu.

Rappold ve arkadaslari 2002 yilinda 900 iKB'li
hastada yaptiklari galismada hastalarin %2.4’iinde SHOX
mutasyonlarini  tespit etmiglerdir. Calismada A337G
mutasyonunu 2 (%0.22) hastada tespit etmislerdir (21).
Hasta secim kriterlerinin farkli oldugu g6z Oniinde
bulundurulursa bu mutasyona c¢alisma grubunda
rastlanmamasi mumkundur. Daha o6nce Flanagan ve
arkadaslarinin  LWD’li hastalarda yapmis olduklari
calismada tespit ettikleri Y35X mutasyonuna IKB'li 69
bireyde rastlanmamistir. Bu mutasyon, muhtemelen LWD
spesifik olup IKB’ye neden olmamaktadir. Daha énce
IKB'li bireylerde yapilan SHOX geni mutasyon tarama
galismalarinda bu mutasyonun IKB’ye neden olduguna
dair bir bulguya rastlanmamistir. Ancak calisma sayisi
oldukga sinirlidir. Gendeki ayni mutasyonlarin IKB veya
LWD’ye neden olduguna dair ¢aligmalar da mevcuttur.
Ornegin R195X mutasyonuna hem LWD'li hem de IKB'li
bireylerde rastlanmistir (21). SHOX geninde belirlenen
mutasyonlarin restriksiyon fragment uzunluk polimorfizimi
yéntemi ile hem IKB hem de LWD hastalarinda taranmasi
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her iki hastaia neden olabilen ortak nokta
mutasyonlarinin belirlenmesi agisindan énemlidir.

Sonug olarak sitogenetik, molekiler sitogenetik ve
molekiiler incelemelerimiz sonucunda, IKB’li 69 proband
ve 31 Kkontrol bireyinde herhangi bir anormallige
rastlanmadi. Calismada, SHOX geninin 2. ekzonuna
spesifik primerler kullanildigindan sadece bu ekzondaki
A-337G ve Y35X olmak uzere iki mutasyonun varligi
arastinimistir. (20). Oysa SHOX genindeki mutasyonlar
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