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OZET

Najafli, A. Boy Kisaliginin Genetik Etiyolojisinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2018.

Boy uzunlugunun 3. persantilin, boy uzama hizinin 25. persantilin altinda olmasi,
ongoriilen boyun hedef boya gore 8,5 cm veya daha kisa olmasi ve kemik yasinin
kronolojik yasa gore ileri (> 2 SD) olmasi1 gibi durumlar boy kisaliginin taniminda yer
alan baglica kriterlerdir. Klinik olarak patolojik ve non-patolojik olmak iizere iki ana sinif
altinda toplanan boy kisaliklar1 genetik olarak kromozomal, tek gen iligkili ve
multifaktoriyel olarak incelenmektedir. Birgogu muayene sirasinda klinik tani alsa da
kesin tan1 amactyla genetik etkeni bilinenlere sitogenetik ve molekiiler testlerin yapilmasi
gerekmektedir.

Bu ¢alismada klinik olarak idiyopatik boy kisaligi tanisi alan 189 olguda sitogenetik ve
molekiiler sitogenetik yontemler kullanilarak genetik etiyolojinin arastirilmasi planlandi.
Normal kromozom kurulusu saptanan 41 olguda iligkili 10 gen (GH1, GHR, GHRH,
GHSR, IGF1, IGF1R, IGFALS, IGFBP3, SHOX ve STATS5B) ve ¢ogul hipofiz hormon
eksikligi (CHHE) ile iligkili 15 gen panel-gen testi ile lon Torrent platformunda yeni nesil
dizileme (YND) yontemi ile incelendi. Bes olguda bes farkli gende (BMP4, GHR, IGSF1,
LHX4 ve PROKR?2) (biri boy kisalig1, dordii CHHE genlerinde) biri yeni, biri daha 6nce
iligkilendirilmis ve ii¢li veri tabanlarinda yer alan olmak iizere anlamli oldugu diisiiniilen
toplam bes varyant saptandi. Klinik 6neme sahip oldugu diisiiniilen bu degisimler Sanger
dizileme yontemi ile dogrulandi ve segregasyon analizi yapildi. Dort heterozigot
degisimin ailedeki saglikli bireylerde de bulundugu, homozigot degisim saptanan bir
olguda ise ebeveynlerin heterozigot tastyici olduklari gosterildi. Tiirkiye’de boy kisalig
ile iliskili ilk panel-gen test uygulamasi olan ¢alismamizin etiyolojide rol oynayan genetik
faktorlerin agiklanmasina, fenotip-genotip iliskilerin acgiklanmasma ve 6zgiin genetik
danigmaya katki saglamasi beklendi. Boy kisaliginin genis bir genetik spektruma sahip
olmasi nedeniyle hedefli panellerle calismanin arastirmada yeterli olmadigina, bu tiir
incelemelerin indeks olgu ve ebeveynleri iceren, saglikli kontrol grubuyla paralel olarak
tim ekzom veya tiim genom dizileme caligmalar ile yapilmasinin daha dogru bir
yaklasim olacagi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: boy kisaligi, genetik, yeni nesil dizileme

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2017-26405
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ABSTRACT

Najafli, A. Investigation of Genetic Etiology of Short Stature. istanbul University,
Institute of Health Science, Genetics Department. Master Thesis in Genetics. Istanbul.
2018.

The main criteria of short stature are: height below 3™ percentile, growth rate below 25"
percentile, height being 8.5 cm shorter than the target stature, and the bone age being
older than the chronological age (>2 SD). Short stature is divided into two categories as
being clinically pathological and non-pathological, and are further divided into subgroups
associated with different level of genetic factors such as chromosomal, single gene and
multifactorial. Although many of the cases are clinically diagnosed during physical
examination, cytogenetic and molecular tests are recommended if genetic cause is
expected.

In this study, we aimed to elucidate the genetic etiology of 189 clinically diagnosed short
stature patients. All of the patients are first evaluated with cytogenetic analysis that
followed with molecular tests for the cases with normal karyotypes. Molecular test
compromised of the investigation of 10 genes associated with short stature (GH1, GHR,
GHRH, GHSR, IGF1, IGF1R, IGFALS, IGFBP3, SHOX and STAT5B) and 15 genes
associated with combined pituitary hormone deficiency (CPHD) packed as panel-gene on
lon Torrent platform. Five different variants in five cases expected to have significant
clinical impact (BMP4, GHR, IGSF1, LHX4 and PROKR2) are identified. Only one of
those was previously associated, three were rare variants annotated in databases and one
was novel. Mutations that were thought to have clinical importance are confirmed by
Sanger sequencing. Segregation studies had revealed that four of the heterozygous
alterations were also identified in healthy family individuals and one homozygous change
was shown to be inherited from heterozygous parents. Our panel-gene test for short
stature was in-house designed for the first time in Turkey and our findings are expected
to elucidate genetic factors that play a role in the etiology of this phenotype, to reveal
genotype-phenotype correlations and to contribute to the personalized genetic counseling.
Since short stature has a high genetic heterogeneity, we determined that gene panel is not
competent and that proper approach should be to investigate index individuals, their
parents and healthy controls by means of whole exome or whole genome sequencing.

Key Words: short stature, genetic, next generation sequencing

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
TYL-2017-26405



1. GIRIS VE AMAC

Cocukluk ¢aginda boy uzamasinda yavaslama, duraklama ¢ogu zaman énemli bir
saglik sorunu veya hastaligin habercisidir. Boy kisaligi, boyun yas ve cinsiyete gore 3.
persantilin (veya —2 SDS) altinda olmasi, boy uzama hizinin diisiik olmasi (<25.
persantil), 6ngoriilen boyun, hedef boydan 8.5 cm'den daha kisa olmasi, yasa gore boy
kisa olmasa da kemik yasinin kronolojik yasa gore ¢cok (>2 SDS) ileri olmasi1 (bii-ylime
potansiyelinde azalma) gibi parametrelerle acgiklanmaktadir. Agir boy kisaligi
vakalarinda boy, genellikle -3 SDS’nin altinda olmaktadir [1-3].

Ulkemizde de boy kisalig1 nedeniyle ¢ocuk hekimlerine, saglik kuruluslarina
basvuru sikligi son yillarda giderek artmaktadir. Boy kisaligi sebebiyle bagvuran
olgularda etiyolojiye yonelik yapilan g¢alismalarda olgularin %85-95’inde patolojik
olmayan, normalin varyanti1 olarak degerlendirilen boy kisalig1 oldugu bildirilmistir [4].
Okul ¢agindaki ¢ocuklarla yapilan bir ¢alismada ¢ocuklarin %5.1’inde boy kisalig
saptanmustir [5].

Etiyolojiye yonelik ¢alismalarda genetik yapiin ve non-genetik etmenlerin boy
kisalig1 ile olan iliskisi kadar cevresel faktorlerin de genis bir yere sahip oldugu
bilinmektedir. Tiim incelemelere ragmen olgularin 6nemli bir boliimiinde etiyopatogenez
halen tam olarak aydinlatilamadigindan agiklanamayan boy kisaliklarinda yeni
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir [6, 7].

Boy kisaligi, normalin varyant1 (patolojik etmeni bilinmeyen) ve patolojik boy
kisaligi (patolojik etmeni bilinen) olarak iki ana grup altinda incelenmektedir. Birinci
grup genellikle konstitusyonel, ailevi ve idiyopatik boy kisaligi olan olgulardan
olusmaktadir. Ikinci grup ise etiyolojisinde genetik ve endokrinolojik nedenlerin
bulundugu olgulardan olugmakta ve kendi i¢inde orantili ve orantisiz boy kisaliklar
olarak siiflandirilmaktadir. Her iki grupta da oykii, fizik muayene ve dl¢iimlerden sonra
olasi tantya yonelik testler planlanarak patolojik olan ve olmayan durumlarin ayirt
edilmesi onem tasimaktadir. Etiyolojiye yonelik tetkiklerin basinda kronik hastalik
taramalarinin yapilmasi, kemik olgunlagsmasinin belirlenmesi gereklidir.

Biiyiime hormonu (BH) ve insiilin benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-1, Insulin-like
Growth Factor-1) sisteminin incelenmesi normal ve patolojik biiylimenin anlagilmasi igin
yol gosterici olmaktadir. Ancak normal biiylimenin anlasilmasi icin BH-IGF-1 ekseninin

tek basma yeterli olmadig1 bilinmektedir, Cok sayida hormon, parakrin faktorler,



ekstraselliiler matriks molekiilleri ve intraselliiler proteinler biiyiime plagina etki ederek
biiylimeyi diizenlemekte, BH-IGF-1 ekseni disindaki bir¢ok mekanizmanin ve ¢ok sayida
genin biiylimeyi etkiledigi diistiniilmektedir. Lokal proteinleri kodlayan bazi genlerdeki
mutasyonlarin da boy kisalifinin nedeni olabildigi gdsterilmistir. Tim genom
incelemeleri ile her gecen giin biliyiimeyi diizenleyen yeni genler ve bu genlerdeki
mutasyonlar tanimlanmaktadir. Yeni gen/mutasyonlarin anlagilmasi ise etiyopatogenezin
aydinlatilmasi, yeni yolaklarin belirlenmesinin yami sira yeni tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesine olanak saglayacaktir.

Bu calismada, kronik hastaliklar, hormonal bozukluklar veya iskelet displazisi
dislanmis idiyopatik boy kisalig1 olgularinda, algoritmik bir yaklasim ile ilk asamada
sitogenetik incelemeler yapildi ve kromozom anomalisi dislanan olgularda SHOX geni
delesyonlar1 fluoresan in situ hibridizasyon teknigi ile arastirildi. Bu caligmalarda
anomali saptanmayan olgular, boy kisalig1 ile iliskili oldugu bilinen genlerdeki olasi
mutasyonlari arastirmak amactyla Yeni Nesil Dizileme (YND) teknigi kullanilarak kendi
tasarladigimiz panel gen yaklasimi ile incelendi.

Bu ¢alismanin sonucunda, toplumuzdaki boy kisalig1 etiyolojisinde rol oynayan
genetik faktorlerin belirlenmesi ve etiyopatogenezin aydinlatilabildigi olgularda aileye
0zglin genetik danisma verilebilmesi ve saptanan anomali sikligina gore yeni bir tan

algoritmasi olusturulabilecegi ongdriildii.



2. GENEL BILGILER

Boy uzunlugunun toplumda sosyal statii kazandirdig1, saglikli, basarili ve prestijli
olmay1 sembolize ettigi birgok sosyolojik ¢alismada ortaya konmustur. I. Diinya Savasi
sirasinda Britanya'da askere alinma kriterleri icinde boy uzunlugunun minimum 160 cm
olmas1 gerektigi yer aliyordu. Bu nedenle boylari 160 cm’nin altinda olan binlerce erkek
orduya alinmadi. Baskilar sonucunda onlarin da savasa katilmasina izin verildi, hatta 152-
160 cm'lik erkeklerden olusan 6zel Bantam Taburlar1 olusturuldu. Savasin sonunda, her

biri yaklagik 1000 erkekten olusmak tizere 29 tane Bantam Taburu olusturulmustu [8].

Boy kisaligi ile ilgili yapilan PUBMED taramasinda ilgili kayith ilk ¢aligmanin
Dwarfizm konulu olup 1910 yilinda yayinlandigi goriilmektedir [9]. Daha sonra 1947
yilinda yayinlanan Ovarian agenesis with dwarfism baglikli calisma ise boy kisalig: ile

iliskili ilk yayin kabul edilmistir [10].

Biiyiimeyi etkileyen genetik ve nongenetik bir¢ok faktér bulunmaktadir. Bu da
boy kisaligi ile ilgili calismalar1 giiglestirmektedir.

2.1. Biiyiime

Zigot olarak baslayan yasam hiicre boliinmeleri, organogenez gibi siireclerden
gecerek doguma ve sonrasinda 6liime kadar devam eder. Bu siirecin basindan itibaren
viicut hacminde ve kiitlesinde goriilen artis biiylime, biyolojik islevlerin kazanilmasi i¢in
hiicre ve organlarin yapi bilesimindeki degisimler ise gelisme olarak ifade edilir. Saglikli
bir ¢cocuk kronolojik yasa uygun viicut biiylimesi, fizyolojik olgunlasma ve zeka gelisimi

gosteren, hastalik belirtileri gdstermeyen ¢ocuktur.

2.2. Biiyiimeyi ve Gelismeyi Etkileyen Faktorler

Biiylime siireci dogum 6ncesi ve dogum sonrasi olarak iki evrede incelenir. Her
iki donemde de genetik faktdrler ve hormonlar, dokuya 6zgii biiylime faktorleri, ¢evre
faktorleri gibi genetik olmayan bir¢ok etmen bu siireci etkilemektedir. Hangi etmenin ne
zaman etkin oldugu, siiresi ve agirlig1 biiyiime-gelisme bozuklugunun derecesi hakkinda

fikir verir.



2.2.1. Dogum Oncesi Dénem

2.2.1.1. Genetik Yap1

Cocugun ebeveynlerden edindigi genetik yapi, genlerin karsilikli iligkisi biiylime-
gelisme potansiyelini belirler. Hem cinsiyet kromozomlari, hem de otozomlar iizerinde
bliylimeyi etkiledigi bilinen bir¢ok gen bulunmaktadir. Embriyo doneminde biiyiime
genetik olarak programlanmis olaylar sonucu gelisir. Erken embriyonal donemde bile
olumsuz ortam kosullarinin etkisiyle genetik programlama ve ekspresyonda degisiklikler
olusabilecegi, bunun diisiik dogum agirlig1 ve ileri yaslarda kardiyovaskiiler hastalik,
hipertansiyon ve tip 2 diyabet gibi hastaliklarin gelismesine neden olabilecegi
bildirilmektedir. Uzun boylu ailelerin ¢ocuklar1 uzun, kisa boylu ailelerin ¢ocuklar kisa

olmaya egilimlidir [1].

2.2.1.2. Biiyiime Faktorleri ve Hormonlar

Konjenital hipotiroidi ve ¢ogul hipofiz hormon eksikliklerinde (CHHE) dogum
agirhigl normal araliklarda oldugu igin tiroid ve biiylime hormonu ile prenatal biiyiime
arasinda iligki olmadig1 disiiniilmektedir. Ancak hiicre boliinmesi ve farklilasmasini
uyaran insiiline benzer biiylime faktorlerinin (IGF) fetal biiyiimeye 6nemli etkileri vardir.
Fetal donemde IGF-2, IGF-1’e gore daha etkilidir. Plasental somatomamotropinler
(laktojenler) IGF-1 ve IGF-2 sentezini uyarir. Prenatal donemde biiyiime hormonunun
IGF-1 iizerine etkisi hemen yok gibidir. IGF’lerin etkinligi IGF baglayici proteinler
(IGFBP) tarafindan diizenlenir. IGFBP-1 ve IGFBP-2 diizeyleri fetal kanda ve amniyotik
stvida yliksektir. IGF’ler disinda epidermal biiyiime faktorii, sinir biiyiime faktor,
fibroblast pnémonosit faktor, fibroblast biiyiime faktorii, endotelin gibi faktdrlerin de
fetal biiyiime iizerinde etkisi oldugu bildirilmektedir. Insiilin de fetal biiyiime ve dogum
agirhg iizerine etkilidir. Insiilin, anabolik etkisi ile besinin alim1 ve kullanimini saglar.
Fetal dokudan biiyiime faktdrlerinin salinmasina neden olur. Insiilinin fetal lipojenik
etkisi, gebeligin 3. trimesterinde yag dokusunun olusumunu saglayarak, protein

sentezinin ve hepatik glikojen deposunun olusumuna neden olur.

Yag hiicrelerinden salgilanan ve istahi diizenleyen hormon olan leptin'in de
fetusun biiylimesi ve beslenmesinin diizenlenmesi {izerine etkisi vardir. Dogum agirligi

ve viicut kitle indeksi (VK1) ile leptin arasinda giiglii pozitif bir iligki vardir.

Gebeligin ikinci yarisinda fetusta Ostradiol, testosteron ve dihidroepiandrosteron

diizeyleri ergen erkeklerdekine esit veya daha yiiksetir. Ostrojen fetal kemik



olgunlagmasini, androjenler ise daha belirgin anabolik etkileriyle gestasyon yasina gore

agirhigin erkek ¢ocuklarda kizlara gore yliksek olmasina neden olur.

2.2.1.3. Uterus i¢i ortam faktorleri

Saglikli bir c¢ocuk i¢in anneden c¢ocuga zararli olabilecek bozukluklarin
bulunmamasi, uterus ve plasenta islevlerinin normal olmasi gerekir. Ozellikle
organogenez ¢agl olan ilk 8 haftadaki zararlar, embriyo 6liimii, gelisme bozukluklar1 ve
dogumsal anomalilere yol agar. Gebelikte yetersiz beslenmenin sonucu olarak dogum
agirliginin diistiigii, 61t dogum ve diisiik oranlarinin arttigi, canli dogan ¢ocuklarin ise ilk
6 ayda enfeksiyonlara direngsiz olduklari bildirilmistir. Ornegin, demir eksikligi anemisi
olan annelerin ¢ocuklari demir depolar1 eksik olarak, iyot eksikligi olan annelerin

cocuklart ise guatr'li dogarlar.

Uterus duvarina implantasyonun iyi olmamasi veya ektopik gebelik gibi
durumlarda embriyo beslenemez ve gelisemez. Amniyotik bandlarin varligi ve
oligohidramniyos (amniyon sivisi azligl) embriyo veya fetusun normal gelisimini
engeller. Fetal pozisyonda anormallik, bazen ayaklarda i¢e doniikliik (pes ekinovarus)

gibi anomalilere yol agar.

Gebelik siiresince travmalar da erken dogum, diisiik veya fetusta beslenme
bozuklugu nedeni olabilir. Ozellikle ilk haftalarda annenin aldigi ilaglara dikkat
edilmelidir. Gebelikte alinan bazi ilaglar ¢ocukta dogumsal anomalilere yol agar.
Rontgen, radyum gibi 1sinlara maruz kalma cocukta mikrosefali, spina bifida, zeka

geriligi, ekstremite bozukluklar1 gibi dogumsal anomalilere yol agabilir.

Gebeligin ilk 3 ayinda annenin gecirdigi kizamikgik gibi viral enfeksiyonlar da
cocuga zarar verebilir. Embriyonal yasamda anneden plasenta yoluyla bulasan
kizamik¢ik enfeksiyonu ¢ocukta kalp anomalisi, sagirlik, katarakt, mikrosefali ve zeka
geriligi gibi belirtiler yapan rubella sendromuna yol acar. Dogumsal sifilis, gebeligin
ikinci yarisinda anneden ¢ocuga gegen, viicut ve zeka gelismesi diizenini bozan bir

spiroket enfeksiyonudur.

Toksoplasmozis gondii, annede belirti vermeden cocukta hastalik yapabilir.
Dogumsal toksoplazmozis, mikro veya makrosefali, kafa i¢i kireclenmeler, goz
anomalileri ve sistemik belirtilerle agir bir tabloya yol agabilir. Bunlarin diginda,

gebelikte hormon bozukluklar1 da fetusa zarar verebilir. Ornegin, diyabetli annelerin



cocuklar1 iri dogar, kalp, akciger ve metabolizma bozukluklar1 gosterebilirler. Oliim

oranlar ytiksektir.

Plasenta bozukluklar1 (dolasim yetersizligi, enfeksiyon vb) prematiire ve o6li
dogumlarm, dogumsal enfeksiyonlarin, intrauterin gelisme geriliginin etiyolojisinde

onemli rol oynar.

2.2.2. Dogum Sonrasi1 Donem

2.2.2.1. Genetik Yap1
Genetik altyap1 ve faktorlerin hem prenatal, hem de postnatal biliylime iizerine

etkileri vardir.

2.2.2.2. Beslenme ve Metabolizma ile fliskili Etmenler

Normal biiyiime yeterli beslenme ile miimkiin olabilir. Biiyimenin hizli oldugu
donemlerde besinle alinan enerjinin %10'undan fazlasi biiyiimeye harcanir. Normal hiicre
biliylimesi i¢in protein alimi da 6nemlidir. Kemik mineralizasyonu i¢in dengeli bir
kalsiyum-fosfor metabolizmasi gereklidir. A ve D vitaminleri de normal biiyiime igin
onemlidir. Cinko ve bakir gibi eser elementler birgok enzim igin kofaktdr oldugundan
normal biiylime ve cinsel gelisim icin gereklidirler. Yap1 ve enerji maddeleri yeteri kadar
saglanamayan ¢cocugun organizmasi ilk dnce biiyiime ve gelismesini durdurarak yasamini

sirdiirmeye caligir.

2.2.2.3. Hormonal Faktorler

Biiyiime hormonu (BH) hiicre ¢ogalmasi i¢in oldukca onemlidir. Hipofizden
salgilanan bu hormonun etkisi IGF-1 ve ana baglayict proteini IGFBP-3 aracilig ile
gerceklesir. IGF-1 karacigerden salgilanir ve normal beslenen bir organizmada IGF-1’in
esas diizenleyicisi biiylime hormonudur. Beslenmesi normal olmayan olgularda IGF-1
diizeyi de diisiik olur. BH’a ek olarak insiilin, kortizol ve tiroid hormunlarinin da IGF-1
diizeyine etkisi vardir. Tiroid hormonlar1 osteogenez ve BH-IGF-1 eksenini uyararak
bliylimeyi etkiler. Ergenlik doneminde basta Ostrojen olmak iizere artan cinsiyet
steroidleri BH-IGF-1 eksenini uyarir ve biiyiimeyi hizlandirir. Ostrojen ve androjen
epifizi dogrudan etkileyerek uzun kemiklerdeki biiylimeyi saglar, ancak epifizlerin
kapanmasindan yalniz dstrojen sorumludur. Gliikokortikoidlerin fazlasi ise biiylimeyi

negatif yonde etkilemektedir. Asir1 gliilkokortikoid salinimi somatostatini artirarak BH



salgilanmasini baskilamakla birlikte kondrositlerde BH-IGF-1 eksenini baskilamaktadir.

BH sinyal yolaginda rol alan proteinlerden bazilar1 Sekil 2-1’de gosterilmistir.

Parathormon ise kalsiyum ve fosfor metabolizmasinin ana diizenleyicisidir.
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Sekil 2-1. BH sinyal yolag
2.2.2.4. Kronik Hastaliklar

Normal bir biiylime-gelisme siireci i¢in saglik durumunun da normal olmasi
gerekmektedir. Saglik durumunu bozan dogumsal veya edinsel kronik hastaliklar

bliylimeyi de negatif etkilemektedir. Kronik hastaliklar ve sekonder olarak gelisen



hipoksi, beslenme bozuklugu, immiin yetersizlige bagli enfeksiyonlarin sikligi,
radyoterapi ve steroid tedavisi gibi tedavilerin yan etkileri bliylimeyi kotii etkileyen

onemli faktorlerdir.

2.3. Bilyiimenin Degerlendirilmesi ve Referans Degerler

Cocuklarda sagligr etkileyen anormal durumlar biiyiime siirecini de anormal
etkilemektedir. Bu nedenle biiyliime siireci diizenli takip edilerek olas1 aksaklik
durumunda tan1 ve tedavi yaklasimlar1 belirlenir. Cocuk polikliniklerinde genel olarak
biliylime ve gelisme 1-6. aylar arasi ayda bir, altinci aydan iki yasina kadar ii¢ ayda bir,
iki yasindan alt1 yasina kadar alt1 ayda bir, alt1 yagindan erigkin doneme kadar ise yilda
bir siklikla izlenmeli ve degerlendirildir. Biiylimenin degerlendirilmesinde asagidaki

Olgiitler kullanilmaktadir:
e Viicut agirlig1 ve artis hizi,
e Boy uzunlugu ve uzama hizi,
e Bas ¢evresi ve artis hizi,
e Viicut boliimlerinin birbirine orani.

Saglikli, 1y1 beslenen ve iyi ortam kosullarinda yetismis ayni yastaki ¢ocuklardan
olusan gruplarda yapilan dl¢limlerden c¢ikarilan istatistiksel degerlendirmeler referans
degerlerin temelini olusturmaktadir. Ortalamanin disina ¢ikan dl¢limler standart sapma
(SS) degerlerini veya persantil (yiizdelik) egrilerini olusturur. Normal dagilim, ortalama
ve ortalamadan sapma iliskisi Sekil 2-2°de gosterilmistir. Olgiilen parametrenin toplumun
ortalama degerinden sapma derecesi Z-skor terimi ile ifade edilmektedir. Bu terimin
yerine standart sapma skoru (SSS) veya standart deviasyon skoru (SDS) da
kullanilmaktadir. Olgiimlerin Z-skora déniistiiriilmesi ile kiigiik degisiklikler de dahil,
bliylime durumu yas ve cinsiyetten bagimsiz olarak anlasilabilmektedir. Bu nedenle
biliylimenin ve boy dl¢iimlerinin degerlendirilmesinde gilinlimiizde de en seckin yontem

olarak kabul edilmektedir. Z-skor kabaca asagidaki gibi hesaplanabilir [1]:

Z-skor(SSS)=

boy (cm) — yas ve cinsiyete gore toplumun boy ortalamasi (cm)

yas ve cinsiyete gore toplumun boy sapmasi (cm)

Yasa gore boy uzunlugu toplum ortalamasina esit olan gocukta Z-skor 0’dur.
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Sekil 2-2: Normal dagilim egrisi.

2.4. BOY KISALIGI
Boy uzamasi biiylimenin en énemli gostergesidir. Bu nedenle, boy uzamasinda

goriilen aksamalar 6nemli saglik sorunlarinin habercisi olabilir.

Cocugun boy persantilinin 6nceki kontrollere gore diislik ¢ikmasi veya biiylime
hizinin 25. persantilin (-0.8 SDS) altina diismesi, boy uzunlugu normal sinirlarda olsa bile
biiylime temposunun bozulmus oldugu anlamina gelir. Bu da biiylimeyi etkileyen bir

patolojik durumun isaretidir.

Boyun yas ve cinsiyete gore toplumda -2 SDS’nin veya 3. persantilin, boy uzama
hizinin -0,8 SDS veya 25. persantilin altinda olmasi, dngdriilen boyun hedef boydan 8.5

cm’den daha kisa olmas1 boy kisalig1 olarak tanimlanmaktadir.

Boy kisaligi, 6zellikle ¢ocuk hekimlerinin siklikla karsilastigi bir sorun olmakla
birlikte etiyolojisi agisindan oldukga heterojen bir gruptur. Cocukta boyla ilgili bir sorun
olup olmadigini belirlemenin ilk adimi dogru 6l¢iimler almak ve bu dlglimleri uygun
referans degerler ile karsilastirmaktir. Bunun en iyi yolu 6l¢iilen degerin persantil egrisine
islenmesidir. Siklikla Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) sekiz iilke verilerine dayanarak
bes yasina kadarki cocuklar i¢in olusturdugu uluslararast biiyiime standartlari
kullanilmaktadir [11]. Ancak, DSO standartlarinin bu kadar kiiciik yaslardaki biitiin
cocuklar i¢in gegerli oldugu diisiiniilse de, yenidogan doneminde bile toplumlar arasi
farkliliklar g6ze ¢arpmaktadir [12, 13]. Bu nedenle {ilkemizde de Neyzi ve ark. tarafindan

2008 yilinda yapilan bir ¢calismada Tiirkiye toplumu icin giincel referans degerler ve
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persantil egrileri olusturulmus ve giiniimiizde ¢ocuk polikliniklerinde c¢ocuklarin

degerlendirilmesinde bu veriler kullanilmaktadir [14].

Boy kisaliginin degerlendirilmesi i¢in gereken en temel Olgiitler asagida

stralanmustir [4]:
1) Takvim yasinin hesaplanmasi

Boy kisalig1 ile gelen ¢ocugun boyunu dogru degerlendirmek icin Oncelikle
dogum tarihinin bilinmesi ve kronolojik yasinin ay ve yil olarak dogru hesaplanmasi

gerekmektedir.
2) Olgiimlerin dogru alinmasi

Olgiim i¢in mm’e duyarli hassas bir stadiometre kullanilmasi dnerilmektedir.
Kullanilan 6l¢lim aletinde dikkat edilmesi gereken nokta basa temas eden diizlemin genis
olmasidir. Ayrica hata payini en aza indirmek i¢in dl¢timlerin ayni kisi tarafindan, giiniin
ayni saatlerinde ve ayni aletle yapilmasi dnerilmektedir. Boy uzunlugu standart aletler ile
2 yasa kadar sirtiistii yatar konumda, daha biiyiik yaslarda ise ayakta, dik pozisyonda

Olciiliir.
3) Boy persantil egrilerinin kullanilmasi

Cocugun yas ve cinsiyetine gére boyu uygun persantil egrisinde isaretlenerek
toplumda hangi yiizdeye dahil oldugu saptanir. Kullanilan persantil egrileri boyu 6l¢iilen

cocugun ait oldugu toplumdan ¢ikarilmis ise daha anlamli sonuglar verecektir.

Mutlak boy uzunlugu boy kisaligina yaklasimda ¢ok 6nemli bir deger olsa da
biiylime hiz1 patolojinin erken farkedilmesi acisindan en az onun kadar 6nemlidir. Boy
normal aralikta olsa bile biiylime hizinin diisiik olmasi ¢ocugun zamanla normal persantil
araliginin altina diismesi ile sonuglanabilir. Dolayisiyla, bu da altta yatan bir patoloji
varligina isaret edebilir. Mevsimsel biiyiime farkliliklar1 ve 6l¢im hatalar1 yorumu

etkileyebildigi i¢in biiylime hiz1 6l¢glimii 1 yi1l iizerinden degerlendirilmelidir.
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Sekil 2-3. Boy persantil egrisinde patolojik alt sinirin gosterilmesi [4].
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Sekil 2-4. 2-18 yas arahgindaki boy uzunlugu persantil egrileri [14].
4) Anne-baba boyu

Cocugun boyunun degerlendirilmesinde en énemli faktorlerden biri de genetik

etkendir. Bu ylizden persantil egrilerinde mutlaka anne-baba boyu olgiilerek 18 yas
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hizasinda isaretlenmelidir. Kiz ¢ocuklarda anne boyu oldugu gibi alinirken, baba boyu 13
cm ¢ikartilarak hesaplanir. Erkeklerde ise baba boyu oldugu gibi, anne boyu 13 cm
eklenerek hesaplanir. Hedef boy, anne-baba boylarinin arasina, orta noktadan +7 cm
farkla denk gelecek sekilde hesaplanir ve beklenen degerlere ulasilamazsa bir problemin

varligina isaret eder. Hedef boy matematiksel olarak asagidaki gibi hesaplanir:

Anne boyu + (Baba boyu — 13)
2

Kiz ¢ocuk i¢in hedef boy = +7

Baba boyu + (Anne boyu + 13) "
2

7

Erkek ¢ocuk i¢in hedef boy =

5) Kemik olgunlagmasi

Kemik yasinin dogru hesaplanmasi boy kisaligina yonelik arastirmalarda oldukga
onemlidir. Kemik yasi biiylimenin tamamlanip tamamlanmadigin1 ve daha ne kadar
devam edecegini gosteren bir degerdir. Uzun kemiklerin biiylimesi kikirdak dokusunun
proliferasyonu (kondroplazi) ile olusur. Kikirdak veya bag dokusunun kemik dokusuna
doniismesi siirecine osteogenez (kemiklesme) denir. On hipofizden salgilanan BH
kondroplaziyi, tiroid hormonu ve cinsiyet hormonlar1 ise osteogenezi etkiler. Biiyiime
hormonunun eksikligi olgunlagsmayzi, tiroid hormonunun eksikligi boy uzamasini etkiler.
Kemik yasi, kemiklerin olgunlagsma derecesini (osteogenez) ifade eder. Kemik
olgunlagmasi saglikli cocuklar arasinda da cinsiyet ve irka gore farkliliklar gosterir. Kiz
cocuklarinda her zaman kemik olgunlagmasi erkeklere gore daha erken olmakla birlikte,
yenidogan doneminde siyah irkta da beyaz irka gore daha ileridedir. Kemik yasinin ileri
olmasi hemen her zaman hormonal bir bozuklugun isaretidir. Bunun erken puberte,
hipotalamo-hipofizer bolgeden kaynakli germ hiicreli timér ve gonad tiimorleri,
konjenital adrenal hiperplazi gibi nedenleri olabilir. Kemik yasinin geri olmasi daha sik
rastlanan bir durumdur ve bunun nedenleri arasinda tiroid hormonu eksikligi, BH
eksikligi, kronik enfeksiyonlar, mukopolisakkaridozlar, akondroplazi, kondrodistrofi ve
Turner sendromu bulunmaktadir. Kemik olgunlagsmas1 ilk 3 ayda diz ve ayak
kemiklerinin, daha sonra sadece sol el ve el bileginin grafisi c¢ekilerek degerlendirilir.
Epifizlerin sayisi, biliyiikliigii, diafizle olan iliskisi gibi parametreler Greulich-Pyle veya
Tanner atlasi esliginde degerlendirilir ve kemik yas1 hesaplanir [1, 15] (Resim 2-5, 2-6).
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2.4.1. Boy Kisaligina Yaklasim

Boy kisaligina yaklagimda Oykii, fizik muayene ve laboratuvar testleri dnem

tasimaktadir. Bu siiregler etiyolojik nedenlerin aydinlatilmasinda o6nemli katki

saglamaktadir.
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Oykii: Antenatal ve natal dykiiniin dogru alinmasi gergekten bir problemin olup
olmadigint gosterir. Dogum tartisi, dogum boyu ve bas cevresi hastanin bagvurdugu
donemdeki Olgtilerle karsilastirilir. Diisiik dogum tartis1 sorunun intrauterin donemde
basladigina isaret eder. Ancak, annenin gebelik donemindeki sigara ve ila¢ kullanimi,
rubella, sifiliz, toksoplazmozis enfeksiyonlar1 gibi c¢esitli nedenlerle de iliskili
olabileceginden bu durum dislanmalidir. Boy kisalig1 postnatal donemde baslamigsa
hastalik Oykiisii, kronik ilag, Ozellikle kortikosteroid kullanimi, beslenme oykiisii,
psikososyal ¢evre, ailenin sosyo ekonomik durumu, ailedeki puberte baslama yaslar1 ve

ailede benzer dykiiniin olup olmadig1 detayli bir sekilde 6grenilmelidir.

Fizik muayene: Muayene sirasinda dlgtilen boy, viicut oranlari, tart1 ve 5 yasa
kadar bas ¢evresi kaydedilmelidir. Oran bozuklugu iskelet displazilerini, boya gore
tartinin  diisiik olmasi kronik hastaliklar, psikososyal sorunlar ve malnutrisyon gibi
nedenleri, tartinin boya gore yiiksek olmasi ise BH eksikligi (BHE), hipotiroidi ve
Cushing sendromu gibi endokrin bozukluklar1 diisiindiiriir. Bunlarin disinda belirli bir
sendroma 6zgiil klinik bulgular da saptanabilir. Ornegin, konjenital BHE ve Laron
sendromu kii¢iik yiiz, basik burun kokii, genis ve ¢ikik alin, seyrek sa¢ ve kiigiik alt ¢cene
gibi tipik bulgularla seyretmektedir. Orta hat defektlerinde BH eksiklgine dikkat edilmesi
gerektigi gibi, akiz biiyime duraklamasinda da goérme ve goz dibi muayenesi
yapilmalidir. Ciinkii papilodem ve gérme alaninda daralma optik veya hipotalamik

tiimori akla getirir.

Laboratuvar: Oykii ve fizik muayenenin tani igin yetersiz kaldig1 durumlarda
laboratuvar tetkikleri yardimci olabilir. Ilk asamada kemik yasi degerlendirilir. Kisa
boylu bir ¢ocukta kemik yasi kronolojik yasa uygun ise bu g¢ocugun biiyiime
potansiyelinin azligia isaret eder. Bu durumda intrauterin biiyime geriligi (IUBQG),
iskelet displazileri, kromozom anomalileri gibi genetik hastaliklar ve diger sendromlar
diisiiniiliir. Bu ¢ocuklarin hedef boya ulasma olasilig1 neredeyse yoktur. Kemik yasinin
geri olmasi ise malnutrisyon, psikososyal nedenler, endokrin nedenler, kronik hastaliklar
ve konstitilisyonel boy kisaligina isaret eder. Bu g¢ocuklarin biiyiime potansiyelleri
nedeniyle uygun tedavi ile hedef boya ulasabilme imkanlar1 bulunmaktadir. Boy kisaligi
ve biliylimede duraklama bir¢ok kronik hastaligin da ilk bulgusu oldugundan ilk olarak
olguda kronik hastalik olup olmadig: arastirilmalidir. Bunun i¢in tam kan sayimi, eritrosit

sedimentasyon hizi, tam idrar tahlili, sodyum, potasyum, kalsiyum, fosfor, iire, albumin,
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alkalen fosfataz, karaciger fonksiyon testleri, kan pH, digki tetkiki, tiiberkiilin testi (ve

gerekirse akciger grafisi) gibi birinci asama tetkikleri istenir.

Kronik hastalig1 agiklayan bir bulgu saptanmazsa ikinci asama tetkiklere gecilir.
Viicutta orantisal bozukluk olmasi durumunda iskelet displazileri agisindan iskelet

grafileri ¢ekilir.

Boy kisalig1 bulunan kiz ¢ocuklarinda Turner sendromunu dislamak agisindan
serum luteinizan hormon (LH) ve folikiil stimulan hormon (FSH) tayini yapilir. Ciinkii
primer gonadal yetmezlikle giden Turner sendromunda LH ve FSH’in yiiksek olmasi
beklenir. Eger olguda da yiiksekse kromozom analizi istenir. Ancak puberte Oncesi, orta
¢ocukluk doneminde Turner sendromlu olgularda da LH ve FSH’in diisiik olabilecegi

unutulmamalidir.

Biiyiimede akiz bir duraklama s6z konusu ise kraniyofaringioma gibi bir beyin
timori olasiligt da goéz oniinde bulundurularak serum prolaktin (PRL) diizeyini de
gormek gerekir. PRL diizeyinin yiliksek ¢ikmasi hipofiz sapinin basiya maruz kaldigi
olasiligini artirir. Bu bolgedeki tiimdrler cogul hipofiz hormon eksikligine yol acabilecegi
i¢in sekonder hipotiroidi, BHE, ACTH eksikligi agisindan hormonal tetkiklerin yapilmasi
gerekebilir. Ayrica kraniyografi ¢ekilerek sella tursikada hasar veya kalsifikasyon varlig
aranir. Beyin tiimorii olasiligi baskinsa ileri tetkik olarak manyetik rezonans veya

tomografi gibi goriintiileme yontemleri kullanilir.

IGF-1 tayini de boy kisaliginin tanisinda 6ncelikli yere sahip bir tetkiktir. IGF-1
diizeyini degerlendirirken cocugun yasini ve puberte durumunu da goéz Onilinde
bulundurmak gerekir. IGF-1 tayini 6zellikle BHE’de tarama testi olarak kullanilmaktadir.
IGF-1’in -2 SDS’ten daha diisiik olmas1 BHE olasiligini %75’e kadar dngormektedir.
IGF-1 diizeyinin -1 ile -2 SDS arasinda olmasi BHE’yi kusgkulu durumda tutmaktadir.
Hipotiroidi, malnutrisyon, Crohn ve ¢olyak hastaliginda da IGF-1 diizeyinin diisiik

olabilecegi goz oniinde bulundurulmalidir [16, 17].

Tim boy kisaliklarinda rutin olarak tiroid hormonlarina bakmak oOnerilse de,
ozellikle tartis1 boya gore yiiksek veya zeka geriliginin eslik ettigi olgularda mutlaka
bakilmalidir.
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Biiyiimede duraklama, kilo alimu, strialar ve hipertansiyon gibi Cushing bulgular1
varsa bazal ve dilirnal kortizol diizeylerine bakilir ve sonraki asamada deksametazon

supresyon testleri yapilabilir.

BHE diisiintiliiyorsa bazal BH diizeyine bakilmasi agiklayicit olmayacaktir. Bu
durumda, insulin hipoglisemisi, klonidin, L-dopa gibi uygulamalar ile BH saliniminin
uyarilmast ve uyarili BH diizeylerinin degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu
degerlendirme, uyarict yontemlerden en az ikisi kullanilarak yapilmalidir. Puberteden
onceki donemde BH diizeyleri normal ¢ocuklarda da diisiik oldugu i¢in BH testlerine
yanit alinmayabilir. Bu nedenle, puberte yasindaki ve daha kii¢iik cocuklarda BH testleri
kizlara ostradiol, erkeklere testosteron verilerek (cins steroid uyarili) yapilmalidir. BHE
saptanirsa merkezi sinir sistemindeki bir bozuklugu arastirmak i¢in beyin manyetik
rezonans goriintiileme (MRG) yontemi ile incelenir. IGF-1 diizeyinin diisiik oldugu

durumlarda Laron sendromu gibi BH direncinin oldugu durumlar diisiiniilmelidir.

2.4.2. Boy Kisaliginin Siniflandirilmasi
Biiyiimeyi etkileyen faktorler dogal olarak boy uzunlugunu da etkilemektedir.

Boy kisaliginin siniflandirilmasinda etiyoloji temel dayanaktir.

Etiyolojiye yoOnelik ayrintili siniflandirma ve tani algoritmasi Sekil 2-7’de

goriilmektedir[3].
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Sekil 2-7: ACMG siniflandirma ve tam algoritmasi.

2.4.2.1. Klinik Stmiflandirma

iskelet
incelemesi

Radiodiagnostik
testler

Ozgiin test

20089 Lippincott Williams & Wilkins

Boy kisaligi normalin varyant1 (patolojik etmeni bilinmeyen) ve patolojik boy

kisalig1 (patolojik etmeni bilinen) olarak iki ana grup altinda toplanmaktadir. Boy

uzunlugu 1-3. persantillerin veya -3 SDS ile -2 SDS arasindaki bireylerin gogunda (%85-

95) normalin varyant1 olarak tanimlanan, fizyolojik nedenlerle ortaya ¢ikan boy kisaligt

s0z konusu iken 1. persantilin veya -3 SDS’nin alt1 patolojik boy kisalig1 olarak tanimlanir

[18, 19]. 2013 tarihli Tiirkiye Niifus ve Saglik Arastirmast (TNSA-2013) verilerine gore

18 yas alt1 bireylerin %10, 1’inde patolojik boy kisaligi (-3 SDS’nin alt1) saptanmustir [20].

a) Patolojik boy kisahgi: Viicut oranlarinin bozulup bozulmamasina gore

orantil1 ve orantisiz olarak ikiye ayrilir.

1) Orantili boy kisaliklar:

Prenatal

Intrauterin biiyiime geriligi ITUBG, SGA) dogum tartis1 gestasyon yasina gore

-2 SDS’ten daha diisiik ¢ocuklar i¢in kullanilan bir terimdir. Diisiik dogum agirligi (SGA)
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ile dogan ¢ocuklarda boy genellikle normaldir ve bu durumda diisiik tartinin gebeligin
son haftalarindaki sorunlarla ilgili oldugu bilinmektedir. Ancak dogum boyunun kisa
olmas1 gebeligin erken donemlerinde biiyliimeyi baskilayan problemlerin varligina isaret
eder. Bu kural preterm dogan ¢ocuklar i¢in gecerli degildir (6zellikle ¢ogul gebelikler).
Ciinkii bu cocuklardaki boy kisalig1 baska bir bozuklukla birlikte degilse, boy uzunlugu

iyi bir bakim sonucunda iki yasina kadar yasitlarina yetisecektir.

Toksoplazmozis, rubella gibi enfeksiyonlar, alkol, kokain, hidantoin, varfarin gibi
teratojen ve ilaglar, [UBG-boy kisalig1 birlikteliginin nedenlerindendir. Bu olgularda
dogumsal anomali ve zeka geriligi siklig1 yiiksektir. Dogumda boy ve bas cevresi
normalin altindadir ve genellikle sonradan da normal biiyiime degerleri yakalanamaz. BH

ve diger hormon diizeyleri genellikle normaldir.
Kromozom anomalileri

Turner sendromu: Canli dogan kiz bebeklerde sikligi 1:2000-1:5000 olan
Turner sendromu'unda ya X kromozomunun tamaminin, ya da p kolunun monozomisi
vardir. Konsepsiyonda sikligi %1-2 olan pilir monozomi X yasamla bagdasmaz ve
gebeliklerin %99’u erken evrelerde abortusla sonlanir. Fetal ultrasonografide kistik
higroma bulgusu Turner sendromu'nu diisiindiirmelidir. Olgularin dogum agirliklari
diistiktiir, el ve ayaklarda 6dem ve yele boyun goriilebilir. Boy kisalig1 her yasta belirgin
olup, yenidogan doneminde de saptanabilir. Eriskin boyu 130-150 cm arasinda degisir.
Turner sendromunun stigmatlari Tablo 2-1’de gosterilmistir. Turner sendromlu olgularda
zeka normal veya hafif etkilenmistir. Adolesan yaslarda psikolojik sorunlar goriilebilir.
Otoimmiin tiroidit ve/veya hipotiroidi genel topluma oranla daha siktir. Vakalarin bir

kisminda goriilen renal anomalilerden bagimsiz hipertansiyon gelisebilir.
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Tablo 2-1. Turner stigmatlari

Kraniofasiyal

Epikantus, yiiksek damak, gérme kusurlari, i¢ kulak bozukluklari
Boyun

Yele boyun, diisiik ense sag ¢izgisi, kisa boyun

Gogiis

Birbirinden uzak meme baslari

Kardiyovaskiiler

Aort koarktasyonu veya ventrikiiler septal defekt

Renal

Atnal1 bobrek, anormal iireter (¢ift, vb), unilateral aplazi ve hipoplazi
Gastrointestinal

Telanjiektaziler

Deri ve lenf

Pigmante nevuslar, el-ayaklarda lenfodem

Tirnak

Hipoplazi veya malformasyon

Iskelet

Kubitusvalgus, kisa metakarp, metatars (nadir), tibiada medial kondil deformitesi,
osteoporoz

Intrauterin evre ve yenidogan evresinde overlerde primordial folikiiller bulunsa
da daha sonra dejenere olurlar ve puberte doneminde onlarin yerini tiimiiyle fibroz bantlar
alir. Bu nedenle ergenlige 6zgili biyolojik olaylar gelismez ve ¢ogu kez menstriiasyon
olmaz. Menstriiasyonun basladig1 hastalarda ise siklus diizensizdir ve hastalar erken
menopoza girerler. Turner sendromlu hastalar ¢ok nadir olarak fertil olabilir. Bu olgularin
baska dokularinda mozaik olarak normal hiicre serisinin bulundugu diistiniilmektedir.
Kanda 6strojen diizeyleri ¢ok diisiik, gonadotropinler yiiksektir. Stirrenal androjenlerin
etkisiyle pubiste killanma olusursa da menstriiasyon ve meme gelisimi igin hormon

tedavisi gerekir.

Hastalarin 9%40-60"inda 45,X karyotipi, digerlerinde X kromozomunun yapisal

anomalileri, X/XX veya XY mozaisizmi goriilmektedir.

Gonozomlardan birinin bulunmadigr klasik 45,X tipi agir klinik bulgularla
seyreder. Bu olgularda boy kisalig1 daha belirgin olup, bulgulara siklikla yele boyun ve
aort koarktasyonu eslik eder. Turner sendromuna yol agan yapisal X kromozomu
anomalileri iginde en sik goriileni X kromozomlarindan birinin g kolunun izo

kromozomudur. Bu durumda X kromozomlarindan birinin kisa kolu tek kopya, uzun kolu
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tic kopyadir. Bu hastalar fenotipik olarak 45,X grubuna benzerler. Bazi olgularda karyotip
46,X,del(Xp) dir. Bu durumda X'lerden birinin kisa kolu kismen veya tiimiiyle
kaybolmustur. Delesyon terminal ya da intersisyel olabilir. Turner sendromlu hastalarin
onemli bir boliimiinde ise X kromozom anomalileri mozaik olarak bulunur. Mozaiklik
45,X/46,XX veya 45,X/47,XXX veya 46,XX/46,X,iXq seklinde olabilir. Bu hastalarda
klinik bulgular genellikle daha hafiftir.

Turner sendromunun klinik bulgularin1 gosteren bazi olgularda mozaik olarak Y
kromozomu veya derivatlari bulunabilmektedir (45,X/46,XY,45,X/47,XYY veya
45,X/46,X,r(Y) gibi). Mikst gonadal disgenezi olarak adlandirilan bu durumda hastalarin
klinik bulgular1 Turner sendromu'ndan normal erkek goriiniimiine ya da kuskulu genital

yapiya kadar degiskenlik gosterebilir [21].

Turner sendromunda sekonder cinsiyet karakterlerinin ortaya ¢ikmasi i¢in 6nce
stirekli, ilk menstriiasyondan sonra ise siklik olarak Ostrojen/progesteron tedavisi
uygulanmalidir. Boy kisaliginin tedavisi i¢in tek basina veya oksandrolon ile birlikte

biiylime hormonu verilmektedir [1].

Prader-Willi sendromu (PWS): PWS, hipotoni, yenidogan doneminde emme ve
yutma gii¢liigii, hipogonadizm (erkeklerde kriptorsidizm olarak kendini gosterir), kiiclik
el ve ayaklar, kisa boy, erken ¢ocukluk doneminde baslayan morbid obeziteye yol acan
hiperfaji, gelisimsel gecikme/zihinsel yetersizlik ve obsesif kompulsif bozukluk gibi
davranigsal sorunlarla giden bir sendromdur. Ortalama eriskin boyu kadinlarda 147 cm,
erkeklerde 155 cm'dir. PWS, 15. Kromozomun paternal allelindeki tipik bir delesyon
(g11.2-13 bolgesi) veya bu bolgeyi iceren bir inaktivasyon s6z konusu oldugunda ortaya
cikar.

BH tedavisinin erkenden baslanabilmesi boy prognozu ve viicut
kompozisyonunun diizeltilmesine 6nemli 6l¢iide katkida bulunabilir. Ayrica morbid
obezite gelisme riski azaltilabilir. Bu nedenlerden dolayi, birgok uzman erken BH
tedavisini (4 ay ile 2 yas arasinda baglayarak) PWS'de bakim standardi olarak kabul
etmektedir. Tedavinin ilk aylarinda {ist solunum yolu tikanikligindan ani 6liim oraninda
olast bir artis olduguna dair bazi bildiriler nedeniyle, tedaviye baglamadan 6nce uyku
apne sendromu ag¢isindan ayrintili degerlendirme, uyku ¢alismasi yapilmasi onerilebilir.
Uyku calismasi, tedaviye baslandiktan 6-12 hafta sonra tekrarlanmali, daha sonra olgu

her yil takip edilmelidir.
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Diger bazi sendromlar

Short Stature Homeobox (SHOX) geni mutasyonlari: SHOX geni X ve Y
kromozomlariin psédootozomal bélgelerinde bulunur. Bu bélge X-inaktivasyonundan
kagar ve normal disilerde her iki X kromozomundan, erkeklerde ise X ve Y’den ifade
edilir. SHOX geninin haployetmezligi, Madelung deformitesi, mezomeli, cubitus valgus,
ulna dislokasyonu gibi iskelet bulgulari ile giden ve kisa boyun da eslik ettigi Léri-Weill
diskondrostozuna yol acgabilir. Bu hastalik kadinlarda daha yaygindir. SHOX geninin
homozigot mutasyonlari ise Langer Mezomelik Displazi (LMD) ile iligkilidir.

Russel-Silver sendromu (RSS): RSS postnatal yasamda da devam eden agir
IUBG ile karakterizedir. Bu ¢ocuklarin orantili boy kisalig1, normal bas ¢evresi, liggen
yiizleri, gerilimli ag1z koseleri ve belirgin bir aln1 vardir. Diger klinik bulgular arasinda
5. parmak kinodaktili ve viicudun 1 ya da daha fazla uzvunun daha zayif biiylimesi
(hemihipotrofi) yer alabilir. Bu ¢ocuklar genellikle beslenme giigliigii ¢ceker ve hafif
gelisimsel gecikme sergilerler. Olgularin %35-50'sinde hastalik 11p15.5 bdlgesinde
yerlesik paternal imprinting merkezi 1°deki (IC1) hipometilasyon ile iliskilidir. %7-
10’unda ise RSS 7. Kromozomun maternal uniparental disomisi (UPD) ile ortaya
cikmaktadir[22]. Kalan olgularin tanist simdilik klinik ile sinirlidir. BH ile tedavi, boy

uzunlugunu artirir, ancak gerekli doz, BH direnci nedeniyle ortalamanin tistiinde olabilir.

Noonan sendromu: Sendrom, mindr fasiyal dismorfizm (hipertelorizm, asag
dogru goz egimi ve diisiik kulaklar), orantil1 kisa boy, sag kalp hastaligi, siklikla pulmonar
stenoz ve hipertrofik kardiyomiyopati ile karakterizedir. Diger yaygin bulgulara kisa yele
boyun, gogiis deformitesi (pektus ekskavatum), kriptorsidizm, zihinsel yetersizlik,
kanama diyatezi ve lenfodem 6rnek verilebilir. Olgularin %50’sinde PTPN11, %13’iinde
SOS1, %5’inde RAF1, %S5’inde RIT1, %5’ten daha azinda KRAS mutasyonlar
saptanmigtir. Kalan ¢ok kii¢lik bir kismin1 ise NRAS, BRAF ve MAP2K1 mutasyonlari
olusturmaktadir [23].

Postnatal
Endokrin Bozukluklar

Endokrin bezlerin biiylime iizerine hizlandirict (biiyiime hormonu, tiroksin) ve
baskilayict (kortizol) etkileri vardir. Androjen ve Ostrojenler biiylimeyi hizlandirma

yoniinde etki ederler, ancak kemik olgunlasmasina etkileri, kemik biiyliimesine olan
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etkilerinden daha ¢ok oldugu i¢in biiyiime kikirdaginin erken kapanmasina, bdylece
eriskinde boy kisaligina neden olabilirler. BHE, hipotiroidi, Cushing sendromu,
psodohipoparadiroidi, diabetes mellitus, erken puberte, boy kisaligina yol agan baslica

endokrin bozukluklardir.

Biiyiime hormonu eksikligi (BHE): Konjenital ya da edinsel olabilir.
Cogunlukla idiyopatiktir. Konjenital BHE olgularinda dogum agirlig1 ve boyu genelde
normaldir. Biiylimenin yavaglamasi siitcocuklugu doneminin sonuna dogru baslar. Kemik
yas1 geridir. Bas ¢evresi normal, burun kiiciik, ince, yiiz kemiklerinin gelisimi geridir.
Ergenlik genellikle gecikir. Konjenital form diger hipofiz hormonu eksiklikleri (¢oklu
hipofiz hormon eksikligi [CHHE]) ve orta hat kranyofasiyal defektlerle (septum
pellucidum yoklugu ve optik sinir hipoplazisi [septo-optik displazi]), yarik damak,
holoprozensefali) iliskili olabilir. Genetik testler, bu vakalarin bir kisminda 6n hipofiz
gelismesine dahil olan transkripsiyon faktorlerinde mutasyonlarin varligini ortaya
cikarmistir. izole konjenital BHE nispeten nadirdir (yani konjenital BHE’nin CHHE'lerin
bir bileseni olarak goriilmesi daha yaygindir). Bu izole vakalardan bazilar1 BH salgilatici
hormon reseptoriindeki (GHRHR) mutasyonlari, bazilar1 da GH1 genindeki mutasyonlara
iligkilidir. BH reseptoriinii veya sinyal molekiillerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar,
cesitli nadir BH direnci formlarina yol agabilir [24]. Konjenital olmayan, edinsel BHE
nedenleri basinda kraniofaringeoma gelir. Diger nedenler arasinda histiyositoz, malign
timor (Ozellikle 16semi) infiltrasyonu, travmalar, enfeksiyonlar (tiiborkiiloz vb),
sarkoidoz yer almaktadir. Tan1 farmakolojik uyarilara bilyiime hormonu salgis1 yanitina
bakilarak konur. Organik beyin lezyonlarini ortaya ¢ikarmak amaciyla lateral sella grafisi,
bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintiileme (MRG) gerekebilir. GH1
geni eksikligi, reseptor yoklugu, postreseptor defekt veya IGF1 geni eksikligi gibi nadir
durumlarda da bulgular biliylime hormonu eksikligine benzer. Tedavi igin ergenlik
doneminin sonuna kadar biliylime hormonunun giinliik enjeksiyonlar biciminde
uygulanmasi gerekir. Erken tani koyulan ve tedavinin diizenli yapildigi olgularda erigkin

boyu normal sinirlara erisebilir.

Hipotiroidi: Boy uzamasinda yavaglama, hipotiroidinin ana bulgularindan
biridir. Geg tan1 koyulan ve tedaviye ge¢ baslanan konjenital hipotiroidi, agir boy kisaligi,
zeka geriligi, bircok metabolik ve morfolojik bozukluklara neden olur. Bu bozukluklara

ornek olarak néromotor gecikme, kabizlik, deri kurulugu, fontanellerin kapanmasinda ve
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dis ¢ikisinda gecikme gosterilebilir. Tiroid hormonu 6zellikle uzun kemiklerin biiylimesi
tizerine etkin bir hormon oldugu icin ge¢ tani konulan hastalarda viicut oranlar1 gévde
lehine bozulmus olabilir. Biiylime hizinin azalmasinin yani sira kemik yasi belirgin
bigimde geridir. Tam1 klinik bulgular yaninda kemik yas1 ve kanda tiroid hormon
diizeylerine bakilarak konur. Konjenital primer hipotiroidinin etiyolojik ayirici tanisi i¢in
tiroid ultrasonografisi ve sintigrafisi, iyot yakalama ve perklorat testi gibi
degerlendirmelere ihtiya¢ duyulur. Biyokimyasal, hormonal testler ve goriintiileme ile
birlikte tiroid disgenezisi veya dishormonogenez i¢in molekiiler analiz yapilarak kesin
etiyolojik taniya gidilebilir. Tedavisi ise tiroid hormonlarinin yerine konmasidir. Diizenli

olarak tiroid hormonlarinin verilmesine genellikle yanit iyidir.

Cushing sendromu: Gliikokortikoid hormonlarinin fazlaligi sonucunda olusan
Cushing sendromunda ilk belirti olarak biiylimede duraklama, daha sonra aydede yiizii,
killanma artisi, obezite, hipertansiyon gibi bulgular ortaya ¢ikar. Cocuklarda Cushing
sendromu nedenleri siirrenal bezin hiperplazisi, karsinomu, adenomu veya tedavi amact
ile kortikosteroid ilaglarin uzun siire kullanimidir. Boy uzamasi normal olan sisman bir

cocukta Cushing sendromu olasilig1 ¢ok zayiftir. Tedavi nedene yoneliktir.

Psodohipoparatiroidi: Tipik yliz yapisi, kisa parmaklar ve kanda parathormon
diizeyinin yiiksek olmasina karsin kalsiyum diizeyinin diisiik olmasi ile karakterizedir.
Boy kisaliginin tedavisi yoktur. Hipokalsemi yiiksek doz D vitamini ile kontrol altma

alinabilir.

Diabetes mellitus: Insiiline bagimli diyabet hastasi cocuklarda uygun tedavi ile
biiylime genellikle normaldir. Ancak bir¢ok diyabetli cocukta biiytime ile ilgili sorunlar
goriilebilmektedir. Insiilin anabolik bir hormondur ve protein metabolizmasma ve mitoza
uyarict etkisi vardir. Biiylime geriligi kotii kontrollii diyabetlilerde ve kiiciik yasta
baslayan diyabetlilerde daha belirgindir. Diyabetli ¢ocuklarda BH diizeyi normal, hatta
yiiksektir. Somatomedin (IGF-1) diizeyi azalmis olabilir. Standart tedavi ve iyi kontrol
saglanamayan diyabetik cocuklara insiilinin pompa araciligr ile yogun ve diizenli
uygulanmas1 gibi yontemlerde biiylime hizlandirilabilir. Hipotiroidi ve ¢6lyak gibi

biliylimeyi geri birakan bazi durumlar diyabetik ¢ocuklarda daha sik goriiliir.

Erken puberte: Erken ergenlige giren c¢ocuklarda boy erken donemde

yasitlarindan uzun olsa da, hizli kemiklesme sonucunda erigkin boyu kisa kalir.

Kronik hastahklar
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Kronik hastaligi bulunan cocukta besin aliminda ve emiliminde yetersizlik,
kullaniminda bozukluk, kronik doku hipoksisi, asidoz, metabolizmada hizlanma,
hipotalamusun baskilanmasi veya psikolojik nedenler ile biiylime hiz1 diisebilir. Biiyiime
geriligi bulgular1 malniitrisyonda goriilene benzer. Genellikle hastaligin tedavisinden ya
da kontrol altina alinmasindan sonra biiyiime hizlanir. Bu, tedavinin etkin oldugunun
onemli bir gostergesidir. Bliylimeyi yavaslatan baslica kronik hastaliklar Tablo 2-2'de

gosterilmistir.

Tablo 2-2. Biiyiimeyi etkileyen kronik hastaliklar.

Gastrointestinal sistem hastahklari
Crohn hastalig1
Ulseratif kolit
Malabsorpsiyon sendromlari

Colyak hastalig

Ameliyat sonrasi “kisa bagirsak” sendromu
Kistik fibroz
Kronik gastroenterit
Kronik karaciger hastalhiklari
Bobrek hastaliklari
Dogumsal anomaliler (polikistik bobrek, vb)
Kronik glomeriilonefrit
Piyelonefrit, obstriiktif iiropati
Nefrotik sendrom
Renal tiibiiler asidoz
Fanconi senromu, Lowe sendromu
Bartter sendromu, Liddle sendromu
Nefrojen diabetes insipidus
Kalp ve dolasim sistemi hastaliklar:
Duktus arteriyozus acikligi
Ventrikiiler septal defekt
Fallot tetralojisi
Atriyoventrikiiler kanal
Aort stenozu
Pulmoner stenoz
Biiytik arter transpozisyonu
Aort koarktasyonu
Kronik anemiler
Metabolizma hastahklar:
Solunum sistemi hastaliklari
Bronsektazi
Brongiyal astim
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Duygusal yoksunluk (Psikososyal boy kisalig)

Cevresel psikolojik kosullarin kotli oldugu ¢ocuklarda biiyiimenin durakladigi
bilinir. Bunun en iyi 6rnegi uzun siire hastanede yatirilan ¢ocuklarda anneden ayrilmaya
bagli olarak ice kapanma ve biliyiimenin duraklamasidir (hospitalismus). Evdeki
ebeveynlerden birinin gergek anne veya baba olmamasi, ev igi iligkilerin saglikli
olmamasi sonucu ¢ocukta biiylime yavaglamasi goriilebilir. Higbir neden bulunmayan
bliylime bozukluklarinda bu durum dikkate alinmalidir. Bu ¢ocuklarda anne ve babanin
cocuga davranist kusurludur. Cogu hirpalanan, déviilen ¢ocuklardir. Bu ¢ocuklar, daha
siitcocuklugu déneminde hirgin ve istahsizdir. Kilo alimlari yetersizdir. Iki yasindan
sonra boy duraklamasi daha belirgin olur. Cocuk ¢ogu kez icine kapali olup asir1 su igme
istegi, pis yerlerden su i¢gme aligkanligi, yiyecek calma gibi davranis bozukluklari
gosterebilir. Evdekilerin ¢ocuga davranislari konusunda dogru bilgi almak ¢ogu zaman
olas1 degildir. Genellikle beslenmesinde de bozukluk olan bu ¢ocuklarin bulunduklar
ortamda beslenme diizeltilse bile biiylimedeki bozuklugun diizeltilemedigi, buna karsin
ortam degisikligi ile gorece diizelme olabilecegi bildirilmektedir. Biiyiime bozuklugunun

patogenezi iyi bilinmemektedir [1].
Malnutrisyon

Diinya capinda yoksulluktan kaynaklanan malniitrisyon hala kisa boyun en yaygin
nedenidir. Biiylime i¢in gerekli besin elemanlarinin, 6zellikle protein ve kalori aliminin
yetersizligi boy kisaligina neden olmaktadir. Malnutrisyon olgularinda aglikta BH diizeyi
genellikle yiiksektir. Buna karsin, IGF-1 yapimi bozulmustur. Bu ¢ocuklarda kemik yasi
da boy gibi kronolojik yasa gore geridir. Ancak kemik yasindaki gerilik boy kisalig1 kadar
belirgin degildir.

2) Orantisiz boy kisaliklar:

Iskelet sistemi bozukluklari: Bu gruba dahil olan hastaliklarin ¢ogu kalitsal gecis
gostermektedir. Hipokondroplazi gibi bazi durumlar haricinde belirtiler dogumdan
itibaren goriilebilir. Klinik tan1 genellikle radyolojik goriintiileme yontemleri ile koyulsa
da giiniimiizde kesin tam genetik tan1 yontemleri ile koyulmaktadir. iskelet sistemindeki
bozukluk uzun kemiklerin epifizinde, metafizinde olmasina, vertebranin katilip
katilmamasina gore farkli isimler alabilmektedir [1]. Iskelet displazileri iskelet sistemi

bozukluklarinin 6nemli bir kismin1 olusturmaktadir.
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Akondroplazi (OMIM: #100800), otozomal dominant gegisli kondrodisplazinin
klasik ornegidir. Orantisiz kisa boy, kisa ekstremiteler, hipotoni, orta yiiz hipoplazisi ve
nispeten biiyiik bir bas ile dogan bu olgularda biiyliime hiz1 kademeli olarak yavaglamaya
yenidogan doneminde baslar. Humerus ve femur kisalig1 6zellikle géze ¢arpmaktadir
(rizomeli, yani uzuvlarin proksimal kisalmasi). Hastalifin isidans1 yaklasik
1/20,000'dir[24]. Fibroblast biiyiime faktorii reseptorii 3 (FGFR3) genindeki fonksiyon
kazanimi mutasyonlar1 hastaliga yol a¢maktadir. Olgularin %98’inde c.1138G>A
(p-Gly380Arg), %1’inde ise c.1138G>C (p.Gly380Arg) mutasyonu bulunmaktadir.
Bunlarin da yaklasik %801 de novo olugmaktadir [25].

Hipokondroplazi (OMIM: #146000), akondroplazinin allelik bir varyantidir ve
akondroplaziye gore daha hafif boy kisalig1 ve dismorfik ozelliklerle kendini gosterir.
Ozellikle, birkag kraniyofasiyal anomali vardir ve viicut orantisizlig1 daha hafiftir. Yeni
doganlar biraz kiiciik olabilir, ancak kisa boy genellikle 3 yasinda belirginlesir. El ve

ayaklarda genellikle brakidaktili (tiibiiler kemiklerin kisalmasi) gézlenmektedir

Spondiloepifizyel displaziler, 6zellikle epifizleri ve omur govdelerini etkileyen
heterojen bir displazi grubudur. Cogu formu, kisa govde ve vertebral anomaliler ile
karakterizedir. Bu kosullar servikal omurganin subluksasyonu nedeniyle omurilik

sikismasina neden olabilmektedir.

Radyasyon: 1500 rad’in {izerindeki radyasyon dozu biiyiime plagi
kondrositlerine geri doniisiimsiiz hasar verir. Biiyiime ¢cagindaki akut lenfoblastik 16semi
hastas1 ¢ocuklarda medulla spinalis 1sinlamasimin goévde biiyiimesini durdurdugu
gbzlemlenmis ve bu nedenle giinlimiizde bu uygulamadan vazgecilmistir. Kraniyal
irradiasyon alan olgularda hipotalamik nérosekretuar disfonksiyon gelisebilir. Bu
cocuklarin uzama hiz1 diisiik, kemik yas1 geridir. Farmakolojik uyarilara BH yanit1

normal, fakat uykuda BH salinim1 ve serum IGF diizeyleri diigiiktiir.

Rasitizm: Tedavi géormemis, D vitaminine direngli vakalarda alt ekstremite
kisalig1 goriilebilir. Bu olgularda epifizlerde mineralizasyon azalmis, biiylime kikirdagi

genislemis ve metafiz diizensizdir.
a) Patolojik olmayan (patolojik etmeni bilinmeyen) boy kisahgi

Konstitiisyonel boy kisahigi: Boy kisaligi disindaki diger muayene bulgular

normal, ancak kemik yas1 geri olan ¢ocuklar konstitiisyonel biiylime/gelisme gecikmesi
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kategorisine dahil edilmektedirler. Bu gruba giren ¢ocuklar normal dogum agirlig: ile
dogmakta, biiylime hizi ilk aylarda normal seyretmekte, daha sonra viicut agirligi ve boy
giderek 3. persantilin altina diigmektedir. Olgunlagma geri kalsa da sonradan eriskin boyu
normal degerlere erisir. Endokrin nedenlere bagli olmasa da ergenlik yaslarinda biiyiime
hormonu (BH) yaniti ve gonadotropin diizeyinin disiik olmasiyla BHE ve
hipogonadotropik hipogonadizmden ayirt edilmesi gii¢ olabilir. BHE ile ayirt edilmesi
icin BH uyar testleri yapilirken kizlara etinil 6stradiol, erkeklere ise testosteron verilmesi
gerekmektedir. Boylece bu 6n uyarici tedavi ile konstitiisyonel boy kisaligi bulunan
olgularda BH yanit1 normale doner, BHE bulunan olgularda ise yanitsizlik devam eder.
Konstitiisyonel boy kisaligimin hipogonadotropik hipogonadizmden ayirt edilmesi ise
halen zorlayici olabilmektedir. Bilinen en 6nemli farklilik ise hipogonadizmli ¢ocuklarda
boy uzamasmin ergenlige kadar normal oldugu ve bu donemde duraklamasi,
konstitiisyonel boy kisalig1 olgularinda ise boy uzamasindaki yavaglamanin ilk yaslardan

baglamasidir [1].

Ailevi boy kisahgi: Ailevi boy kisaligi terimi, genellikle tanimlanabilir bir
genetik kusura sahip olmayan, hafif-orta dereceli kisa boyun ailesel formlari igin
kullanilmaktadir; yiizlerce gen biiylimede rol oynadigi igin, bu boy potansiyeli
muhtemelen kiiciik etkinin birden fazla lokusunun veya nispeten 1limli etkinin birkag
lokusunun varligina isaret eder. Agir boy kisaligi ile sonuglanan veya diger anormal
fiziksel bulgularla (sendromlar) iligkili oldugu bilinen genetik bozukluklar i¢in ailevi kisa
boydan ayr1 bir yaklasim izlenmektedir. Ailevi boy kisalig1 olgularinda tipik olarak bir
ya da her iki ebeveyn (ve ¢ogu zaman diger aile liyeleri), boy ortalamasinin yaklasik 1.5-
2 SD altindadir. Biiylime egrisi ortalamadan diisiik diizeyde devam etmesine ragmen
normal biiylime egrisine paralel olmalidir. Normal biiyiime egrisinden uzaklagan (normal
olmayan biiyiime hiz1 gosteren) sapma tipik degildir ve ailevi boy kisaligindan baska bir
bozukluga iliskin kaygilar1 artirmalidir. Asir1 derecede kisa boy (ortalamadan 2.5-3 veya
daha diisiik SD), ebeveynler kisa olsa bile endise uyandirir, ¢iinkii bu derecedeki boy
kisalig1 ¢ocukta oldugu kadar anne ve babadaki boy kisaliginin da spesifik bir genetik
nedenini (BH salgilanmasinda hafif bir bozukluk veya hipokondroplazinin bir formu gibi)
yansitabilir. Ailevi boy kisalig1 olgularinda fizik muayene bulgular (kisa boydan baska),

boy-tart1 orani, viicut oranlari, kas durumu ve pubertal gelisim yas i¢in normaldir [24].
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Idiyopatik boy kisahg (IBK): 3. persantilin altindaki boy kisalig1 ile pediyatrik
endokrinoloji polikliniklere bagvuran olgularin bircogunda etiyoloji aydinlatilamamakta
ve bu nedenle bu olgular idiyopatik (agiklanamayan) boy kisaligi tanisi ile takip
edilmektedirler. Olgularin birgcogunda boy kisalig1 ailevidir, ancak boy kisaliginin altinda
yatan bir patoloji saptanamadigindan ve bu olgularin boy kisaligi kendi basina BH
tedavisi i¢in endikasyon olusturdugundan bir¢ok tanimda onlar da IBK kategorisine dahil
edilmektedir. IBK olgularinda BH tedavisi 2003’te FDA tarafindan onaylansa da hala
tartismal1 bir konu olarak kalmaktadir, ¢iinkii IBK’nin olas1 psikososyal ve ekonomik
etkileri konusunda da fikir birligi saglanamamistir. Bu olgularin tedavisini
destekleyenler, bu kadar kisa boyun olgu ve cevresi iizerine psikolojik, sosyal ve
ekonomik olumsuzluklara yol acabilecegini ve altta yatan herhangi bir patoloji
belirlenmemis olsa bile tedavi edilmeyi hak ettiklerini iddia etmektedirler. Karsit
goriistekiler ise IBK nin, ileride olumsuz saglik sonuglarina neden olabilecek, asir1 pahali
bir ilagla yapilan uzun siireli bir invaziv tedaviyi mesrulastiracak herhangi bir 6nemli
dezavantaji olmadigin1 diisiinmektedir. Cogu durumda, boyu 1. persantilin altindaki
cocuklarda kisa boyun yasam kalitesine 6nemli bir yan etkisi yoktur. Bununla birlikte,
bazi calismalar, pratik ve psikososyal farkliliklarin, agir boy kisalig1 olgularinda arttigini

gostermektedir [24].
Idiyopatik boy kisaligi tanisinda 6nemli olan dlgiitler asagida gdsterilmistir

[1]:

e Dogum agirlig1 gestasyona gore normal olmali,

e Viicut oranlar1 normal olmali,

e Kronik hastalik bulgusu olmamali,

e Psikiyatrik veya duygusal bir bozukluk bulunmamali,

e Beslenme durumu normal olmali,

e Endokrin bir sorunu olmamali,

e Biiylime hiz1 normal ya da normalin alt sinirinda olmalidar.
2.4.2.2. Genetik Siiflandirma

Dogrusal biiylime, biiylime plagindaki kondrogenezin bir sonucudur ve bu

nedenle boy kisaliginin biitiin formlar1 biliylime plaklarindaki azalmig kondrogenezle
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iligkilidir [6]. Biiylime plagi kondrogenezi ve dolayisiyla lineer biiyiime, besin alimi,
hormonlar ve inflamatuar sitokinleri igeren ¢oklu sistemik faktorler tarafindan diizenlenir
[26]. Bu faktorlere ¢k olarak, biiyiime plagi kondrogenezi, biiyiime plagi
kondrositlerindeki hiicre i¢i diizenleyici mekanizmalar, kikirdak hiicre dis1 matris
bilesenleri ve biiyiime plagindaki parakrin faktorler de dahil olmak iizere bir¢ok lokal
faktor tarafindan diizenlenir. Sonug olarak, bu yerel biiyiime plag: sistemlerindeki genetik

kusurlar da kisa boy ile sonuglanabilir (Sekil 2-8).
Intraseliiler yolaklardaki bozukluklar

Temel hiicresel siiregler i¢in dnemli olan proteinlerin islev kaybina veya islev
kazanmasina neden olan mutasyonlar, genellikle belirgin bir iskelet displazisi olan veya
olmayan siddetli boy kisalig1 ile sonuclanir. Mutasyonlar ayrica mikrosefali, zeka geriligi,

farkl yiiz 6zellikleri veya diger klinik anormallikler ile de iliskili olabilir.
a) Intraseliiler sinyal yolaklari

Hiicre i¢i kusurlar hangi yolagin etkilendigine gore heterojenite gosterebilir.
Ozellikle, RAS-MAPK sinyal yolagmin, biiyiime plagi kondrogenezinin
diizenlenmesinde anahtar bir rolii oldugu tanimlanmistir ve bu yolaktaki
bozukluklar kendini RASopatiler olarak adlandirilan ¢esitli hastaliklarla
gostermektedir (Noonan sendromu, Costello sendromu vb.). cAMP-protein
kinaz A yolagindaki kusurlar hizlanmis kemik yasi ilerlemesine bagl olarak
zay1f pubertal biiylime ile giden akrodizostoz tip 1 gibi iskelet displazilerine

neden olur.
b) Transkripsiyonel regiilasyon

Gen anlatiminin diizenlenmesinde rol alan transkripsiyon faktorleri veya
genlerdeki mutasyonlar, boy kisaligina neden olabilir. Cinsel gelisim ve
kondrosit farklilagmasi i¢in 6nemli bir transkripsiyon faktorii olan SOX9'daki
mutasyonlar, belirsiz genitalya, kondrodisplazi ve biikiilmiis kemiklerle giden
kampomelik displaziye neden olur. SHOX, biiylime plagi kondrositleri i¢in

onemli bagka bir transkripsiyon faktoriidiir.
c) DNA onarimi

DNA onariminin bozulmasi, boy kisaligina (cogunlukla primordiyal ciicelik),

mikrosefali, fotosensitivite, 16semi veya diger kanserlere yatkinliga neden
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olabilir. Iskelet anomalileri belirgin olmayabilir. Seckel sendromu, 6zellikle
DNA onariminda gorev alan ¢esitli genlerdeki (6r., ATR) mutasyonlarin neden

oldugu bircok alt tipe sahiptir.
d) Diger temel hiicresel siiregler

Bu gruba dahil olan hastaliklar niikleer stabilite (3M sendromu), kromatin
yeniden diizenlenmesi (Floating-Harbor sendromu), RNA isleme
(mikrosefalik osteodisplastik primordiyal ciicelik, tip 1), ubikitinasyon
(Mulibrey nanizm), hiicre iskeleti etkilesimi (CRIPT mutasyonuna bagl
primordiyal ciicelik), mikrotiibiil organizasyonu (Alstrém sendromu) veya
kolesterol biyosentezi (Smith-Lemli-Opitz sendromu) igin 6nemli olan

genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanabilir.
Ekstraseliiler matriks kusurlari

Biiyiime plag1 kondrositleri ayn1 zamanda, biiyiime plaginin yapisini ve islevini
korumak i¢in kritik olan kollajenler ve proteoglikanlar agisindan zengin bir karakteristik
hiicre dis1 matriks salgilar. Hiicre dis1 matriks sadece destek saglamakla kalmaz, aym
zamanda kondrosit proliferasyonunu ve farklilasmasini diizenleyen parakrin sinyal
molekiilleriyle de etkilesir. Bu nedenle, matriks kollajenlerini, proteoglikanlari, kollajen
olmayan proteinleri ve bunlarin isleyen enzimlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar,
bliylime mekanizmasinin kondrogenezini cesitli mekanizmalarla etkiler ve genis bir
fenotipik spektrumda bilyiime geriligine neden olur. Ornegin, kollajen, fibrilin 1, kikirdak
oligomerik matriks proteini, matrilin-3, agrekan ve perlekandaki mutasyonlarin boy
kisaliginin ¢esitli tiplerine neden oldugu bildirilmistir. Ekstraselliiler matriks proteinlerini
kodlayan genlerdeki mutasyonlar bag dokularini biiyiime plaginin 6tesinde etkileyerek,
cesitli derecelerde iskelet ve eklem problemlerine ve diisiik kemik mineral yogunluguna

neden olabilir.
Parakrin regiilasyon kusurlari

Parakrin faktorler kondrosit morfolojisi, proliferasyon, diferansiyasyon ve
matriks diizenegindeki sirali degisiklikleri koordine eder. Biiylime plaginda faaliyet
gosteren parakrin mekanizmalarin anlasilmasi, son yillarda 6nemli 6lciide ilerlemistir.
Tanimlanan faktorlerin bazilari, FGF'ler, C-tipi natriiiretik peptit (CNP), Indian hedgehog
(IHH), PTHLH tarafindan kodlanan paratiroid hormonu ile iliskili protein (PTHrP) ve
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kemik morfogenetik faktorleri (BMP'ler) igerir. Ornek olarak, FGF reseptorii-3 (FGFR3),
MAPK ve JAK/STAT yolaklar1 dahil olmak {izere bir¢ok sinyal yolaginda gorev alir ve
bliylime plagi kondrogenezinin bir negatif regiilatorii olarak islev goriir. Sonug olarak,
FGFR3'teki aktive edici mutasyonlar biiylimenin inhibisyonu ile sonuglanir, bu da orta
derecede orantisiz kisa boydan (hipokondroplazi) ciddi kisa boy ve kemik
malformasyonu (akondroplazi) ve en siddetli forma (tanatoforik displazi) kadar uzanan

iskelet displazileri ile sonuglanabilir.
Endokrin regiilasyon kusurlari

GH1, GHRHR, SOX3 ve BTK mutasyonlart olan hastalar izole BHE ile
basvurmaktadir. Ote yandan, GHR ve STAT5B'deki mutasyonlar BH direncine neden
olur. GHR, biiyiime hormonu reseptdriinii kodlar. BH reseptoriiniin hiicre disi bir kirpilma
fragmani biiyiime hormonu baglayic1 protein (GHBP) olarak dolastigindan, GHR'nin
hiicre dis1 domainindeki mutasyonlar diisik GHBP'ye neden olurken, hiicre ici
domainindeki mutasyonlar normal veya yiiksek GHBP'ye neden olur. STATS proteinleri
BH ve interlokin-2 sitokin ailesi sinyallemesinin ortak yoluna katkida bulunur; Bu
nedenle, STAT5B'deki mutasyonlar biiyiime geriligi ve immiin yetmezlige neden olur.
IGF1 veya IGF1R'deki mutasyonlar [UBG’ye (¢iinkii IGF-1 sinyallemesi intrauterin
bliylime icin gereklidir, ancak BH gerekli degildir), postnatal biiyiime geriligine,
mikrosefali ve gelisimsel gecikmeyi de iceren diger ¢esitli anomalilere neden olur. IGF-
1’i stabilize eden IGFALS genindeki mutasyonlar IGF-1-IGFBP3-ALS kompleksini
etkilemekte ve bu da biiyiime geriligi, insiilin direnci ve osteoporoza neden olmaktadir
[27].



34

intraseliiler regiilasyon 9 : o
Noonan sendiuma ( FIENL b ) Ekstraseliiler matriks regiilasyonu

SHOX bozukluklari (SHOX) Coklu epifizyel displazi (COL9A41 vb.)
Seckel sendromu (PCTN vb.) Spondiloepimetafizyel displazi (4CAN

3-M sendromu (CUL7 vb.) vb.)
*  Akromikrik displazi (FBNI vb.)

Endokrin regiilasyon
BH eksikligi (GHI vb.)
Laron sendromu (GHR)
IGF-1 eksikligi (IGFI)
ALS eksikligi (IGEALS)

Parakrin regiilasyon
Akondroplazi (FGFR3 vb.)
Akromezomelik displazi (NPR2)
Seckel sendromu (PCTN vb.)
Metafizyel kondrodisplazi (PTHIR
vb.)

Sekil 2-8. Biiyiimenin regiilasyonunda baz genetik faktorlerin etkisi.

Boy kisaligr ile iligkili bazi kromozom anomalileri, kopya sayist degisimleri
(mikrodelesyonlar, duplikasyonlar) ve tek niikleotit degisimleri iyi tanimlanmistir. Boy
kisaligi genetik olarak kromozomal, tek gen iligkili ve multifaktoriyel olarak
smiflanabilir. Turner sendromu, PWS, ve SHOX geni delesyonlari kromozomal, iskelet
displazileri, RSS, Noonan sendromu gibi hastaliklar tek gen iliskili, konstitiisyonel, ailevi

ve idiyopatik boy kisalig1 ise multifaktoriyel boy kisaliklarina dahil edilebilir.

2.5. Tamida Kullanilan Yontemler

2.5.1. Sitogenetik Yontemler

Kromozom analizlerinin hedefi kromozom setindeki olas1 sayisal ve yapisal
dengesizliklerin arastirilmasidir. Sitogenetigin ilk yillarindan bu yana bu alanda biiyiik
asamalar kaydedilmis, yeni tekniklerin gelistirilmesi ile birgok
mikrodelesyon/duplikasyon sendromu tanimlanmistir. Gegtigimiz yillar i¢inde bu
tekniklerin birlikte kullanimi ile daha etkin ve ekonomik olarak uygun yontem ve

algoritmalar gelistirilmis ve glinlimiizde de bu siire¢ devam etmektedir.

Kromozom analizleri sitogenetik ve molekiiler sitogenetik yontemler kullanilarak

yapilabilmektedir. Sitogenetik yontemlerle hem sayisal, hem de mikroskobik diizeydeki
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(8-10 Mb boyutunda) dengeli ve dengesiz yapisal anomaliler arastirilabilirken, molekiiler
sitogenetik yontemlerle yonteme bagli olarak submikroskobik diizeyde hedefli ve
hedefsiz dengesiz kromozom anomalileri saptanabilirken genomda bir dengesizlige yol

acmayan dengeli yapisal anomaliler gosterilememektedir.

2.5.1.1. Klasik Sitogenetik Yontemler

Kromozom analizlerinde en yaygin kullanilan bantlama yontemi G bantlamadir.
Teknigin temeli, kromozom {izerindeki yapisal histon ve non-histon proteinlerin bir
proteaz (tripsin, pankreatin vb.) yardimi ile denatiirasyonunun ardindan Giemsa (GTG)
veya Leischman (GTL) ile DNA’nin Adenin ve Timin’ce zengin heterokromatin
bolgelerinin koyu, Guanin ve Sitozin’ce zengin Okromatin bdlgelerinin ise agik
boyanmasi esasina dayanmaktadir. GTG bantlama ile haploid genomda metafaz
evresinde yaklasik 400-500 bant goriilebilmekte ve bu da bant paterninin ayirt edici
oldugu bolgelerde 5 Mb’dan biiyiik kromozomal degisimlerin taninmasini saglamaktadir.
Yiiksek ¢oziiniirliklii bantlama teknigi (HRBT) ile izlenebilen bant sayisi daha da
artmaktadir. Benzer morfolojiyi gostermek i¢in alternatif yontemlere quinacrine veya Q-
bantlama ve ters veya R-bantlama ornek gosterilebilir. R-bantli kromozomlarda, G-

bantlama ile agik boyanan bdlgeler tam tersi, yani koyu boyanmaktadir.

C bantlama ile esas olarak sentromerik heterokromatin, akrosentrik
kromozomlarin kisa kollarindaki materyalin bir kism1 ve Y kromozomunun uzun kolunun
distal kismin1 olugturan konstitiitif heterokromatin boyanir. Konstitiitif heterokromatinin,

tanim geregi, dogrudan fenotipik etkisi yoktur ve genel olarak aktif genlerden yoksundur.

NOR boyama ile rRNA'y1 kodlayan genlerin ¢ok sayida kopyalarini igeren ve
akrosentrik kromozomlarin satellitleri izerinde bulunan niikleolar organize edici bolgeler

(NOR) boyanmaktadir.

2.5.1.2. Molekiiler Sitogenetik Yontemler

1990'larda sitogenetik alanindaki en dnemli ilerleme siiphesiz isaretli problarla in
situ hibridizasyon yoluyla, belirli kromozomlari ve kromozom pargalarini tanimlamaya
olanak saglayan Florescence In Situ Hybridization (FISH) tekniginin kullanilmasiyda.
FISH, submikroskopik delesyonlar1 tespit etmek ve kromozom anomalilerini daha
belirgin karakterize etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Melezleme yontemi

dogrudan veya dolayli olabilir. Algilanabilir bir molekiiliin (6r., florofor) prob DNA'sina
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dogrudan baglanmasi, probun kromozomdaki hedef DNA'ya hibritlesmesinden hemen
sonra mikroskopik gorsellestirmeyi saglar. Daha hassas dolayli prosediir, afinite
sitokimyasi ile saptanabilen bir hapten ile probun 6zel modifikasyonunu gerektirir. En
popiiler sistemler biyotin-avidin ve digoksigenin sistemleridir. Biyotin, digoksigenin ve
florofor etiketli problarin kombinasyonlari kullanilarak, bir preparatta farkli kromozomal
bolgeleri bulmak icin ¢oklu eszamanli hibridizasyonlar yapilabilir (¢oklu renkli FISH)
[28].

CGH (Comperative Genomic Hybridisation), mikrodizin ¢alismalarinin 6nciisii
sayilan bu yontem, incelenen DNA ile kontrol DNA nin farkli fluoresanli boyalar ile
isaretlenerek metafaz kromozomlarinda hibridizasyonu ve flouresan sinyallerinin
mikroskopla goriintiilenerek  sinyallerin ~ birbirine oraminin  karsilastirilmasina
dayanmaktadir. Her iki flouresan renginin kromozom iizerinde olusturdugu dengenin
bozulmasi ile delesyon/duplikasyon tanisina gidilmektedir. Bu teknik, ilk olarak tiim
genomun incelenmesine olanak saglamasi bakimindan ¢ok Onemli olmasina karsin
kromozomlarin perisentromerik ve terminal bdlgelerinde hassasiyetin diisiik olmasi,

rezoliisyonunun kisitli olmasi, uygulama ve analiz zorlugu, yaygin kullanimina engel

olmaktaydi [29, 30].

Array-CGH (a-CGH), karsilastirmali  genomik hibridizasyon analizlerini
mikrodizin teknolojisiyle birlestiren ve genomdaki dengesizlikleri DNA diizeyinde
tanimlayan bir tekniktir. Bu yontemin avantajlarina birden fazla genomun birbirleri ile
karsilagtirilabilmesi, hiicre kiiltiiriine gerek duyulmamasi, az miktarda DNA 6rneginin
calisma icin yeterli olmast ve genomdaki Kb diizeyindeki degisiklikleri bile

saptayabilmesi 6rnek verilebilir [31].

Teknigin temeli, Solinas-Toldo ve arkadaslari tarafindan 1996°da hedef dizi cam
slayt tizerine immobilize edilerek atilmistir. a-CGH tekniginin temeli iki farkli floresan
boya ile etiketlenmis hasta ve referans DNA’larinin cam slayt iizerine immobilize edilmis
DNA ile hibridizasyonuna dayanir. Bu sayede ¢ok sayida genomik lokusun DNA kopya
sayis1 farkliliklarinin (kazang ve kayip, artma ve azalma) karsilastirmali analizi miimkiin

olabilmistir.
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2.5.2. Molekiiler Yontemler

2.5.2.1. DNA Dizileme Yo6ntemleri

Rekombinant DNA tekniklerinin gelisimi ve DNA dizi analizinin kesfi genomun
yapisinin ve kontrol mekanizmalarinin aydinlatilmasini saglamistir. DNA dizi analizinin
tarihsel siireci, R. Holley’in 1965 yilinda 74 niikleotidlik tRNA molekiiliinii dizilemesiyle
baslamig, 1977°de A. Maxam ve W. Gilbert’in iki farkli DNA dizileme yontemini
gelistirmeleri ile devam etmistir. 1982°de A. Wada’nin DNA dizi analizinin otomatize
edilmesini 6nermesinin ardindan, 1986'da Kalifornia Teknoloji Enstitiisii’'nden (Caltech)
L. Hodd ve L. Smith her DNA bazinin farkli florofor ile isaretlenmesi ve poliakrilamid
jel elektroforezinde detektor vasitasiyla florofor isaretli bazlarin saptanmasi temeline
dayanan yontem ile otomatik bir makine gelistirmistir. 1992°de 21. kromozomun DNA
dizi analizi tamamlanmistir. C. Venter, C. Fraser ve H. Smith 1995 senesinde
Haemophilus influenzea’nin, 1996 yilinda S. Cerevisiae’nin DNA dizisini yaymlamistir.
1998°de Sanger Center ve Washington Universitesi, Caenorhabditis elegans’m DNA
dizisini yaymlamiglardir. 1999°da insan 22. kromozomunun DNA dizisi tamamlanmigtir.
2000 yilinda Celera ve birlikte ¢alistigi kurumlarca Drosophila melanogaster’in DNA
dizisi yaymlanmis, ayn1 yilin Haziran ayinda insan genom projesinin (IGP) ve insan gen
haritasi taslaginin tamamlandig1 agiklanmis, ayrica ayni yilda Arabidopsis thaliana, DNA
dizisi aciklanan ilk bitki olmustur. 2003’te ise Y kromozomunun dizi analizi

tamamlanmistir [32].

Insan Genom Projesinin ardindan genomun yapi, fonksiyon, cesitlilik ve
regiilasyonunu daha iyi anlamak amaciyla baslatilan ENCODE (Encyclopedia of DNA
Elements) ve HapMap gibi projeler ile canli genomunun organizasyon, fonksiyon ve
dizilimini belirlemede uzun yillardan beri kullanilan Sanger dizileme yonteminin, emek,
stire, etkinlik ve maliyet acisindan yetkin olmadigi, daha hizli ve yliksek ¢iktili dizileme
yontemlerine gereksinim duyuldugu anlasilmistir [33]. Her klonun ayr1 ayr1 gogaltilmasi
ve dizilenmesi gerektiginden, tiim insan genomunun tamamlanmast 10 yildan fazla
stirmiis, bu nedenle ikinci nesil ya da yeni nesil dizileme (YND) adi verilen yiiksek
kapasiteli paralel dizileme yontemleri gelistirilmeye baglanmistir. YND teknolojisi ve
eslik eden fonksiyon analizleri ¢esitli hastaliklarin daha Once bilinmeyen genetik

temellerinin aydinlatilmasina imkan saglamis, bu da genetik tan1 i¢in ¢esitli yaklagimlarin
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ortaya ¢ikmasina ve dzellikle de panel gen testlerinin gelistirilmesine 6nayak olmustur

[34, 35].
Sanger Dizileme

1977°de Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirma, Sanger ve ekibinin zincir
sonlandirma metodunu kesfetmesiyle dizileme ¢aligmalart hiz  kazanmistir.
Dideoksintikleotid’ler (ddNTP) ile DNA zincir uzamasinin sonlandirilmasi esasina
dayanan Sanger dizileme yontemi giiniimiizde altin standart olarak kabul edilen ve en ¢ok
kullanilan yontemdir. Yo6ntem, zincir sonlanmasi esasina dayanir [36]. Birincil uzama
asamasinda, yeni sentezlenen zincire normal niikleotidlere ek olarak floresan isaretli
terminatdr niikleotidlerin eklenmesiyle her basamakta uzamasi sonlanan fragmanlar elde
edilir. Farkli uzunluktaki floresan isaretli zincirler, kapiller jel elektroforezinde
uzunluklarina gore ayrilarak tasidiklar1 floresan sinyallerle olgiliir (Sekil 2-9). Kapiller
sistemlerin kullanima girmesi ve yontemin bilgisayara entegrasyonu ile 0rnegin, 96
kuyulu mikroplagin her kuyusuna koyulan farkli orneklerin ayni siiregte dizi
reaksiyonuna girmesi, ardindan elektroforetik ortamdan izlenerek dizilenmesi miimkiin
olmustur. Bu sistemler her yiiriitmede 500-600 b¢ uzunlugundaki DNA dizisini dizileme

icin kullanilan primer yoniinde, yiiksek dogruluk oraniyla okuyabilmektedir.

1

Reaksiyon karigimi:
Primer + DNA + dNTP +

ddNTP (florokrom igaretli) + DNA polimeraz

o

) I kapiler: jel elektroforezi

2 rimer uzama ve
zincir sonlandirma —
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e R R lazer
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' dedektdr ——= '

| Flerokromlarin lazer
| ':II’ Il l1| dedektsrinden algilanmas:
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ve bilgisayimh dizi analizi
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ekil 2-9. Sanger Dizileme’nin asamalari.
g S

Yeni Nesil Dizileme

YND yo6ntemi, DNA'nin milyonlarca fragmaninin es zamanh ve yiiksek sayida

dizilenmesine dayanan yontemdir. Ilk olarak Life Sciences tarafindan 2005 yilinda 454
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platformu, sonraki yil Solexa tarafindan Genome Analyser ve Agencourt tarafindan
SOLID platformlari piyasaya siiriilmistiir [37]. 2011°de ise Ion Torrent’s PGM, Pacific
Biosciences” RS (PacBio) ve Illumina MiSeq yeni nesil dizileme platformlar

gelistirilmistir.

Dizileme teknolojileri, genel olarak kalip (taslak) hazirlama, dizileme,
goriintiileme ve verilerin analizi asamalarindan olusur. Kalip hazirlamada tek DNA

molekiiliinden klonal olarak ¢ogaltilmis ve tek DNA molekiilii olmak {izere iki yontem

kullanilir [38].

Emiilsiyon PZR (emPZR) [39] ve kati faz amplifikasyonu [40] klonal olarak
cogaltilmig kaliplarin hazirlanmasinda en yaygin kullanilan yontemlerdir. emPZR, dis1
yag, i¢i PZR reaksiyonunun gerceklestigi reaktif sividan olusan mikroskopik boncuklarin
her birinde tek tip primer ile buna eslesen kalip DNA’nin klonal ¢cogaltilma yontemidir.
Kati faz amplifikasyonu da cam slayt lizerinde komplementer kalip veya fragmentlerden

rastgele dagilmis ve klonal olarak ¢ogaltilmis kiimelerin elde edilmesine dayalidir [41].
Tek molekiil kaliplarinda ise asagidaki yontemler kullanilmaktadir:

- baslangic materyalinin rastgele parcalara (200-250 bg) ayrilarak fragman
sonlarna ortak adaptorlerin eklenmesiyle elde edilen kalibin kati destege kovalent bagl

primerlere hibridizasyonu (Helicos BioSciences);

- tek iplikli tek-molekiil kaliplarinin immobilize primerlerle uzatilmasi ile
bolgesel olarak dagitilmig kaliplarin kati destege kovalent baglanmasi (Helicos

BioSciences)

- daginik tekli polimerazlarin kati1 destege tutturulmasi (Pacific Biosciences)

olmak iizere ii¢ farkli yaklagim vardir [42].

Dizileme yontemleri ise geri doniisiimlii zincir sonlanmast, ligasyona dayalt, tek-
niikleotit ekleme — pirodizileme ve ger¢ek-zamanli dizileme olmak {izere ¢esitleri vardir
[43]. Farkli platformlar hem taslak hazirlama hem de dizileme asamasinda farkli

yontemler kullanmaktadir (Tablo 2-3).



Tablo 2-3. Dizileme platformlarinin karsilastirilmasi [44]’ten alinarak yeniden
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diizenlenmistir.
1. Nesil 2. Nesil Dizileme 3. Nesil Dizileme
Dizileme
Sanger FLX 454  Solexa SOLID lon Helicos PacBio
GS (HMlumina) (Applied  Torrent (HeliScope) (Pacific
(Roche) Biosystem) (Thermo Bioscience)
Fisher)
Mekanik Mekanik Mekanik Mekanik .
. . Mekanik veya
- Mekanik veya veya veya veya veya Mekanik veya N
Kiitiiphane L N S S N L enzimatik
ol enzimatik enzimatik enzimatik enzimatik enzimatik enzimatik fragmentasvo
usturma fragmentasyon fragmen- fragmen- fragmen- fragmen-  fragmentasyon 0 g y
tasyon tasyon tasyon tasyon
Klonal
Amplifikasyo Klonlama, PZRemPZR Kopri PZR  emPZR emPZR  yok yok
n
Hidrojen
. Geridonii- iyonuna  Gergek zamanl Gergek
.. - Piro- . .. . . Prob . zamanli
Dizileme Zincir _ simlil zincir . duyarli (Real-Time) )
dizileme ligasyonu . (Real-Time)
sonlanmast sonlanmast yarl dizileme .
: dizileme
iletken

Yeni nesil dizileme ile elde edilen veriler kisa okuma uzunluklarina sahip oldugu
icin ileri biyoinformatik araclarla referans genoma haritalanmali ve ardisik birlestirilerek
hizalanmalidir. Kisa okuma uzunluklar1 (~400 b¢) nedeniyle YND yontemleri gros
delesyon ve duplikasyonlarin, tekrar dizilerinin, dengeli translokasyonlarda kirik
bolgelerinin (amplikon sinirlarinda yer almiyorsa) net olarak belirlenmesinde elverisli
degildir [45]. Ayrica YND sonucu elde edilen degisimlerin ¢oklugu, anlamlandirmadaki
zorluklar, ko-segregasyon analizleri, hedef bolgelerin motif veya GC bazlarinca zengin
olmasindan kaynaklanan diisiik okuma sayil1 bolgelerin yeniden taranmasi gerekliligi vb.

ek masraf gerektiren ve uzun siireli islemlerdir.

YND teknolojisindeki yeni gelismeler temeli PZR’e dayali olmayan {igiincii nesil
dizileme teknolojilerine dogru evrilerek daha kisa siirede veri eldesi saglamanin yani sira

PZR hatalarinin 6niine ge¢meyi hedeflemektedir [46].

Ugiincii nesil dizileme veya tek-zincir molekiil dizileme teknolojisi ii¢ kategoride
incelenir: 1) DNA polimeraz kullanilarak sentez yoluyla dizileme, 2) nanoporlardan
yararlanarak dizileme 3) Direkt goriintiileme ile dizileme. Daha yiiksek verim, daha hizli

geri-doniis, uzun okuma oranlari, baslangi¢c materyal i¢in kii¢iik miktarlarin yeterli olmasi
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gibi avantajlar1 olan i¢lincli nesil dizileme i¢in giiniimiizde gelistirilen teknolojik
yaklagimlardan bazilar1 bunlardir: tek iplikli DNA molekiiliiniin Gergek-Zamanl
Dizilemesi (Pacific Biosciences), floresan rezonans enerji aktartmi kullanilan gergek-
zamanli DNA Dizilemesi (Visigen Biotechnology), elektron mikroskopisi temelli
dizileme (Halcyon Molecular), taramali-elektron mikroskobuna dayali dizileme (Reveo),
nanopor teknolojisi, tek zincirli DNA molekiiliiniin dogrudan elektriksel algilanmasi
(Oxford Nanopor), optik okumali nanopor teknolojisi ile dizileme ve transistor aracili
dizileme (IBM) [47-55].

YND, hedefli gen panelleri ile hastalik iligkili bircok genin eszamanli dizilenmesi,
tim ekzom dizileme (TED) ve tiim genom dizilemeyi (TGD) ve ekpresyon ¢alismalari
icin RNA dizileme ve metagenomik calismalar gibi gesitli seviyelerde kullanilabilir.
Genom dizileme yaklagimlarindan biri, genomik bilginin en kapsamli halini aragtirmay1
amaglayan, genomun kodlamayan bdlgeleri de dahil tiim genomun dizilendigi Tiim
Genom Dizileme (TGD), digeri ise genin islevsel elementlerini ve kodlayan ekzonlarini
(tim genomun %1,5°1) hedefleyen ve genetik heterojenite gosteren nadir hastaliklarin
tanisinda sik kullanilan Tiim Ekzom Dizileme (TED) yontemidir [56]. Her bir yontemin

kendi ustiinliikleri ve sinirlamalari, tercih edildigi durumlar vardir (Tablo 2-4).



Tablo 2-4. Yeni Nesil Dizleme uygulamalarimin karsilastirilmasi [57]

Dizileme Tiirii

Tiim genom
dizileme

Tiim ekzom
dizileme

Genis gen
panelleri

Kiiciik gen
panelleri

Hotspot panel

Transkriptom

Hedefli RNA
paneli

Hedef bolgeler
Tim genler, tim

ekzonlar, tim
kodlamayan bolgeler

Tiim genler, tiim
ekzonlar

300-600 gen

<100 gen

50-80 gen, spesifik
ekzonlar, varyantlar

MRNA

Fiizyon genleri

Bashca kullanim alam

Hastalikla iligkili yeni
genlerin kesfi

Klinik arastirma; tanisal test
olarak; neo-epitop tahmini

Tamsal; klinik denemeler;
klinik arastirma

Tanisal; hastalik
progresyonunun
monitdrizasyonu

Tanisal

Varyant validasyonu; neo-
epitop ifadesi; fiizyon tespiti

Fiizyon tespiti
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Kisithihiklar:

Fiyat

Derinlik (coverage
deep): diistik

allel ayirimi igin
diisiik duyarlilik
Fiyat

Derinlik (coverage
deep): diisiik

allel ayirimi igin orta
derecede duyarlilik

Kapsam

Kapsam

Kapsam

Fiyat

Kapsam;

Varyant validasyon
kapasitesi hedef
bolgeye sinirlt

Gen panelleri sadece ilgilenilen hastalikla ilgili genleri i¢erdiginden hedef tutarli

sekilde, %99’a kadar kapsanabilir [58]. Bu yontemle sadece hastalikla iliskili oldugu
bilinen genlere odaklanildigindan hedef daha fazla kapsam ve okuma ile dizilenir. Diislik
okumal1 bolgeler alternatif molekiiler yontemlerle taranir ve hedef tam kapsanmis olur.
Gen panelleri 6zellikle genetik heterojeniteye sahip hastaliklarda daha diisiik maliyetle
dizilemeye olanak tanir [59-61].
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma grubumuzu, 2011-2018 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi, Istanbul
T1p Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dal1 poliklinigine genetik konsiiltasyon amaciyla
Cocuk Saghgi ve Hastaliklart AD, Cocuk Endokrinoloji BD polikliniginden
yonlendirilen, klinik tanida boy kisaligi’nin yer aldigi 189 etkilenmis olgu olusturdu.
Kromozom anomalileri ve SHOX gen delesyonlar1 dislanmis 41 olguda YND tabanl
panel-gen yontemi uygulanarak yontemin boy kisaliginin molekiiler genetik tanisina olan

katkisi incelendi.

Calismanin etik uygunlugu, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onaylandi (21.07.2017 tarih ve 278051 sayi, ek-1). Calismaya katilan ailelerden
bilgilendirilmis onam alind1 (ek-2).

3.1. Yontemler

3.1.1. Klinik Degerlendirmeler

Olgularin o6yki, fizik muayene ve laboratuvar bulgulari hazirlanan (ek-3)
muayene formuna kaydedildi. En az ii¢ kusak olmak iizere aile Oykiileri alinarak
pedigriler hazirlandi. Etkilenmis bireylerin goriintiileme (kraniyal/hipofiz, batin/pelvik
ultrasonografi vb) ve laboratuvar test sonuglari (endokrinolojik, sitogenetik ve daha 6nce
yapilmis ise molekiiler genetik testleri vb.) dosyalarina islendi. Kromozom analizi ve
SHOX geninde yapilan ¢alismalarda herhangi bir anomali saptanmayanlar tez kapsamina

alindi.

3.1.2. Molekiiler Yontemler

3.1.2.1. DNA Eldesi

DNA izolasyonlari, steril 2 ml KsEDTA’l1 periferik vendz kan orneklerinden
soliisyon/manyetik boncuk bazli sistemle 6zgiin kitler (DNA Isolation Kit for Mammalian
Blood, Roche11667327001/Magnapure Large Volume KIT, Roche03730972001 ve EZ1
DNA Isolation Kit for Mammalian Blood, Qiagen 951054) kullanilarak, firma
protokollerine uygun sekilde yapildi.

3.1.2.2. DNA Kalite Degerlendirme, Seyreltme ve DNA Yogunlugunun Olgiimii
Izolasyon sonrasi ¢alismaya alinacak DNA 6rneklerinin yogunluklari (ng/ul) ve

absorbsiyon Olgiimleri (Azeor2s0 ~ 1,80-1,89) spektrofotometrede Olclilerek kaydedildi
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(Nanodrop 2000c, Thermo Scientific). Azeonso degeri 1,80’den az olanlar protein
kontaminasyonu nedeniyle manuel ¢oktiiriilerek saflastirildi. Saflagtirma asamalari ise bu
sekilde yapildi; son konsantrasyonu 2 mM Ammonium Asetat [NH4C2H30-], 2.5 hacim
%100 etanol [C2HsOH] ve %2°lik glikojen ile ¢oktiiriildiikten sonra, pellet 2 kez %80°lik
ve bir defa %100’liikk etanolde yikanip kurutularak, dH2>0 veya TE’de ¢oziildii. A2so/280
degerleri 1.80-1.89°den fazla olan Ornekler ise RNase ile muamele edilerek fazla
riboniikleik asitler parcalandi. Her olgu i¢in, DNA yogunlugu 1,6-2.0 ng/ul olacak sekilde
miliQ (18 MQ) su kullanilarak seyreltme islemleri yapildi. Son DNA yogunluklarinin

yeni nesil dizileme teknigi i¢in uygun aralikta (1,6 - 2 ng/ul) olmasi sagland.

Seyreltilmis DNA ornekleri 6l¢iilmeden 6nce firma protokoliine uygun sekilde
Qubit dsDNA HS Assay Kit ile kalibrasyon saglandi, daha sonra &lgiim yapildi. Ornek
DNA yogunluklart uygun araliga (1,6-2 ng/ul) gelene kadar seyreltme ya da deristirme

islemleri yapilarak sonrasinda 6l¢iimler tekrarlandi.

3.1.2.3. Yeni Nesil Dizileme Tabanh Panel-Gen Testi
Yeni nesil dizileme tabanli panel gen calismasi Ion Torrent PGM platformunda

yapildi.

lon Torrent Platformu

Ion Torrent platformunda kiitiiphane ve taslak hazirlama asamalari; DNA'nin
multipleks primerlerle amplikon temelli ¢ogaltilmasi, elde edilen fragman uglarinin
enzimatik modifikasyonu (end repair) ve adaptor baglanmasi, adaptor bagh kiitiiphane
tiriinlerinin emiilsiyon PZR ile ¢ogaltilmasindan olusur. Adaptor bagli DNA fragmanlari,
tizerlerinde adaptor dizilere komplementer diziler tasiyan ve bu dizilere kovalent bagh
boncuklarla eslestirilir ve igerisinde PZR icin gerekli reaktiflerin ve polimerazin
bulundugu yag miselleri olusturulurak emPZR ile amplifiye edilir. Zenginlestirme
asamasinda ¢ogaltilmis DNA fragmanlarini tasiyan boncuklar, reaktifler, yag parcaciklar
ve amplifikasyona katilmamis boncuklardan ayristirilir. Iyon sinyal alicisi tasiyan
milyonlarca kuyucuga sahip ¢ip lizerinde dizileme yapilmakta, bu sensor dizileme
sirasinda amplikonlara ANTP baglandigi zaman salinan H* iyonlarini algilayarak ham

veriye donistiirmektedir [62].

Is akis1 sirasiyla, sinyal isleme, baz isimlendirme, haritalama, varyant

isimlendirme-onceliklendirme ve yorumlanmasi basamaklarindan olusur. Bu basamaklar
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platformun Torrent Suite Server (TSS) olarak adlandirilan programi tarafindan otomatik
yapilir. TSS ile varyant isimlendirme ve dnceliklendirme yapilmis BAM ve BAM-BAI
formatindaki veri platformun lon Reporter programi ile tekrar islenerek ileri analize

alinmaktadir.

Sinyal Isleme ve Baz Isimlendirme: Bu asamada veri haritalanmamis BAM

formatina donistiiriillmektedir (Sekil 3-1).

Torrent Suite™
Software
1 akis sonrasiokuma Birgok akis iizerinden okuma
(DAT) (DAT) Akis bagina ham sinyal verileri (WELLS)
01 1.2 030 2.3 0.1 02,251 3.1 /0.0
g 0.2 2.1 31 0.0 0.l 1.2 023 2:1 0.0
\ 050 050 3:2 1.4 051 123 150 052 2051
islenmis
Baz olar?k adlandirma (FASTQ) birlesmeler (SFF)
e7baN:1: ) ~ 010200300104010302
GGGATCAGGCTGTCGAACGCGTGATTACATCTAGCTA 20010003040110200 3
+ 003040401030200011
AA*ABBBB?BBBBBBBABBB@EERBB?BABABCDA!@S
BAM !@ﬂngaﬂF°fma((ch)
' ##FORMAT=<ID=DP, Number=1
- ##FORMAT=<ID=HQ, Number=2
2 | binary —— | #CcHROM POS D REF ALT QUAL FILTER
20 14370 rs6054257 G A 29 PASS
=

Sekil 3-1. lon Torrent platformunda sinyal isleme ve baz isimlendirme.

Ham Verinin Kalite Kontrolii: Ham verinin standartlara uymayan okumalarin
cikarilmast veya diizeltilmesi, adaptor kontaminasyonu, indel ve diisiik kaliteli
okumalardan kaynaklanan yapay dizilerden arindirilmasi1 asamasidir. Baz kalite
degerlerinin ve niikleotid dagiliminin gorsel hale getirilmesini, primer kontaminasyonu,

niikleotid igerigi ve GC zenginligi gibi 6zelliklere gére okumalarin filtrelenmesini igerir.

Haritalama ve Hizalama: Okumalarin genomik lokalizasyonlarinin belirlenmesi
amaciyla haritalanip hizalandig1 basamaktir. FASTQ formatindaki diziler SAM/BAM
dosya formatina doniistiiriiliir. Veriler BAM dosyasi olarak saklanir. Bu asamada TMAP

(Torrent Mapping Alignment Program) algoritmasi kullanilmaktadir.

Haritalama Sonrasi Kalite Kontrolii: AQ17 (alignment quality 17): %2 ve daha
az hata payi ile haritalanan baz sayisi, AQ20 (alignment quality 20): %1 ve daha az hata

ile haritalanan baz sayis1 ve Perfect (miikemmel): hatasiz olmak tizere {i¢ formu vardir.



46

Varyant Belirleme, Filtreleme ve Isimlendirme: Bu basamakta hizalanmis
diziler referans genomla kiyaslanarak varyasyonlar belirlenir. Ileri analiz asamasinda
hizalanmis veriler lon Reporter ‘a aktarilir, lon Reporter varyant isimlendirme ve analiz
parametreleri ile degisimleri belirleyerek ayrintili VCF raporu olusturur. Varyantlar
belirlendikten sonra IGV (Integrated Genome Browser) programinda goriintiilenebilir
[62, 63].

Tanimlanmamis degisimlerin analizinde in silico patojenite tahmin algoritmalari
(Human Splicing Finder, PolyPhen-2, SIFT/Provean ve Mutation Taster) uygulanarak
degerlendirilme yapilir (Tablo 3-1).

Tablo 3-1. In silico analiz yazihmlari.

In silico tahmin Gelistirildigi yil ve

programi gelistiren Kisi/kurum Skorlamanin dayanag Kaynak

Dizi ozellikleri (Uniprot anotasyonlari),
stibstitiisyonlarin yapisal etkileri

HumDiv, protein veri bankasinda
(UniProtKB) yer alan proteinleri kodlayan
genlerde saptanan, Mendel hastaliklar ile
iliskilendirilmis olan fonksiyonel olarak
«zararly oldugu bilinen varyantlar1 ve
2010 diger memeli homologlarinda «zararsiz»
(Shamil Sunyaev) olarak kabul goren varyantlar ile birlikte
gruplamasi
HumVar, protein veri bankasinda
(UniProtKB) yer alan proteinleri kodlayan
genlerde insanlardaki gesitli hastaliklar ile
iliskilendirilmis «zararl» varyantlart ve
MAF>%1 olan ve hastalikla iligkisi
bildirilmemis, «zararsiz»  varyantlarin
gruplamasi

Adzhubei ve ark.
Nat Methods.
2010.

PolyPhen2

Kumar ve ark.
Nat Protocols.
20009.

Sift 2009 PSI-BLAST tan homolog diziler

(J. Craig Venter Inst.)  arasindaki korunmusglugun analizi
Evrimsel korunmusluk, kirpilma noktasi

2010 degisimleri, poliadenilasyon sinyal dizi ve

(Dominik Seelow) Kozak konsensus dizi degisimleri, protein
anotasyonlar1 (SwissProt)

Schwarz ve ark.
Nat Methods.
2010.

MutationTaster

Hedef Genlerin Belirlenmesi

OMIM, HGMD profesyonel veritabanlar1 ve giincel literatiir kullanilarak, boy
kisalig1 ve CHHE ile genotip-fenotip iliskisi oldugu bilinen 25 genin dahil edildigi panel
hazirlandi (Tablo 3-2). Bu 25 genlik panelin 10’u boy kisalig1 ile dogrudan iliskili idi.



47

Tablo 3-2. Panel tasariminda yer alan genler.

Paneldeki Genler: BMP4 (14g22.2, NM_001202.3); FGF8 (10q24.32, NM_033163.3); FGFR1 (8p11.23,
NM_023110.2); GH1 (1723.3, NM_000515.4); GHR (5p13.1-p12, NM_000163.4); GHRH (20q11.23,
NM_021081.4); GHSR (3¢26.31, NM_198407.2); HESX1 (3p14.3, NM_003865.2); HHIP (4931.21, NM_022475.2);
IGF1 (12923.2, NM_000618.3); IGF1R (15¢26.3, NM_000875.4); IGFALS (16p13.3, NM_004970.2); IGFBP3
(7p12.3, NM_001013398.1); IGSF1 (Xq26.1, NM_001170961.1); LHX3 (9q34.3, NM_014564.3); LHX4 (1925.2,
NM_033343.3); OTX2 (14q22.3, NM_172337.2); POULF1 (3p1l1.2, NM_000306.3); PROKR2 (20p12.3,
NM_144773.2); PROP1 (5435.3, NM_006261.4); SHH (7q36.3, NM_000193.2); SHOX (Xp22.33 and Yp11.2,
NM_000451.3); SOX3 (Xq27.1, NM_005634.2); STAT5B (17g21.2, NM_012448.3); WDR11 (10q26.12,
NM_018117.11)

Bu genlerin referans transkriptlerinin kodlayan ve mutasyon tanimlanmig

kodlamayan bolgeleri hedef olarak belirlendi.

Primer Havuzlarinin Olusturulmasi
Hedef bolgeler i¢in 6zgiin primer tasarimi Ion Ampliseq sistemi kullanilarak

(https://www.ampliseg.com) yapildi. Tasarimda hedef alinan bolgeler 275 amplikona

boliinerek (142 ve 133 amplikonluk iki primer havuzu) multipleks PZR tasarimlari
tamamlandi. Tasarimda 77,2 kb uzunlugundaki hedef bolgenin toplam 319 bg'lik
pargasina dizi motifi ve genomik lokalizasyonu gibi nedenlerle uygun tasarim yapilamadi

ve % 99,25°1 kapsanmig oldu. Her genin kapsanma ytizdesi Tablo 3-3’te gosterilmektedir.

Tablo 3-3. Panel-gen testinde yer alan genler, kapsam oranlary, iliskili oldugu hastaliklar
ve hastaliklarin kalitim kaliplari.

ILISKILI OLDUGU HASTALIK KAPSAM
GEN LOKUS (OMIM/HGMD) KALITIM (%)
BMP4 14922.2 Sendromik mikroftalmi 6 (607932), oD 100
Orofasiyal yarik 11 (600625) -
FGF8 10q24.32 Hipogonadotropik hipogonadizm 6 (612702) oD 94,72
FGFR1 8p11.23 Ensefalokraniyokutan6z lipomatoz (613001) SMo
Hartsfield sendromu (615465) oD
Hipogonadotropik hipogonadizm 2 (147950) oD
Jackson-Weiss sendromu (123150) oD 100
Osteoglofonik displazi (166250) oD
Pfeiffer sendromu (101600) oD
Trigonosefaly 1 (190440) oD
GH1 17923.3 12016 biiytime hormonu eksikligi tip 1A (262400) OR
Izole bitytime hormonu eksikligi tip 1B (612781) - 100
Izole biiyiime hormonu eksikligi tip 2 (173100) oD
Kowarski sendromu (262650) OR
GHR 5pl13.1- Parsiyel biiylime hormonu duyarsizligi (604271) -
Biiylime hormonuna artan yanit - 100
pl2 Laron sendromu (262500) OR
Ailevi hiperkolesterolemi (143890) oD
GHRH 20011.23 Izole biiyiime hormonu eksikligi - 100
GHREF hipersekresyonu nedenli gigantizm -
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GHSR

3026.31 izole parsiyel biiyiime hormonu eksikligi (615925) OD, OR 100
HESX1 3p14.3 Hipofiz anomalileri ile giden biiyiime hormonu OD OR
eksikligi (182230) oD, OR 100
Kombine hipofiz hormon eksikligi 5 (182230) OD, OR
Septooptik displazi (182230) '
HHIP 4931.21 | Kombine hipofiz hormon eksikligi (HGMD) - 100
IGF1 12g23.2 Sagirlik ve zeka geriligi ile giden bityiime geriligi OR 100
(608747)
IGFIR | 15026.3 | |GF-1 direnci (270450) oD, OR 100
IGFALS | 16p13.3 | Asit-kararsiz alt iinite eksikligi (615961) - 95,85
IGFBP3 7p12.3 - - 98,18
IGSF1 X(q26.1 Santral hipotiroidizm ve testikiiler genisleme X’e bagl 100
(300888) resesif
LHX3 9934.3 | Kombine hipofiz hormon eksikligi 3 (221750) OR 92,05
LHX4 1g25.2 Kombine hipofiz hormon eksikligi 4 (262700) oD 100
OTX2 14922.3 Sendromik mikroftalmi 5 (610125) oD
Kombine hipofiz hormon eksikligi 6 (613986) oD 100
Erken baglangi¢l retinal distrofi (610125) oD
POU1F1 | 3p1l1.2 Kombine hipofiz hormon eksikligi 1 (613038) oD, OR 100
PROKR2 | 20p12.3 Hipogonadotropik hipogonadizm 3 (244200) oD 100
PROP1 | 5935.3 Kombine hipofiz hormon eksikligi 2 (262600) OR 100
SHH 7936.3 Holoprozensefali 3 (142945) oD
Kolobomlu mikroftalmi 5 (611638) oD 100
Sizensefali (269160) -
Ust cenede santral tek kesici dis (147250) oD
SHOX Xp22.33 Langer mezomelik displazi (249700) OR
Leri-Weill diskondrostozu (127300) oD 93,29
Ailevi idiyopatik boy kisaligi (300582) -
SOX3 Xq27.1 Izole biiyiime hormonu eksikligi ile giden zeka
geriligi (300123) X’e baglt 100
Panhipopituitarizm (312000)
STAT5B | 17921.2 Immiin yetmezlikle giden biiyiime hormone
duyarsizligi (245590) - 100
Losemi, akut promyelositik, somatic (102578)
WDR11 10026.12 Hipogonadotropik hipogonadizm 14 (614858) oD 99,87

OD: otozomal dominant, OR: otozomal resesif, SMo: somatik mozaisizm.

Hedef Bolgelere Ait Hotspot Mutasyon Dosyasinin Olusturulmasi

Analizde kullanilmak iizere, hedef bolgedeki tanimlanmis mutasyonlara ait

bilgiler HGMD Professional 2017.1 veritabanindan indirildi. Her mutasyonun yer aldig1

kromozom, baslangi¢-bitis koordinatlari, ismi, referans ve mutant allel bilgilerini igeren

BED dosyasi1 olusturuldu. Olusturulan dosya, Torrent Server ve Ion Reporter’daki akis

semasina eklendi.
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Hotspot mutasyon dosyasinin hazirlanma nedeni veri analizi asamasinda
dosyadaki degisim noktalarina oncelikli olarak bakilmasinin istenmesi ve degisimlerin

isimlendirilmesidir.

Kiitiiphane Hazirlanmasi

Ion Ampliseq Library Kit 2.0 (Life Technologies) kullanilarak firma
protokollerine uygun sekilde kiitiiphane hazirlandi. Kiitiiphane {iriinleri, Ion Xpress
Barcode Adapters Kit (Life Technologies) ile barkodlandi. Agentcourt AMPure XP
reagent ve %70’lik etanol kullanilarak firma protokollerine uygun sekilde barkodlanan

tiriinlerin saflastirildi.
Hedef DNA Bolgelerinin Cogaltilmasi

Hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi amaciyla iki primer havuzu kullanildi. Tablo 3-4’te

gosterildigi gibi her 6rnek i¢in iki farkli karigim hazirlandi.

Tablo 3-4. Primer havuzu (2x) i¢cin hazirlanan karisim.

Malzeme Miktar
5X lon Ampliseq HiFi Mix 4 ul
2X lon Ampliseq Primer Havuzu 10 pl

PZR i¢in; hazirlanan iki karisim kullanilarak 6rnek basina Tablo 3-5’de gosterilen

sekilde iki farkl soliisyon (pool I ve pool 2 olmak tizere) olusturuldu.

Tablo 3-5. Kiitiiphane PZR i¢in hazirlanan karisim.

2X Primer Havuzu i¢in Hazirlanan Miks 14 pl
Seyreltilmis DNA 6rnegi 6 ul
Total hacim 20 pl

Plate MicroAmp® adhesive film ile kapatilarak vortekslendi ve kisa siireli
santrifiij ile coktiiriildi. Termal Dongii Cihazi Tablo 3-6’de gosterilen kosullara

ayarlanarak PZR islemine gegildi.



Tablo 3-6. Hedef bolge amplifikasyonunda kullanilan termal dongii programi.

Basamak Adim Sicakhk  Zaman
Bekleme Enzimi aktiflestirmek igin 99°C 2dk
Denaturasyon 99°C 15sn
Dangu
Baglanma ve Uzatma 60°C 4dk
Bekleme — 10°C Tutma
Dongii sayist 19 tekrar(amplikon say: esas alinarak belirlenir)

Primer Dizilerinin Kismi Olarak Kesilmesi

50

Toplam hacim 20 pl olacak sekilde iki primer havuzu ile ¢ogaltilmis PZR {irtinleri

her birinden 10’ar ul alinarak birlestirildi. Birlestirilmis {irtinlere 2 ul FuPa Reagent

eklendikten sonra MicroAmp® adhesive film ile kapatilan plate vortekslendi ve kisa

stireli santrifiij ile ¢oktiirildii ve Tablo 3-7°deki kosullara ayarlanmis termal dongii

cihazina koyuldu.

Tablo 3-7. Primerlerin kesimi icin kullanilan termal dongii program.

Sicakhk Siire
50 °C 10 dk
55°C 10 dk
60 °C 20 dk
10°C Bekleme (1 saate kadar)

Adaptérlerin Baglanmas: ve Barkodlama

Her barkod (Ion ExpressTM Barcode), Ion P1 Adapter ve nukleaz igcermeyen su

ile karistirilarak 1:4 oraninda seyreltildi (Tablo 3-8).

Tablo 3-8. Barkod-adaptor karisimi.

Icerik

lon P1 Adapter

lon Xpress™ Barcode X!
Nukleazdan arindirilmis su

Toplam hacim

Hacim
2 ul
2 ul
4 ul

Sl

1: Segilmis barkod

Primerlerin kesiminden sonra iiriinlere (22 pl), 6rnek basina, Tablo 3-7’deki

miktarlarda Switch soliisyonu, barkod-adaptor karigimi ve DNA ligaz eklendikten sonra
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plate MicroAmp® adhesive film ile kapatilarak vortekslendi ve kisa siireli santrifiyj ile
coktiiriildi. Plate barkod-adaptdrlerin ligasyonu igin Tablo 3-9’daki gibi ayarlanan termal

dongii cihazina koyuldu.

Tablo 3-9. Barkod-adaptor ligasyon karisimi ve termal dongii programu.

Malzeme Hacim
Switch solusyonu 4 ul
Barkod-Adaptor Karigimi 2 ul
DNA ligaz 2 ul
Toplam Hacim (22 pl iiriin ile birlikte) 30 ul
Sicakhik Siire

22 °C 30 dk

72°C 10 dk

10°C Bekleme (1 saate kadar)

Ligasyon sonrasinda fazla DNA materyali ve enzimlerin uzaklastirilmasi amaciyla

barkodlanmus iirlinlerin saflastirilmasi asamasina gegildi.

Barkodlanan Uriinlerin Saflastirilmasi

Her Ornege hacminin 1.5 kat1 (45 pl) Agencourt® AMPure® XP Reagent
eklenerek pipetaj yapildi ve plate 5 dk oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra plate
manyetik rafa (DynaMagTM-96 Side Magnet [Cat.no.12331D]) alinarak oda sicakliginda
~2 dk inkiibe edildi. Soliisyon berraklastiktan sonra supernatant atildi ve her kuyuya 150
ul %70’lik taze hazirlanmis etanol eklendi. Plate manyetik raf tizerinde yanlara hareket
ettirilerek amplikon bagli manyetik boncuklar etanol ile yikandi ve ardindan supernatant
atildi. Bu islem ikinci kez tekrarlandi ve alkoliin tamamen uzaklastigindan emin olmak
icin plate oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Ardindan kiitiiphane {irtinlerinin
normalizasyonu asamasina gecildi. Kiitiiphaneler Qubit® 2.0 Fluorometer cihazi ile

olgtldii.

Saflastirdmis Uriinlerinin Normalizasyonu, Olgiimii ve Sulandirma Faktoriinii
Hesaplama

Kiitliphane Platinum® PCR SuperMix High Fidelity kullanilarak c¢ogaltildi ve

saflastirildi. Qubit® 2.0 Fluorometer ile Olgiildii. Taslak reaksiyonu hazirlarken Ion
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Template kit’in kullanimi i¢in son konsantrasyonu ~15-22 ng/mL olan sulandirma faktorii

belirlendi.

Ion AmpliSeqTM Kkiitiiphanesini i¢eren plate manyetik raftan alind1 ve 50 pL
Platinum® PCR SuperMix High Fidelity ve 2 puLL Library Amplification Primer Mix tiim
pelletlerin iizerine eklendi. Plate MicroAmp® adhesive film kapatilarak vortekslendi ve
kisa santrifiij islemi uygulandi. Plate magnet {izerine alinip 2 dk bekletildikten sonra
~50’ser uL hacimdeki siipernatanlar temiz bir plate’e aktarildi. Termal dongii cihazinda

Tablo 3-10’daki programa koyuldu.

Tablo 3-10. Kiitiiphane amplifikasyonu i¢in termal dongii programa.

Evre Sicaklik Zaman
Tutma 98 °C 2 dk
L 98 °C 15 sn
5 Dongli
64 °C 1dk
Tutma 10°C Tutma

Agencourt® AMPure® XP Reagent ile saflastirma iki asamada gerceklestirildi.

I, 6rnek hacim bead orani 0.5X: Amplikon ve primerler ¢cozeltide kalirken yiiksek

molekiiler agirliktaki DNA bead’lere baglandi. Siipernatan saklandi.

Il, orijinal 6rnek hacim bead orami 1.2X: Amplikonlar bead’lere baglandi ve
primerler ¢ozeltide birakildi. Beadler tutularak amplikonlar beadlerden g¢oktiiriilerek

uzaklastirildi
Bu asamalar agagidaki protokole uygun gerceklestirildi;
Ilk Asama Saflastirmasi

~50’ser puL ornek iceren plate kuyularmma 25 pL (0.5X ornek hacmi) Agencourt®
AMPure® XP Reagent eklendi. Dikkatlice 5 kez pipetleme yapilarak DNA-bead
siispansiyonu sagland1 ve plate MicroAmp® adhesive film ile kapatilarak karisim oda
sicakliginda 5dk inkiibe edildi. Plate magnet lizerine alinarak soliisyon tamamen
berraklasana kadar (en az 5 dk) bekletildi. Her kuyudaki siipernatan dikkatli bir sekilde

alinarak yeni bir plate’e tasindi. Aktarilan siipernatan istenen amplikonlar1 igerir.
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Ikinci Asama Saflastirmasi

60 pL Agencourt® AMPure® XP Reagent Siipernatan’a eklendi. 5 kez dikkatlice
pipetleme yapilarak DNA-bead siispansiyonu saglandi ve aymi sekilde MicroAmp®
adhesive film ile plate kapatilarak oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Soliisyon tamamen
berraklasincaya kadar (en az 3 dk) manyetik raf {izerine alindi. Bu asamada amplikonlar
beadlere baglandiklar siipernatan atilarak pellet saklandi. Her kuyuya 150 pL yeni
hazirlanmis %70’lik etanol eklendi ve plate yanlara hareket ettirilerek beadler yikandi.
Stipernatan atildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Daha sonra etanoliin tamamen
uzaklagmast i¢in beadler magnet tizerinde oda sicakliginda 5 dk kurumaya birakildi. Asir
kurutmaktan ¢ekinmek gerekir. Plate magnetten alind1 ve beadlerin {izerine 50 uL. Low
TE eklenerek MicroAmp® adhesive film ile kapatildi, vortekslendi ve kisa santrifiij
yapildi. Bu asamada siipernatan amplikonlar1 icermektedir. Plate en az 2 dk magnet
tizerine alindi. Daha sonra kiitiiphane Qubit® 2.0 fluorometre ile 6l¢iildii ve sulandirma

faktorii hesaplandi.

Her kiitiiphanenin 10 pL’si Qubit® 2.0 Fluorometer (Cat. no. Q32866) ve Qubit®
dsDNA HS Assay Kit kullanilarak analiz edilir. Cogalmis kiitiiphane genellikle 300-1500

ng/mL konsantrasyona sahiptir. Konsantrasyonunu belirlemek igin:

a) Qubit® dsDNA HS, Qubit® dsDNA HS Buffer kullanilarak 1:200 oraninda

sulandirma yapildi.
b) 10 pL kiitiiphane 190 pL boyali reaktif ile karistirilarak 2 dk inkiibe edildi.
¢) Qubit® 2.0 Fluorometrede konsantrasyon dl¢iildii.
d) 20 ile ¢arpilarak sulandirilmamis kiitliphanenin konsantrasyonu hesaplandi.

Bu hesap Qubit cihazinda Calculate Stock Concentration diigmesi ile 6rnek hacmi 10 puLb
girilerek otomatik hesaplanir. Kiitiiphaneler ~100 pM’a sulandirild1 (15 ng/ml i¢in 225
b¢ amplikona, 22 ng/ml i¢in 275 b¢ amplikona kadar) ve taslak hazirlamaya ge¢ildi.

Taslak Hazirlanmasi
Kiitiiphanelere emiilsiyon bazli PZR uygulandi. Her bead’e bir amplikon
baglanmasi ve yag kiirecigi i¢inde klonal olarak ¢ogalmasi saglandi. Asagidaki protokol

izlenerek emiilsiyon PZR ile klonal amplifikasyon ve zenginlestirme gergeklestirildi.
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Emiilsiyon PZR

Kiitiiphaneler asagidaki tabloya gore seyreltildi (Tablo 3-11).

Tablo 3-11. Kiitiiphane seyreltilmesi.

lon lon gDNA Fragment  lon Total
™ ™ .
AmpliSeq DNA  AmpliSeq RNA  veya Amplikon — RNA-Seq
Kiitiiphanesi Kiittiphanesi Kiitiiphanesi kiitiiphanesi
Kiitiiphane
Konsantrasyonu 100 pM 100 pM 100 pM 100 pM
Kiitiiphane hacmi 2 L 4 uL 6.5 uL 5uL
Niikleazdan armdirilmig
suyun hacmi 23 pL 21 L 18.5 uL 20 uL
Amplifikasyon
soliisyonuna eklenecek 25 L 25l 25Ul 251l

total seyreltilmis
kiitiiphane hacmi

Onceki basamakta hazirlanan kiitiiphaneden 2 ul alinarak niikleaz icermeyen su
ile toplam hacim 25 pl’ye tamamlandi. Boylece iirlinler 12 pM’a seyreltildi. Emiilsiyon

PZR i¢in Tablo 3-12’deki gibi ¢ozelti hazirlandu.

Tablo 3-12. emPZR c¢ozeltisi.

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 pul
Seyreltilmis kiitiiphane 25 ul
Toplam hacim 900 pl

Hazirlanan ¢6zelti vortekslendikten sonra toplam hacim ¢ozelti tizerine 100 pl lon
PGM Template Hi-Q™ View lon Sphere Particles eklenerek 1000 pl’ye tamamlandi.
Vortekslendikten sonra karigsim reaksiyon filtresine (lon PGM OneTouch Plus Reaction
Filter Assembly) yiiklendi. Uygun programda, lon OneTouch 2 cihazinda emiilsiyon PZR
yapildi (Sekil 3-2).
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1) Ion OneTouch™ Reaksiyon Filtresi

2) amplifikasyon plakasinn yerlestirildigi alan

3) Atilacak tiip ve ignenin konuldugu esnek vana
(Pinch valve to hold disposable tubing)

4)Ion OneTouch Recovery Soliisyon Tiibil

5) Ion OneTouch Yag Tiibii

6) Atik Kutusu

7) Atik tablast

8) Recovery tiipler i¢in santrifiij

9) Ion OneTouch™ DL Enjektor bolgesi

10) Cihaz Ekram

Sekil 3-2. lon OneTouch 2 cihazinda emiilsiyon PZR.

Emiilsiyon PZR Uriinlerinin Zenginlestirilmesi

Emiilsiyon PZR sonrast 10 dk santrifiijle amplikon yiiklii partikiiller ¢oktiirtildii.
100 pl iiriin birakilarak siipernatan atildi. Ustlerine 500 ul Ion OneTouch Yikama
Soliisyonu eklenerek pipetlendi ve yeni bir eppendorf tiipte birlestirildi. 2,5 dk
santrifiijden sonra tiipte 100 pl birakilarak slipernatan atildi ve zenginlestirme ¢ozeltileri

hazirlandi.
Melt-Off Cozeltisinin Hazirlanmasi

Melt-Off ¢ozeltisi igin Tween® Solution vel M NaOH kullanildi. Final yogunluklar; %
0.1 Tween® 20 deterjan ve 125 mM NaOH olacak sekilde, 280 pul Tween® Solution ve
40 pl T M NaOH kullanilarak 320 pl melt-off ¢ozeltisi hazirlanda.

Streptavidin C1 Boncuklarinin Yikanmasi

13 pl DynaBeads® MyOne™ Streptavidin C1 Beads 1.5 ml’lik ependorf tiipiine aktarildi.
Ependorf, manyetik rafa (DynaMag™ -2 Magnet) alind1 ve oda 1s1sinda 2 dk bekletildi.
Boncuklarin tiip duvarina yapistiktan sonra siipernatan atildi. 130 pl MyOne™ Beads
Wash Solution eklenen ependorf manyetik raftan alinarak pipetaj yapildi. Boylece

streptavidin C1 boncuklari, stok ¢ozeltiden uzaklastirilmis oldu.
Sekiz Kuyulu Levhanin Doldurulmasi

Zenginlestirme i¢in Emiilsiyon PZR {iriinii ve ¢6zeltiler 8 kuyulu levhaya yiiklenerek,
zenginlestirmeden sonra iirliniin aktarilacagt 0.2 ml’lik ependorf tiip de 10 pl

nétralizasyon soliisyonu koyularak lon OneTouch™ ES cihazina (Sekil 3-3) konuldu.
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Tablo 3-13. 8 kuyulu levhamin doldurulmasi.

Kuyu Numarasi Yiiklenen malzeme

Kuyu 1
Kuyu 2
Kuyu 3
Kuyu 4
Kuyu 5
Kuyu 6
Kuyu 7
Kuyu 8

Emiilsiyon PZR iiriinii (100 pl)

DynaBeads® MyOne™ Streptavidin C1 Beads (130 pl)
lon OneTouch™ Wash Solution (300 ul)

lon OneTouch™ Wash Solution (300 ul)

lon OneTouch™ Wash Solution (300 ul)

Bos

Taze hazirlanmig melt-off ¢ozeltisi (300 pl)

Bos

Lo
0JOJOJOIONONGXO)

Sekil 3-3. lon OneTouch™ ES cihazinda zenginlestirme asamasi.

Zenginlestirme {riinii ¢ipe yiikleneceginden ¢ip kapasitesine gore hacmi

belirlendi.

Dizileme

Dizileme i¢in lon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit kullanildi. Ton PGM™

cthazinin kanallarinin tikanmamasi i¢in ¢alisma oncesi 18 MQ su ve klorid tablet ile

yikama, pH kalibrasyonlar1 yapild1 ve tiriinler ¢ipe (Ion 318™ Chip v2) yiiklendi. Tablo

3-14’teki gibi dizileme plan1 olusturularak islem baglatildi.



Tablo 3-14. Dizileme plani.
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lon Reporter
Ornek

Hedef Teknigi

Ion reporter is akist
Kiitiiphane hazirlanmasinda kullanilan kit
Kiitiiphane anahtar1
Template Kiti
Dizileme Kiti

Akis sayisi

Cip Tipi

3" Adaptor:

Barkod

Boncuk yiikleme (%)
Anahtar Sinyal (1-100)
Kullanilabilir dizi (%)
Referans Kiitiiphane
Hedef Bolgeler
Hotspot Bolgeler

Eklentiler

Proje

Version: 5.6

DNA

AmpliSeq DNA
SS_CHD_W_HOTSPOTV6

lon AmpliSeq 2.0 Library Kit

lon TCAG (TCAG)

Ion PGM™ Hi-Q™ View OT2

lon PGM Hi-Q View Sequencing Kit
850

Ion 318™ Chip v2

lon P1B (ATCACCGACTGCCCATAGAGAGGCTGA
GAC)

lonXpress

10

30

30

Hg 38 (Homo sapiens)
SS_CHD_IAD116213 197_Designed
SS_CHD_hotspots_v6

coverageAnalysis, FileExporter,
variantCaller (germline_low_stringency)

SS_CHD

RunTransfer,

Verilerin Analizi

Dizileme sonrasinda Coverage Analysis v5.6.0.1, Torrent Variant Caller v5.6.0.4

gibi eklentileri bulunan Torrent Server yazilimina aktarilan verilerin BAM dosyalari,
once kalite incelemeleri, kapsanmayan veya yeterli okuma derinligi elde edilemeyen
bolgeler arastirildi ve analiz i¢in Ion Reporter Uploader kullanilarak bulut bazli Ion

Reporter (v.5.6) programina aktarildi.

lon Reporter ‘a da hedef ve hotspot bolgeleri iceren BED dosyasi eklenerek hasta
verilerinin analiz edilecegi analiz akig semasi olusturuldu. Her hastada bulunan
degisimler, hotspot mutasyon dosyasi verileri, NoRef, NoCall ve dbSNP minér allel
frekans1 (MAF) filtreleri kullanilarak degerlendirildi. MAF filtresi frekansi <%]1’in
altindaki degisimleri gosterecek sekilde ayarlandi. Degisimler proteine etkisi, ekspresyon
paternleri, tiirler aras1 korunmusluk gibi veriler g6z Oniine alinarak degerlendirildi.
Degisimler c¢esitlerine gore stop kodon, ¢erceve kaymasi, kirpilma hatas1 ve missense

olmak {tizere Onceliklendirildi. Aday genler Online Mendelian Inheritance in Man
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(OMIM), ClinVar, Genecards ve UCSC Genome portallar1 kullanilarak incelendi [64-
67]. Degisimlerin toplum sikligi ExXAC veritabanindan da kontrol edildi.

Degisimler, in silico tahmin araglarmin degerlendirmeleri, sikliklar1 ve gelisim
yolaklar1 ile etkilesimleri, iizerinde bulunduklar1 genin anlatimi ve islevi, diger
kohortlardaki varlig1 ve hastalikla birlikte ailede segrege olma durumlar gibi kriterlerle

yorumlandi.

Cesitli veritabanlar1 kullanilarak tanimlanmamis degisimlerin in silico patolojik
olup olmadig1 degerlendirildi. Kalittm kalibi ve fenotip ile uyumlu bulunan

tanimlanmamis degisimler icin aile ¢aligmalar1 yapildi.

Fenotiple iliskili hi¢gbir degisim saptanmayan olgularda tek yon okuma, diisiik
okuma derinligi ya da yon uyumsuz okuma gibi nedenlerle noCall olarak siniflanan
lokasyonlar IGV ile gorsel olarak incelendi, okuma yoklugu nedeniyle noCall olarak

siiflanan bolgeler kapsanmayan bolge ¢calismalarinda Sanger dizileme ile tarandi.

3.1.2.4. YND ile Saptanan Degisimlerin ve Panel-Gen Testi ile Kapsanmayan veya
Derinligi Diisiik Bolgelerin Sanger Dizileme Calismalar:

Saptanan degisimlerin dogrulanmasi ve aile ¢alismalari i¢in 0zgiin primerler

tasarland1 ve bolgeler Sanger dizileme ile tarandi.

Ayrica, YND temelli Panel-Gen Testinde kapsanmayan ve diisiik derinlikli
bolgeler belirlenerek, literatiirde tanimlanmis mutasyon igerenler incelendi. YND ile

mutasyon saptanmayan olgularda SHOX ekzon 6 ve IGF1R ekzon 2 tarandi.
Sanger Dizileme icin Primerlerin Tasarlanmasi

Primer tasarlama siirecinde secilen primerlerin, dbSNP’de bildirilen herhangi bir
SNP veya tekrarli dizi igermemesine, ileri ve geri primerlerin baglanma 1silar1 arasinda
en fazla 2-3°C fark olmasina, esit dagilimli A-T ve C-G niikleotidleri icermesine, boyut
olarak 18-25 niikleotid uzunlugunda olmasi ve hedeflenen bdlgeyi kapsamasina (dizi
analizinde ilk ~30-50 bazin iyi okunamayabilecegi g6z oniinde tutularak) 6zen gosterildi.

Ozgiinliik, UCSC Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/index.html)’den in

silico PZR, NCBI Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) ve

Integrated DNA Technologies OligoAnalyzer 3.1 (https://eu.idtDNA.com/calc/analyzer)

ile test edildi.


http://genome.ucsc.edu/index.html
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Her PZR reaksiyonu i¢in 1X tampon soliisyonu [10X (NH4)2SOs] (Thermo
Scientific), 25 mM MgCl, (Thermo Scientific), %0-10 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 200 ng gDNA kullanildi. Karisim, bidistile su
(dH20) ile 50 pl’ye tamamlanacak sekilde hazirlandi. Amplifiye edilen her bolge DNA
icermeyen kontrol PZR’1 (negatif kontrol) ile birlikte ¢alisildi. Tiim ¢alismalar soguk tiip
mahfazasi lizerinde gergeklestirildi.

PZR; 95°C’de 10 dk baslangic denatiirasyon, ardindan 95°C de 30 sn
denatilirasyon, 1sinin 64-52°C arasinda degistigi 30 sn’lik primer baglanma, ve 70°C de
45-90 sn (1 kb / 1 dk) uzama basamaklarini igeren 40 dongii ve 70°C de 10 dk’lik son
uzama asamalarindan olusup termal dongii cihazlarinda (MJ Research PTC-200 ve DNA
Engine-BIORAD-T100) gergeklestirildi. Cihazdan alindiktan sonra PZR firiinlerinden
5’er pl almarak 8 pg/ml etidyum bromiir iceren %1.2°lik agaroz (Sigma) jelde 50 bg’lik
merdiven markorii (Sigma) paralelinde, 1X TBE tamponunda, 120 V’da 20 dk
yiiriitiilerek amplikonlarin b¢ uzunluguna gore ayrilmasi saglandi. Bantlar UV altinda

goriintiilendi ve kaydedildi.
PZR Saflastirilmasi

PZR f{iriinlerinin dizi reaksiyonu oOncesi saflastirmasi enzimatik yontem ile

yapildi.
Enzimatik Yontem ile Saflastirma

Saflastirma i¢in Exonuclease-1 (Lot:00173016-Thermo Scientific) ve Rapid
Alkaline Fosfataz (04898133001-Roche) enzimleri kullanildi. 37°C’de 30 dak., 85°C’de
15 dak. protokolii ayarlanarak enzim koyulmus PZR {irlinleri termal dongii cihazina
koyuldu. Cihazdan alinan saflagtirilmis iirlinler sonraki islem i¢in +4°C’de ve karanlikta

saklandi.
DNA Dizi Analizi

PZR ile ¢ogaltilip saflagtirilan amplikonlarin dizi analizi, ABI3500 otomatik sekiz
kapilerli elektroforezinde (Applied Biosystem) gerceklestirildi. Dizi analizi reaksiyonu,

saflastirilan PZR iiriinleri ile termal dongii cihazinda yapildu.
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Dizi PZR Reaksiyonu

5X tampon soliisyonu olan BigDye buffer, BigDye v3.1 (ddNTP’leri ve
AmpliTaqg DNA polimeraz igerir), Primer (PZR da kullanilan primerler ¢iftinden biri ya
da her ikisi), saflagtirilmig PZR iiriinii ve dH20 eklenerek plate (plate - USA Scientific-
800-522-8477) iizerinde bir kuyucuga bir {iriin gelecek ve her kuyucugun final hacmi
10ul olacak sekilde hazirlandi. Karisim termal dongii cihazina alinarak, toplam 25
dongiide; 96°C de 10 sn denatiirasyon, 50°C de 5 sn baglanma ve 60°C de 4 dk ile
sonlanma basamaklarina tabi tutuldu. Cihaz 4°C’ye geldiginde dizi reaksiyon iirtinleri
alindi.

Dizi PZR Reaksiyonu Uriinlerinin Saflastiriimasi

BigDye dizi reaksiyonu iirlinlerinin artik primer ve reaktiflerden arindirilmasi i¢in
iirtin bagina 1 pul 125 mM EDTA, 1 pl 3M sodyum asetat, 1 pl %2’°lik glikojen ve 25 pl
%100 soguk etanol eklendi. Plate koruyucu yapiskan bantla kapatilarak oda 1sisinda 15
dakika beklendi. 3810 rpm’de 45 dak. santrifiij edildi. Koruyucu bant ¢ikartild1 ve plate
ters sekilde 1100 rpm’de 30 sn.’ye kisa santrifiij yapildi. Plate her kuyucuga 35 pl %70°lik
soguk etanol eklendikten sonra koruyucu bantla kapatildi ve 3460 rpm’de 15 dak.
santrifiij edildi. Koruyucu bant agild1 ve plate ters sekilde 1170 rpm’de 60 sn. kisa
santrifiij yapildi. Her kuyucuga 10 pl HiDi formamid (Highly Deionized Formamid)
eklenerek ornekler 95 °C de 5 dak. denatiire edildi ve 2 dak. buzda bekletildi.

Elektroforez Cihazina Yiikleme

Plate ABI3500 cihazina yerlestirilerek yiirlitme islemi se¢ildi. Yiirlitme isleminde
kalibrasyonu yapilmis boya seti olan Dyeset se¢ildi.

Yiirlitme voltaji: 13,4 kVolts, 6n yiiriitme voltaji: 15 kVolts, injeksiyon voltaji: 1,6
kVolts, yiiriitme siiresi: 2.520 sn, 6n yiirlitme siiresi: 180 sn, injeksiyon zamani: 8 sn ve

veri gecikmesi (data delay): 250 sn.’ye ayarlanarak {irinler yiirtittildii.
Elektroforez Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kapiller Elektroforezden alinan abl dosyasi ABI Sequencing Analysis v5.4 ve
SeqScape v.3.0 [68] programlarinda analiz edildi. SeqScape v.3.0 programinda analizden
once programa referans dizi ekzon ve intronlar ile birlikte tanitildi. Dizilemeden sonra
olgunun abl formatindaki dizisi programa yiiklenerek analiz komutu verildi. Olgu

dizisinin hedef bolge iizerindeki yeri, dizilendigi primerin yoOniiniin dogrulugu,
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saflagtirma kalitesi, pik kalitesi, dizilenen baz sayisi, pik yiiksekligi ve arkaplan kirliligi
kontrol edilerek degerlendirildi. Kontrollerden sonra bu o6lgiitlerin yeterli olmadigi
ornekler PZR asamasindan, yeterli 6rnek varsa dizi saflastirmadan itibaren tekrarlandi.
Analizde, olgu dizisi ve referans dizi karsilastirildi, tanimlanmis degisimler NCBI Entrez
SNP, ENSEMBL GeneSNPView ve HGMD gibi veritabanlarindan yararlanilarak

programda isaretlendi. Sonuclar YND ile elde edilen sonuglarla karsilagtirildu.
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4. BULGULAR

4.1. Olgularin Fizik Muayene, Laboratuvar ve Genetik Analiz Sonuclar:

Olgularin fizik muayene, laboratuvar ve radyodiagnostik goriintiileme sonuglari
Tablo 4-4 — 4-6°da gosterilmistir. IBK oldugu diisiiniilen 189 olgu tez kapsamina alindh.
16’sinda konvansiyonel kromozom analizi ile saptanabilen kromozom anomalileri,
1’inde FISH incelemesi ile SHOX genini igeren mikrodelesyon saptandi (Sekil 4-1). YND
icin ¢aligmamiza alinan 41 olgudan olusan grupta akraba evliligi oram1 %39 idi. YND
caligmalar1 sonucunda toplam 5 olguda 5 ayr1 gende biri tanimli olmak iizere 5 ayri
anlaml1 olabilecek degisim saptandi. Bu 5 olgunun 3’iinde anne-baba arasinda akrabalik
vardi. Degisimler Sanger dizileme ile konfirme edildikten sonra aile ¢aligsmalarina gegildi,
3 indeks olguda saptanan degisimler ailedeki saglikli bireylerde de aymi sekilde
saptandigindan bu sonug bu degisimlerin patojenite olasiligini diistirdii. Olgularin genetik

analiz sonuglar1 Tablo 4-1 — 4-3’te ayrintili sekilde gosterilmistir.

Sekil 4-1. FISH incelemesinde saptanan SHOX delesyonu.



Tablo 4-1. Genetik analiz sonuclaria genel bakis.
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Normal Anormal

Sonug Sonug
Kullanmilan Teknikler zn n n %
Karyotip analizi 189 173 16 85
SHOX delesyonu (FISH) 153 152 1 0,65
NGS Panel 41 36 5" 12,2

* Aile galigmalarindan 6nceki sonug.
Tablo 4-2. Olgularda saptanan kromozom anomalileri.
Anomali | Genel
Saptanan Kromozom Anomalileri ¥n | serisi seri
% %

45,X 25 2,1
45,X/46,XX [26/4] 6,25 0,5
45,X/47, XXX[30/55], YM: nuc ish (DXZ1x 1/DXZ1x 2/DXZ1x 3/DYZ3x0)
[16/19/65] 1 6,25 0,5
46,X,i(X)(q10) 1 6,25 0,5
45,X/46,X,i(X)(q10) [15/35] 1 6,25 0,5
45,X/46,X,idic(X)(p11.22) 1 6,25 0,5
45,X/46,X,Xq-?. ish der(X)(pter->q13.1::p11.4->pter) 1 6,25 0,5
46,X,Xp-.ish del(X)(p11.1->pter) 1 6,25 0,5
46,X,Xg-.arrXq21.1g28(82809860 155208244)x1 1 6,25 0,5
46,X,idic(Y)(p11.31),SHOX - 1 6,25 0,5
46,XX,del (X)(p22.3) (SHOX-) 1 6,25 0,5
47, XX,+mar.ish +mar(SHOXx2/DXZ1x2).arr(1-22,X)x2 1 6,25 0,5
46,XX,del(18)(p10)dn* 1 6,25 0,5
46,XX,r(11)(pterq24,2?)/47,XX,r(11)(pterq24.2?),+8 32/4].ish
(D11S2071+/VIJyRM2072-,D822x2/D822x3)[49/32] 1 6,25 0,5

* de novo




Tablo 4-3. Olgularin YND analizi sonugclari.

Karyotip

Gen

Referans transkipt
Ekzon

Zigozite

Niikleotid

Protein

id dbSNP / HGMD
Varyant sikhig1

Referans

In silico analizler

Mutation Taster

PolyPhen-2
(Hum Var)
Provean
SIFT

InterVar

Olgu 23
46,XX

GHR
NM_000163.4
4

Het.
c.170G>A
p.Arg57His
rs373412197

A=0.00006/7 (EXAC)
A=0.0002/2 (GO-ESP)
A=0.0002/5 (TOPMED)

Bu ¢alisma
disease causing

probably damaging

neutral
damaging

uncertain significance

Olgu 39
46,XX

BMP4
NM_001202.5
4

Het.
c.430C>T
p.Leul44Phe
rs199698258

Bu ¢alisma
disease causing

probably damaging

deleterious
damaging

likely pathogenic

Olgu 31
46,XX

LHX4
NM_033343.3
3

Hom.
€.385G>A
p.Glul29Lys
rs150875319

A=0.0005/57 (EXAC)
A=0.0020/10 (1000 Genomes)
A=0.0015/20 (GO-ESP)
A=0.0021/61 (TOPMED)

Bu ¢alisma

disease causing

probably damaging

deleterious
damaging

likely benign

Olgu 13

46,XY

IGSF1
NM_001170961.1
12

Hem.

c.1811A>C
p.Asn604Thr
rs146462069

G=0.0057/485 (EXAC)
G=0.0056/21 (1000 Genomes)
G=0.0100/106 (GO-ESP)

Bu ¢alisma
polymorphism

neutral
damaging

uncertain significance
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Olgu 20

46,XX

PROKR2
NM_144773.2

1

Het.

C.254G>A

p.Arg85His
rs74315418/CM065401

T=0.0007/90 (EXAC)
T=0.0012/16 (GO-ESP)
T=0.0008/104 (TOPMED)

Taniml

uncertain significance



Tablo 4-4. Olgularin fizik muayene bulgulari.
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5| i Do | Dogum Dogum Alraba | anne Baba Hedef I i S S Basvuru
3, | basvuru | Cins. h°fg“ agirhg | SDS® l;’g“ sps* | SYMIBL | boyu | SDS** | boyu | SDS** | boy | SDS** | CAsVUrd st Vs‘lk sps** | bs‘ SDS** bs‘ S | gpgxx | Vsll(I SDS** | sirasinda
= (yil) aftasi (ar) oyu (varsa' cm) (cm) cm) yasi agirh oy as cevresi OY/boy
o derecesi) (kg) (cm) (cm) (kg/m?)
13 | 2017 E term 3500 0,10 50 -0,32 | 1.kuzen | 145 | -2,78 | 165 | -1,58 | 161,5 | -2,06 | 15,77 48,6 -1,92 | 1489 | -3,54 53,8 -2,19 | 21,92 0,06 0,53
20 | 2010 D term 3600 0,67 - - 1. kuzen | 156 | -1,09 | 176 | -0,07 | 159,5 | -0,56 | 11,06 31,4 -1,05 | 1284 | -2,57 - - 19,05 0,35 0,53
23 | 2017 D 35 2400 0,24 48 0,96 yok 1645| 0,21 (1635 -1,79 | 1575 | -0,86 | 13,26 43,3 -1,11 | 1411 -2,9 55 0,13 21,75 0,59 -
31| 2013 D term 3300 | -0,14 49 -0,56 | 1.kuzen | 1639 | 0,11 | 170 | -0,9 |160,45| -0,41 11,6 32,6 -1,39 | 130,9 -2,9 52,5 -0,9 19,03 0,15 0,55
39 | 2016 D term 3180 | -0,47 50 0,00 yok 160 | -0,48 | 182 | 0,75 | 1645 | 0,21 8,55 22,7 -1,13 | 1195 | -1,82 50,8 -0,88 15,9 -0,14 0,54
* Kurtoglu ve ark. [69]
el Neyzi ve ark. [70]
Tablo 4-5. Olgularin laboratuvar ve goriintiilleme bulgulari.
BH uyar testleri Goriintiileme sonuglari
s Klonidin | L-DOPA . L
= | Test kronolojik sT4 TSH PRL Kortizol IGF-1 IGFBP-3 LH FSH T E2 Test . . Kraniyal-hipofiz
= | . /L 1U/L /mL /dL /ml)/SDS* /ml)/SDS* | (IU/mL 1U/mL /mL /mL ZIrve ZIrve
AR i (pmol/L) | (MIU/L) | (ng/mL) | (ug/dL) | (ng/ml) (ng/ml) (IU/mL) | (mIU/mL) | (ng/mL) | (pg/mL) yasi MRG
(ng/mL) | (ng/mL)
13 | 2017 | 15,86/11 16,05 | 3,02 20,05 203 | 447/0,82 3,93/-4,42 2,97 377 1,02 15,86 6.19 6,23
2 2010 | 10,99/7,8-8,8 16,9 1,83 67,5-1,68 | 253/-3,77 0,1 0,7 5 1099 87 19 Normal
2016 | 17,6/ 15,25 2,04 194 20,8 629/4,53 6,81/-3,99
23 | 2017 | 13,25/ 14,9 0,705 289/-0,55 4,98/-3,37 1,3 2,68 20,19
o 2013 | 11,78/10 14,67 5,82 14,9 219  |471/2,04 5,41/-3,49 11,78 121 564
2017 | 15,29/ 13,86 4,05
5 2016 | 8,55/6,8 18,74 2,81 875/-1,22  |3,07/-2,74 0,447 0,682 017 | 788 863 Normal
2017 | 9,17/ 22,85 8,57

* Giiven ve ark. [71]
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Tablo 4-6. Molekiiler analiz uygulanan hastalarin basvuru ve son degerlendirme
sirasindaki bulgular.

Ortalama+SD/n (%)  Median (Alt-Ust Smir)

BASVURU SIRASINDA

Klinik

Yas (y1l) 9,5+3,0/41 (%100) 10,5 (2,2 - 16,6)
Cinsiyet Kiz/ Erkek 36/5

Dogum agirhig SDS -0,4+0,9/39 (%95,1) -0,4 (-2,3-3)
Dogum boyu SDS -0,1 £0,8 /30 (%73.2) -0,2 (-1,9-2,8)

Akraba evliligi %41

Anne boyu (cm) 156,0 £ 5,2 /41 (%100) 156,0 (142 - 166)
Anne boyu SDS -1,1 £ 0,8 /41 (%100) -1,1(-3,2-0,4)
Baba boyu (cm) 168,7 +5,7/41 (%100) 168 (147 - 182)
Baba boyu SDS -1,1 £ 0,8 /41 (%100) -1,2(-4,1-0,8)
Hedef boy (cm) 157,4 + 4,8 /41 (%100) 158,9 (138 - 168,3)
Hedef boy SDS -1,1 £0,7/41 (%100) -1,1(-3,9-0,4)
Agirhik SDS -2,1+0,6 /41 (%100) -2,1(-3,7--0,7)
Boy SDS -2,.8+0,4/41 (%100) -2,8(-4,2--1,6)
VKi SDS -0,6 + 0,7 / 41 (%100) 0,7(-3,1-1,3)
Oturma yiiksekligi/boy oram 0,54+ 0,01 /33 (%80,5) 0,54 (0,51 - 0,59)
Bas cevresi SDS -1,4£0,7/31 (%75,6) -1,2(-3,4-0,4)
Laboratuvar

Kemik yas1 (y1) 8,1 +2,9 /20 (%48,8) 8,6 (15 - 17)
IGF-1 SDS -0,3 +1,3/33 (%80,5) -0,6 (-3,2-3,9)
IGFBP-3 SDS -3,1+0,8/29 (%70,7) -3,4(-4,4-1.8)
SON DEGERLENDIRME

Yas (y1l) 12,3 +3,3 /37 (%90,2) 13,2 (4,5-19,7)
Agirhik SDS -1,9+0,8 /37 (%90,2) -1,8 (-4,4-0,2)
Boy SDS -2,5+0,5/37 (%90,2) -2,4 (-4,2--15)
VKI SDS -0,5+ 0,8 /37 (%90,2) -0,6 (-3,5-1,7)
Oturma yiiksekligi/boy oram 0,53+ 0,01 /31 (%75,6) 0,53 (0,51 - 0,56)
Bas cevresi SDS -1,7£1/20 (%48,8) -15(-4,4-0,2)

Kemik yas1 (yil)

11,6 £4/8 (%19,5)

11,5 (35— 17,5)
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IGSF1: c.1811A>C; p.Asn604Thr

Olgu 13’e ait aile agaci, saptanan degisimin (NM_001170961.1:c.1811A>C;
NP_001164432.1:p.Asn604Thr) IGV, Sanger konfirmasyonu ve aile segregasyonu

goruntisi.
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Olgu 20’ye ait aile agaci, saptanan degisimin (NM_144773.2:c.254G>A;
NP_658986.1:p.Arg85His) IGV, Sanger konfirmasyonu ve aile segregasyonu goriintiisil.
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Olgu 23
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GHR: c.170G>A; p.Arg57His

Olgu 23’¢ ait aile agaci, saptanan degisimin (NM_000163.4:c.170G>A;
NP_000154.1:p.Arg57His) IGV, Sanger konfirmasyonu ve aile segregasyonu goriintiisi.
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Olgu 31’e¢ ait aile agaci, saptanan degisimin (NM_033343.3:c.385G>A;
NP_203129.1:p.Glul29Lys) IGV, Sanger konfirmasyonu ve aile segregasyonu

goruntisi.
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agaci, saptanan degisimin (NM_001202.5:C.430C>T;

NP_001193.2:p.Leul44Phe) IGV, Sanger konfirmasyonu ve aile segregasyonu

goruntuisu.
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5. TARTISMA

Boy uzamasi ile iliskili kromozomal, tek gen ve multifaktoriyel birgok genetik
faktor bulundugundan etiyopatogenezin aydinlatilmasinda bu faktorlerin tek tek
aragtirtlmasi zorluk yaratmaktadir. Boy uzamasinda ¢evresel etkenlerin etkisinin nispeten
siirli kalmasina karsin biiylimenin yiiksek kalitsallik gostermesi genetik calismalar i¢in
olduk¢a uygun bir alan yaratmaktadir [72]. Boy kisaligi, popiilasyonun en kisa
bireylerinden olan ve tanimlanabilir bir bozuklugu bulunmayan bireyler baz alinarak
boyun yas ve cinsiyete gore toplumda -2 SDS’nin veya 3. persantilin, boy uzama hizinin
-0,8 SDS veya 25. persantilin altinda olmasi, 6ngoriilen boyun hedef boydan 8.5 cm’den

daha kisa olmasi olarak tanimlanmaktadir ve toplumdaki sikligi 3/100’tiir.

Boy kisaliklar ailevi boy kisaligi, konstitiisyonel biiyiime gecikmesi, genetik
bozukluklar, endokrinopatiler ve gizli pulmoner bobrek veya gastrointestinal hastaliklar
gibi nedenlere bagli olarak gelisebilmektedir. Pediatri klinigine basvuran kisa boylu
cocuklarin yaklasik %80'inin diisiik dogum agirligi ve/veya kisa boy Oykiislinlin ve
tanimlanabilir tibbi bir hastaliginin olmadig: bildirilmekte ve bu nedenle bu ¢ocuklar
Idiyopatik boy kisalig1 (IBK) olarak smiflandirilmaktadir. Genellikle yetiskin boyunun
ve bitylimenin temposunun biiyiik 6l¢iide genetik olarak programlandigi varsayilmakta
ve cocukluktaki boy kisaliginin boy genleri ve tempo genleri nin kombine etkilesiminden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir [73].

Boy kisalig1 ¢ocuk endokrinologlarinin ve ailelerin énemli problemlerinden biri
olmakla birlikte bu giine kadar yapilan ¢alismalarda patolojik oldugu diisiiniilen boy

kisaliklarinin %50-90’1nda taniya ulasilamamaktadir.

Boy kisaliklarinda genetik degerlendirmenin amaci, etiyolojik etkeni belirleyerek
prognoz tekrarlama riskleri hakkinda aileyi bilgilendirmek ve olas1 tedavi yaklagimin

belirlemektir.

Boy kisaligi ile iligkili kromozom anomalileri, kopya sayisi degisimleri
(mikrodelesyonlar, duplikasyonlar) ve tek gen mutasyonlar1 ve tek niikleotit degisimleri
(SNP) tanimlanmistir. Kromozom anomalileri i¢inde en bilineneni Turner sendromu,

mikrodelesyonlara 6rnek olarak SHOX geni ve PWS iligkili 15q11.3 delesyonlari
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verilebilir. Iskelet displazileri, Russel-Silver sendromu, Noonan sendromu gibi

hastaliklar tek gen iliskili sendromik boy kisaligina 6rnek olusturur.

Kromozom anomalileri, mikrodelesyonlar ve mozaisizmler ancak bu anomalileri
tanimaya imkan veren sitogenetik ve molekiiler sitogenetik (kromozomal mikroarray

dahil) tekniklerin kullanimi ile miimkiindiir

Bir ¢aligmada boylar1 3. persantilin altinda olup genetik poliklinigine basvuran
353 hasta degerlendirilmis, olgularin %50’sinde ailevi veya konstitusyonel boy
kisaliginin oldugu saptanmis. Bu ¢alismada olgularin %2’sinde ¢oklu malformasyonlar,
%?2’sinde daha once tanimlanmamis endokrin hastaliklar saptanirken, en sik rastlanan
patoloji Turner sendromuna yol ag¢an kromozom anomalilerinin oldugu dikkat
cekmektedir (%19) [74]. Bizim serimizde, toplam 189 olguya boy kisalig1 nedeni ile
karyotip analizi yapilmis ve bunlarin 16’sinda (%8.4) sayisal ya da yapisal bir kromozom
anomalisi saptanmistir. Bu olgulardan 13’iinde X ve Y kromozomlarini ilgilendiren ve
boy kisaligina neden olabilecek kromozom anomalileri saptanirken, 3 olguda baska
kromozomlarla iligkili anaomaliler goriilmiistiir. (Tablo 4-4). Bu anomalilerden Sekil 5-
1’de gosterilen 18. kromozomun p kolunda goriilen delesyon HPE genlerinden TGIF1
geninin de yer aldigi bir bolge olup, holoprosensefali mikroform fenotipine neden
olmaktadir [75]. Ancak, bu bdlge delesyonu olan vakalarda boy kisaliginin da gézlendigi
bilinmektedir, son zamanlarda yapilan bir ¢alismada bu iliski gosterilmistir [76]. Bir
olguda saptanan marker kromozomun sentromereik kokeni yapilan FISH incelemelerinde
gosterilememistir. A-CGH incelemesinde Okromatin varligina rastlanmamis, marker
kromozom neosentromer olarak rapor edilmistir. Neosentromerler, nonalfoid Sentromer
dizisi igeren, genellikle kromozomlarin distal uglarindan yeniden forme olan ekstra
marker kromozomlardir. Sentromerleri alfoid dizi igermediginden klasik FISH
incelemeleri ile sentromerik kokenlerinin belirlenmesi miimkiin degildir [77]. Sadece
sentromer iceren marker kromozomlarda array teknikleri ile de tani olasilig1 yoktur. A-
CGH incelemesinde ayrica herhangi bir klinik uyumlu degisim saptanmamais, bu olgu da
boy kisaliginin tesadiifi oldugu diisliniilmiistiir. Bir olguda ise non-mozaik ring 11 ve
mozaik trizomi 8 karyotipi saptanmistir. Literatiir taramasinda ring 11 saptanan olgularin

degerlendirmesinde [78] ve bir trizomi 8 olgusunda da boy kisaligi oldugu rapor edilmistir
[79].



74

]

ol ..
oD BLO
““%".e -

g
'

P g S
A Yy,
) -
P,
= -
.
= L

6 7 8 1 12

) »
~ @ N
) p) 'S ST Y
* . s 4% i

13 14 15 16 17 18
€ N » g > Q
) 19 y ~2(;‘ 21 22 X Y

Sekil 5-1. Kromozom analizinde saptanan de novo 18p delesyonu.

En sik goriilen X kromozom anomalisi ise monozomi X ve mozaikleri idi.
X kromozomunun monozomisi, insanda en sik goriilen kromozom anomalilerinden
birisidir, tim konsepsiyonlarin %2’sinde oldugu, ancak embriyolarin % 99'unun spontan
abortla sonlandig1 bilinmektedir. Turner sendromu olarak tanimlanan bu kromozom
anomalisinde X kromozomunun total kaybi ya da P kolunun parsiyel kaybi klinik
bulgularin goriilmesine neden olmaktadir. Yasayabilenlerde boy kisali§1 basta olmak
tizere; tipik dismorfik stigmatalar, cinsel infantilizm, bobrek, kardiyak, iskelet, endokrin
ve metabolik bozukluklar gibi kardinal bulgular gézlenmektedir. Bir olguda saptanan
idic(Y) kromozom yapist nedeniyle SHOX geninin haployetersizligine bagli boy kisaligi
oldugu goriilmektedir.
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Boy kisaliginin etiyolojisini arastirmak amaci ile yapilan calismalarda boy
kisaligina neden oldugu kesinlesen ya da aday olabilecek bir¢ok gen tanimlanmistir. Bu
genlerden en 6nemlisi boy kisaligi ile iligkisi kanitlanmis olan SHOX (Short Stature
Homeobox) genidir. SHOX geni delesyonlarinin idyopatik boy kisalig1 (IBK) ile olan
iligkisi bilinmektedir. Gendeki heterozigot delesyonlarin Leri-Weill diskondrosteozu
(LWD), homozigot delesyonlar1 ise Langer mezomelik displazisi (LMD) ile iliskisi
kesinlestirilmistir [80]. Turner sendromundaki boy kisaliginin da gerek Monozomi X
gerekse X kromozomunun P kolu delesyonlar1 nedeniyle bu gen bélgesinin tek doza
inmesi ile iligkili oldugu ispatlanmistir. Ayrica, SHOX genindeki nokta mutasyonlarinin
da zigozitesine bagli olarak LWD ve LMD’ye neden olmaktadir. insan Genomu
Mutasyon Veri Tabani (HGMD Professional, 2017.2) verilerine gore bugiine kadar
SHOX geni ile 328 mutasyon oldugu rapor edilmektedir. Ayrica, SHOX veritabani
www.shox.uni-hd.de (SHOX:171128) adresinde ek olarak 1492 varyant oldugu
bildirilmektedir.

Sitogenetik ve molekiiler genetik teknigi hasta se¢im kriterleri ve kullanilan tani
yontemi farkliligina bagli olarak idiyopatik boy kisaliklarinda SHOX geni
mutasyonlarmnin  %2-15 oraninda oldugu gosterilmistir. 1608 olguluk bir seri
caligmasinda SHOX geni mutasyon orant % 4.2 olarak bulunmustur [81]. 40 olguluk
baska bir seri ¢alismasinda da gerek FISH gerekse molekiiler caligmalarda herhangi bir
mutasyon saptanmamistir. Arastiricilar SHOX gen delesyon ve mutasyonlariin IBK
etiyolojisinde 6nemli bir roliiniin olmadigini savunmuslardir. Bizim serimizde de
kromozom anomalisi saptanmayan her olguda Oncelikle yapilan FISH incelemesinde
sadece 1 olguda SHOX geninde heterozigot bir delesyon saptanmistir (%0.65). Bizim
serimizde de sadece bir olguda delesyon saptanmasi, panelde herhangi bir mutasyona

rastlanmamasi literatiirii dogrulamaktadir.

Bu giine kadar boy kisalig ile iligkili bir¢ok gen tanimlanmigtir. SHOX, IGF1 ve
IGF1R, IGFALS ve NPR2 genlerindeki mutasyonlar ornek olarak verilebilir. Bu
genlerdeki olas1t mutasyonlar molekiiler tekniklerin tek tek kullanilmasi ile arastirilabilir.
Ancak, tek ya da birkag gendeki mutasyonun boy tizerindeki etkisinin daha fazla olmasi
beklenirken rolatif olarak daha nadir olduklarindan her birinin tek tek c¢alisilmasi zaman

ve materyal kaybina neden olmaktadir. Bu nedenle, tiim bilinen genlerin bu genlerin dahil
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edildigi panel calismalar1 ile veya bilinmeyenlerin de arastirilmasi amaciyla WES

analizleri ile tek bir calismada iligkili genler arastirilabilir [82, 83].

Son zamanlarda yapilan GWAS c¢aligmalarinda insan biiylimesinde rol oynayan
yeni biyolojik yolaklari ve boy ile iliskili yiizlerce lokus bulunmustur [84]. Ancak bugiine

kadar tanimlanan degisimler boy kisaliginin sadece % 10'unu agiklamaktadir [85].

Genom boyu yapilan ¢aligmalarin kombine edildigi sonuglar degerlendirildiginde
boy iizerine daha az etkili ama daha sik goriilen eriskin boyu {izerine etkili oldugu goriilen
40’tan fazla polimorfizmin tamimlandig1 goériilmektedir [83, 86, 87]. Bu grupta yer alan
her bir genin boy iizerine olan etkisi az olmakla birlikte gen ve yolagin kiimiilatif etkisinin

onemli rol oynayabilecegi disiiniilebilir [7].

Literatiirdeki boy kisalig: iligkili birgok calisma ¢ocuklardan daha ¢ok eriskin
bireylerde yapilmistir. Ancak, ¢cocukluk cagindaki boy SDS’leri erigskin boy SDS’leri ile

uygunluk gésterdiginden sonuglarin ¢ocuklar i¢in de yorumlanabilecegi bildirilmistir [7].

A. Hattori ve ark.’in 2017 yilinda boylar1 -2.0 SD’nin altinda olan 86 olguluk
genis bir aciklanamayan boy kisaligi kohortunu hedeflenmis panel-gen testi ile
incelemislerdir. Calisma sonucunda 19 olguda panelde bulunan boy kisaligi ile iliskili 10
genin 7’sinde (ACAN, FGFR3, GHRHR, GHR, STATS5B, IGFALS, IGF1R) daha once
tanimlanmamis 18 degisim saptanmustir. in silico tahmin programlari ile degerlendirme
sonucunda bu degisimlerin 4’1i muhtemel zararli, 6’s1 belirsiz, 8’1 ise muhtemel zararsiz
olarak smiflandirilmistir. Higbir olguda GH-IGF1 yolak genlerinde patojenik mutasyon
saptanmamis, GHRHR, GHR ve IGFALS genlerinde nadir goriilen zararli varyantlar tespit
edilmigse de, bu varyantlar ile hastalarin fenotipi arasindaki etiyolojik iliski belirsiz
kalmistir. Ciinkii GHRHR'deki heterozigot mutasyonlarin biiylimeye etkisinin olmadigi,
GHR ve IGFALS'dakilerin ise hafif etkileri oldugu bilinmektedir. Calisma sonucunda,
GH-IGF1 yolaginda bulunan genlerdeki bu degisimlerin nadiren de olsa idiyopatik boy
kisaligr ile iligkili olabilece§i ya da diger genetik veya cevresel faktorlerin etkilerini

arttirarak fenotipe katkida bulunabileceginin alt1 ¢izilmistir [88].

Bu ¢alismada, kromozom analizleri ve SHOX genine 6zgiin prob kullanilarak
yapilan FISH ¢alismalarinda normal sonuglanan 41 olguda, giincel literatiir, OMIM ve
HGMD profesyonel veri tabanlar1 kullanilarak, boy kisaligi ile iligkili 10 gen (GH1, GHR,
GHRH, GHSR, IGF1, IGF1R, IGFALS, IGFBP3, SHOX ve STAT5B) ve CHHE ile iliskisi
oldugu kanitlanmis 15 genin dahil edildigi 25 genlik bir panel hazirland: (Tablo 3-2). Bu
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calisma kapsamda, Oncelikle panelde yer alan idiopatik boy kisaligi ile iligkili genlerin
kodlayan bolgelerini ve ekzon-intron sinirlarini kapsayan YND tabanli panel-gen testinden
elde edilen veriler degerlendirildi. Klinik 6nemi oldugu diisiiniilen degisimler i¢in 6zgiin
primerler tasarlanarak Sanger dizi ile dogrulanmasi yapildi. Aile ¢alismalari ile segregasyon
analizi yapilarak degisimin ailevi olup olmadig: arastirildi. Herhangi bir mutasyon/varyant
iligkisi saptanmayanlarda panelin tasarim geregi kapsam dis1 biraktigi bolgelerin 6zgiin
tasarlanan primerler kullanilarak Sanger dizileme ile incelenmesi gerceklestirildi. ikici olarak

panelde yer alan CHHE genleri de analiz edildi.

Bu ¢alisma sonucunda 5 olguda GHR, BMP4, LHX4, IGSF1 ve PROKR2
genlerinde birer varyant saptandi (%12.2).

Basvuru nedeni agir boy kisaligi olan bir olguda (-2.9 SDS), GHR geninin 4.
eksonunda missens heterozigot bir mutasyon saptandi (NM_000163.4:¢.170G>A). GHR
geni, biiyime hormonu reseptoriinii kodlar ve postnatal biliylimenin kontroliinden
sorumludur (UniProt ID: P10912). Biiyiime hormonu reseptorii, biiylime hormonunun
baglanmasiyla dimerize olur ve hiicre i¢i sinal yolagini aktive ederek IGF-1 sentezini
uyarir (OMIM #600946). GHR geni, toplam 4560 b¢ uzunlugunda olan 10 ekzondan
olugsmakta ve 638 a.a. uzunlugunda protein tiretmektedir. Bu gen 5p13.1-p12 bdlgesinde
yer almaktadir. HGMD Pro veritabaninda bu genle ilgiskili toplam 113 mutasyon
bildirilmektedir (15.7.2018). Bu bildiriler arasinda 63 missens/nonsens, 8 kii¢iik
delesyon, 6 kiigiik insersiyon/duplikasyon, 9 biiyiik delesyon, 1 kompleks yeniden
diizenlenme mutasyonlar1 yer almaktadir. Bu gendeki mutasyonlar ile Laron tipi ciicelik
iligkisini tanimlayan ilk bildiriler arasinda Godowski PJ ve ark. [89] ve Amselem S ve
ark.’nin [90] yaptig1 caligmalar yer almaktadir. Bu gendeki mutasyonlar, parsiyel bityiime
hormonu duyarsizligt (OMIM #604271), biiyiime hormonuna asirt cevap (OMIM
#604271), Laron tipi ciicelik (OR, OMIM #262500) ve ailevi hiperkolesterolemi (OD,
OMIM #143890) ile iligkilendirilmistir. Olgumuzda saptanan heterozigot mutasyon
cesitli veri tabanlarinda farkli yorumlanmistir. Aile ¢alismasinda, ayni1 degisim anne ve
normal kardeste de saptandigindan ve MAF degerinin diisiik olmas1 nedeniyle degisim
nadir polimorfizm olarak degerlendirildi.

Bir olguda BMP4 geninin 4. ekzonunda heterozigot missens bir degisim saptandi
(NM_001202.5:¢.430C>T). Bu gen CHHE ile iliskili bir gen olmasina ragmen bizim
siirda boy kisaligl nedeniyle bagvuran olgumuzda saptandi. BMP4 kikirdak ve kemik

olusumunu indiikler. Ayrica mezoderm indiiksiyonu, dis gelisimi, ekstremite olusumu ve
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kirik onariminda etkilidir. Embriyonik meme gelisimi sirasinda duktal biiylimeyi
uyarmak ve kil folikiil indiiksiyonunu inhibe etmek i¢cin PTHLH / PTHrP (parathyroid
hormone like hormone / parathyroid hormone-related protein) ile uyumlu davranir (bu
proteinlerle benzer yapiya sahiptir). Bu gendeki mutasyonlarin dominant kalitildigi
(sendromik mikroftalmi 6, OMIM #607932) bilindigi halde [91] olgumuzun saglikli baba
ve saglikli kardesinin de ayni mutasyon icin heterozigot olmasi nedeniyle degisim
polimorfizm lehine degerlendirilmistir. Veri tabanlarinda herhangi bir frekans bilgisi
bulunmamakta olup bizim olgu grubumuzda %2.4 olarak belirlenmis, ancak sayinin azlig1
nedeniyle anlamli olup olmadig1 degerlendirilememistir.

Agir boy kisalig1 nedeniyle bagvuran diger bir olguda (-2.9 SDS), yine CHHE
genlerinden LHX4 geninin 3. ekzonunda homozigot missens bir degisim saptandi
(NM_033343.3:¢.385G>A; NP_203129.1:p.Glul29Lys). Bu proteinin solunum kontrol
mekanizmalariin gelisiminde ve akcigerin normal biiyliime ve olgunlagmasinda kritik bir
rol oynadigi bilinmektedir. Tercihen metillenmis DNA'ya baglanir (UniProt ID: Q969G2)
[92]. Protein LIM ve HOX domainlerinden olusmakta (Sekil 5-2) ve bu domainleri
etkileyen ¢esitli mutasyonlar hipopitiiitarizm ve kombine hipofiz hormon eksikligine
neden olmaktadir [93-95]. Literatiirde olgumuzda saptanan ve proteinin LIM domainini
etkileyen homozigot degisime ii¢ kodon uzaklikta, ayn1 domaini etkileyen ve letal
dogumsal hipopitiiitarizm ile iligkili homozigot missens bir mutasyon tanimlanmais, aile
caligmalar1 sonucunda bu mutasyon icin ebeveynlerin heterozigot tasiyict olduklari
gosterilmistir [94]. Yetiskin ekzom verilerini i¢eren ExAc veritabaninda ilgili mutasyon
icin homozigotluk bildirilmemis, ancak ayn1 veritabaninda bizim olgumuzdaki degisim
icin homozigot bir birey bildirilmistir. Bu, saptadigimiz degisimin agir bir klinige neden
olma olasiligini diisiirse de, aile ¢calismasinda saglikli anne, baba ve kardeslerin degisimi
heterozigot olarak tagidiklarinin gdsterilmesi, heterozigot tasiyici aile bireylerinin normal
boyda olmalari, olgumuzdaki homozigot degisimin boy kisaligina neden olabilecegi

yoniinde degerlendirilmistir.

Basl Bitis| E-degeri

LI M LI M H OX [ LM 29 | 80 |3.39e-17

LM 88 143| 2.76e-17

HOX 157 219|5.79e-23

ow complexity| 306 [325| N/A

0 '100 '200 '300

Sekil 5-2. LHX4 proteini [96].
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En agir bulgu ile bagvuran 4. olguda (-3.54 SDS) X’e bagh kalitilan ve CHHE ile
iligkili IGSF1 geninin 12. ekzonunda hemizigot missens bir degisim saptandi. IGSF1,
inhibin sinyalizasyonunda bir koreseptor olarak rol almaktadir, ancak yiiksek afiniteye
sahip olmadig diisiintilmektedir. IGSF1, inhibin B'nin varliginda veya yoklugunda
aktivin A’y1 antagonize eder. Aktivin uyarimli transkripsiyonda inhibin B'nin spesifik bir
antagonistik etkisine aracilik etmek i¢in gereklidir [97]. Aile calismasinda, normal
boydaki anne, baba ve kardeste degisim saptanirken, kisa boylu olan kardeste degisim
saptanmadi. Aile ¢alismas1 ve MAF degerinin diisiik olmas1 nedeniyle bu degisim de
nadir polimorfizm olarak degerlendirildi. Bu sonuglarla bu gendeki degisimin boy kisaligi

ile iligkisi kanitlanamamugtir.

Son olguda PROKR2 geninin 1. ekzonunda heterozigot missens bir degisim
saptandi. Bu gen, otozomal dominant Kallmann sendromu ile iliskilendirilmistir. Nitekim
olgumuzda saptanan mutasyonun da Kallmann sendromu ile iligkili oldugu literatiirde
tanimlanmistir [98]. Yakin zamanda yapilan fonksiyon caligmalari ile de mutasyonun
fonksiyon kaybina neden oldugu in vitro olarak gosterilmistir [99]. Ancak olgunun Klinik
muayenesinde Kallmann sendromu bulgularina (hipogonadotropik hipogonadizm)
rastlanmamistir. Aile ¢aligmalar1 sonucunda ayni mutasyon i¢in saglikli annenin tasiyici
oldugu gosterilmistir. BHE nedeniyle basvuran baska bir olguda CHHE panel
calismasinda da ayni degisim saptanmisti. Bu olgu da Kallmann sendromu stigmalari
bulunmamakta ancak boy kisalif1 tariflenmekteydi. Bagimsiz iki olguda aym
mutasyonun bulunmasi ve aile calismasi bu gendeki degisimlerin genis bir etki

spekturumuna sahip olup boy kisaligi ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Wang ve arkadaslar1 IBK, BHE ve gelisme geriligi olan 192 olguluk bir seride
366’s1 bilinen boy kisaliklari ile iligkili toplam 1077 aday gen taradilar. Ancak, klinikle
iligkili herhangi bir mutasyon saptamadilar. Bizim 41 olguluk serimizde de klinikle

uyumlu herhangi bir degisim saptanmamast literatiirle uyumludur [100].

Yeni nesil teknolojilerin kullanimi ile ortaya ¢ikabilecek ¢ok sayida varyantin
hastalik iligkisini ortaya koymak ayr1 bir degerlendirme gerektirmektedir. Bu nedenle,
genis genetik etkilere sahip nadir varyantlar da dahil olmak {izere yeni bulunacak
varyantlarin ek calismalarla dogrulanarak arastirilan hastalikla iligkisinin belirlenmesi

gerekmektedir [101]. Son yillarda bir¢ok grup tim ekzom dizileme teknolojisini
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kullanarak Mendelian hastaliklarin etiyolojisinde rol oynayan etkin genleri basariyla

tanimlamistir [102].

Bu tiir calismalarda bilinen genlerde saptanan yeni degisimlerin aile ¢alismalari
ile dogrulanmas1 da gerekmektedir. Bu dogrulama yapilirken kalittm modeli ve degisimin
ne oldugu dogrulama yonteminin se¢imi agisindan 6nemlidir. YND ile hastalik ile iliskili
olabilecegi diisliniilen varyantlarin saptanmasi durumunda veritabanlar1 ve giincel
literatiirden yararlanilarak degerlendirilir. Ancak, tiim bu yontemler bulunan varyantin
gercekten hastalik iliskisinin olup olmadigimi anlamakta yetersiz kalabilir. Ciinkii
bulunan varyantlarin birgogunun heniiz patojenitesi hakkinda veri tabanlarinda yeterli
bilgi olmayabilir ya daha Once rapor edilmemis, dnemi bilinmeyen varyantlar (VUS,
variant of unknown significance) olabilir. Bu nedenle saptanan varyantlarin yapilacak aile

ici segregasyon ¢alismalari ile yorumlanmasi miimkiin olabilir.

Sonug olarak, boy kisaliginin genis bir genetik spektruma sahip olmasi nedeniyle
hedefli panellerin arastirmada yeterli olmadigina, bu tiir arastirmalarin indeks olgu ve
ebeveynleri igeren, saglikli kontrol grubuyla paralel olarak tiim ekzom veya tiim genom

dizileme caligmalari ile yapilmasinin daha dogru bir yaklasim olacagini diistinmekteyiz.
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Sayin Dog. Dr. Birsen KARAMAN
Tibbi Genetik Anabilim Dali

ilgi : Tibbi Genetik Anabilim Dalinin 21/07/2017 giin ve 278051 sayili yazisi

Sorumiu  arastiriciigini Ustlendiginiz ve Adam NAJAFLI' nin yurUtecegi 2017/877 dosya numarali
"Boy Kisaliginin Genetik Etiyolojisinin Arastiriimasi" baglikli ¢alisma kurulumuzun 11/08/2017 gln ve 13 sayili
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: - ISTANBUL TIP FAKULTESI
o ST KURUEON KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU
=5 " 1.U.ISTANBUL TIP FAKULTESI HULUSI BEHCET
24 A KUTUPHANESI KAT:3 FATIH/ISTANBUL
== TELEFON 0(212) 4142153
28 FAKS 0(212) 4142153
E-POSTA itfetikkurul@istanbul.edu.tr.
ARASTIRMANIN ACIK ADI | "Boy Kisahginin Genetik Etiyolojisinin Arastiriimasi"
ARASTIRMA PROTOKOL
KODU -
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI Dog. Dr. Birsen KARAMAN
UNVANI/ADI/SOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK | T1bbi Genetik
ALANI
E KOORDINATOR/SORUMLU | Istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi
= ARASTIRMACININ Genetik Anabilim Dah
T) BULUNDUGU MERKEZ
=
= DESTEKLEYICI istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
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> )
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<
= ) FAZ2 O
ARASTIRMANIN FAZI
FAZ 3 O
FAZ4 a
Yeni Bir Endikasyon O
ARASTIRMANIN TORU Yiiksek Doz Arastirmasi O
Diger ise belirtiniz :
ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ COK MERKEZLI ULUSAL ULUSLAR ARASI
MERKEZLER u O @ O
—————— e ———————— —

Sayfa 1
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ARASTIRMANIN ACIK ADI' | "Boy Kisahiginin Genetik Etiyolojisinin Arastirilmas:"
Belge Adi Tarihi Versiyon Numarasi Dili
z . .
= ARASTIRMA PROTOKOLU n Turkge ™ Ingilizce (] Diger[]
& — .
E « | BILGILENDIRILMI§ GONULLU OLUR FORMU | m Tirkge ® Ingilizee ] Diger[]
; E OLGU RAPOR FORMU ] Tarkge [J Ingilizee (] Diger(]
=0 B e
‘g’ 2 | ARASTIRMA BROSURU O Turkge [0 ingilizee (]  Diger[]
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SIGORTA 0O
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-
E BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU O
g HASTA KART/GUNLUKLERI 0
=
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E YILLIK BILDIRIM O
= | SONUG RAPORU 0
=
2 |GUVENLILIK BILDIRIMLERI a
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3 S | yontemleri dikkate alinarak incelenmis, gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan Etik Kurul tye tam sayisinin salt
& | cogunlugu ile Karar verilmistir.
ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU
CALISMA ESASI 19.08.2011 tarihli, 28030 sayih Resmi Gazetede yayinlanan Klinik Arastirmalar Hakkindaki Yonetmelik
BASKANIN UNVANI/ADI/SOYADI: Prof. Dr. A. Yagiz URESIN
Unvan/AdvSoyad: Uzmanlik Alam Kurumu Cinsiyet Anjll;lr“m: ile Katihm ** }Tu
Prof. Dr. A. Yagiz URESIN | Farmakolofive remsToTatea®l ~ Tom |20 (=0 [um |sm le0| )
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1.0 Tstanbul Tip Fakiltesi
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** :Toplantida Bulunma
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%
Sayfa 2




FORMLAR

(EK-2) Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu.

T.C
ISTANBUL UNIVERSITESI
istanbul Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali
(tel: 0212 414 2000/ 32564-32327-35067-32347)

MOLEKULER ARASTIRMALAR iCiN BiLGILENDIRILMi$ GONULLD ONAM FORMU

Proje Ad:i: Boy Kisaliginin Genetik Etiyolojisinin Arastirlmasi

Sizde doktorlarimiz yaptiklari degerlendirmeler sonucunda boy ile iliskili bir sorun oldugunu
digiindiler. Bu giine kadar yapilan incelemelerde nedeni anlasilamamis bu durum, “idiyopatik Boy Kisaligi”
olarak gruplanir. Bu grup hastaliklarin etiyopatogenezinde kromozom anomalileri ve tek gen hastaliklan yer
almaktadir. Tanisal yaklagimda kromozom anomalileri dislandiktan sonra boy kisaligindan sorumlu gen/lerin
arastirilmasi gerekmektedir. Bu hastaliklara yol agan ylzlerce gen vardir ve her ailede bunlardan hangisinin
sorumlu oldugunu belirlemek bu hastaliklarin tedavisi, ailedeki diger tasiyicilarin belirlenmesi agisindan
onemlidir. Size ve ailenizeyardimci olmak amaciyla bu hastaliklarin tamisindakullanilan ¢ok 6zel laboratuar
testlerini kendi laboratuarimizda yaparak &ncelikle size ve sizin gibi diger hastalarda da kolaylikla uygulanmasini
saglamak istiyoruz. Bu ¢alismada sizin gibi sorunlari olan bireyler ile anne babalarindan kan ve doku 6rnekleri
alinarak bu dokularda testler yapmayi planliyoruz.

Bu calismaya katilmaya davet edildiniz, fakat karar vermeden 6nce calismanin riskleri ve yararlan
konusunda bilgilendirmek istiyoruz. Bilgilendikten sonra 18 yas altinda iseniz anne babanizla birlikte, eriskin
iseniz kendiniz Molekiiler Arastirmalar icin Bilgilendirilmis Goniilli Onam Formunu okuduktan sonra katilmay
kabul ediyorsaniz formu imzalamaniz gerekmektedir.

1. Projeye Katihm igin Gerekli Kriterler;
Projeye katilim icin en dnemli kriter “idiyopatik Boy Kisalig1” klinik tanisi konulmus olmasidir.

2. Yapilacak iglemin tanimi:

Klinik degerlendirmede “idiyopatik Boy Kisalig”” &n tanisi konuldugunda yaklasik 2 ml kan érnegi
alinmasi gerekecektir.

Bu galismaya katilmaniz igin sizden herhangi bir tGcret istenmeyecektir ve gonilla katihm esastir.

3. Ornek Aliminin Olast riskleri:
Kan Ornegi alimy;

Rutin testler amaciyla kan ornekleri alinirken K:EDTA'h mor kapakl tiipe alinan 6rnek bu calisma
amaciyla kullanilacaktir. Bu isleme bagh; (1) igne-batmasi sirasinda hafif bir aci duyulabilir, (2) igne batmasi
sonrasinda gok nadiren de olsa enfeksiyon gelisebilir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler:

Yapilacak testler, sizin ve ailenizdeki diger bireylerin gelecekte bu genetik hastaliktan etkilenecegini
ortaya cikarabilir ve bu bilgi sizde psikolojik sorun yaratabilir. Bu nedenle elde edilen sonuglar erigkin yasta
iseniz sizinle paylasilacak, degilseniz sizinle eriskin yasa (18 yas) gelene kadar paylagiimayacaktir. Erigkin yasta
isterseniz genetik danisma egliginde bilgilendirme yapilacaktir. Fakat bu bilgiyi 6grenmeyi tamamen ret
edebilirsiniz. Bu ¢alisma ile elde edilecek genetik bilgiler kesinlikle gizli kalacaktir ve anne babaniz disinda
baskalari ile paylasilmayacaktir, bilginin paylagimi sadece sizin izninize bagli olacaktir. Genetik testlerin dnemli
bir riski de bu testler sonucunda anne ya da babanin biyolojik kimliginin saptanmasidir. Bu durumlarda da
gizlilik ilkesine bagh kalinacaktir. Size ait kan ve doku 6rnekleri sadece bu ¢aligma igin kullanilacaktir.

Olasi yararlar: Bu galismanin esas amaci sizde saptanan hastaliga neden olan genetik faktorleri 6grenmektir. Biz
bu asamada hentiz yapilacak testlerin, size ve ailenize dogrudan ya da dolayli bir yararinin olup olmayacagini
bilmiyoruz. Fakat kesin olan bu calismalar tamamlandiginda bu hastaligin nedenleri konusunda daha ¢ok sey
ogrenebilecegimiz ve boylece hem sizlere hem de gelecekte bu tir hastalara daha g¢ok yardimc
olabilecegimizdir.

Diger secenekler: Bu ¢calismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baghdir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide bir degisiklik olmayacaktir. Yine calismanin herhangi bir
asamasinda onayinizi gekme hakkina da sahipsiniz.
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Hastanin/Katiimcinin Beyani

Sayin  Dr. tarafindan .o (kurum  adi)
(anabilim dali ad, Gnite adi vb.)'da tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu
arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimci” (denek)
olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygl ile yaklagilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin
egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin 6zenlekorunacagi konusunda bana yeterli
guven verildi.

Projenin ylritilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan cekilebilirim (ancak
arastirmacilari zor durumda birakmamak igin arastirmadan cekilecegimi 6nceden bildirmemim uygun olacaginin
bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan
arastirma digi da tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana da
bir 6deme yapilmayacaktir.

ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle olusabilecek
herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her turli tibbi girisiminsaglanacag konusunda gerekli
guvence verildi. (Bu tibbi girisimler ileilgili olarak da parasal bir ylk altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saghk sorunu ile kargilastigimda; mesai saatleri igcinde, Dog. Dr. Birsen Karaman’i
"+902124142000/32327-32347 nolu telefon ve I.U. istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali'ndan
arayabilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranisla karsilagmis degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu durumun tibbi bakimima
ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar ayrintilaniyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir disiinme
stresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimci” (denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda
yapilan daveti biyik bir memnuniyet ve gonlliliik igerisinde kabul ediyorum.

imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

GONULLD ONAM FORMU

Yukarida gondilliye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni okudum. Bunlar
hakkinda bana yazil ve s6zlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla higbir
baski ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.

Gondllinan Adi-soyadi, imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Goniillinin Annesinin  Adi-soyadi, imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Gondillinin Babasinin  Adi-soyadi, imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

idiyopatik Boy Kisaligi Hastaliklarinda Genetik Tani Yontemlerinin gelistirilmesi aragtirmasi kapsaminda alinan
biyolojik 6rneklerimin;

O Sadece yukarida bahsi gecen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum

O ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum

O  Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum

Aciklamalar yapan arastirmacinin Adi-soyadi:
Tarih : imzasi:

Katihmailarin: ~ Adi Soyadi Dogum tarihi imza_ Ebeveyn
Aile tyesi
Aile Uyesi
Aile tyesi
Aile Uyesi
Aile tyesi
Aile Gyesi
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(EK-3) Muayene Formu.

T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
Cocuk Saghg: ve Hastaliklar1 Anabilim Dah
BUYUME-GELISME VE PEDIATRiIK ENDOKRINOLOJi BiLiM DALI
BOY KISALIGI VAKA FORMU
TIBBi GENETIK ANABILIM DALI’'NDAN KONSULTASYON ISTEK FORMU

KIMLIK BILGILERI
Ad Soyad: TC Numaras::
Dogum tarihi: Cinsiyet:

Basvuru tarihi ve yasi:

Adres:

Telefon:
FORMUN DOLDURULUS TARIHI /DR:
BASVURU SIKAYETLERI:

KISA OYKU:

OZGECMIS :

Dogum dykiisii (SGA dogum, asfiksi, vb):

Dogum sekli: Gestasyon haftasi:
Agirlik/SDS: Boy/SDS: Bas cevresi:
Komplikasyon: Perinatal asifiksi:

Yenidogan dénemi (uzams sarihik, hipoglisemi, mikropenis, kriptorsidi vb.):
Noromotor gelisimi:

Normal: Geri(belirtiniz):
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Beslenme dykiisii:
Anne siitii(tek basina alma siiresi/kesilme zamant):
Siit¢ocuklugu déneminde beslenme sorunu:

Tk 3 yas biiyiime:

Agirhik Boy
1. Yas
2. Yas
3. Yas
Diger

Gegirilmis hastahklar:
Sik enfeksiyon ge¢irme dykiisii:
Kizlarda menars yasi:
Diger:
AILE OYKUSU:

Akraba evliligi: Var.... Yok...
Varsa(agtklayiniz). ... ..o

Bas oY/ Kulag | OY/Boy | Hastalik

gIe)vSresU SDS

Adi Dogum | Boy/ | Tarty/
Soyad1 | tarihi SDS | SDS

Baba

Kardes |

Kardes 2

Kardes 3

Kardes 4

Kardes 5

Kardes 6




Hedef boy (cm) / SDS:
Ailede benzer hastahk dykiisii:

Puberte gecikmesi:

Erken puberte:

Annenin menars yasi:
Ailede hastahklar:

Aile agaci ( hasta ve diger hasta bireyler isaretlenecek
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MUAYENE

Gelis

Son muayene

Tarih

Boy SDS

Kilo

Kilo SDS

Bas cevresi

Bas SDS

VKi

VKIi SDS

Oturma yiiksekligi /SDS

Kulag¢

Yasa uyan boy %

Yasa gore agirhk %

Boya uyan agirhk %

Fizik muayene

Puberte evresi (ayritili)

Dismorfik bulgu (Turner
stigmatlary, Madelung

deformitesi, vb)

isitme

Girme

Mental durum

Orta hat defekti

Diger
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LABORATUAR iNCELEMELERI

Tarih

Yas

Biyokimya
(anormal sonuglar)

sT4

TSH

IGF-1

IGF-1 SDS

IGFBP-3

IGFBP-3 SDS

Prolaktin

Kortizol

ACTH

LH

FSH

E2

Testosteron

Biilyiime hormonu
uyari testleri
Adv/Zirve

1. Test

2. Test

Colyak hastahi@
tetkikleri (Patoloji
var mi?)

Diger
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Diger tetkikler:

Tarih, yas

Kraniyal-hipofiz MRI

Batin / Pelvik USG:

Ekokardiyografi

Diger

ON TANI/ TANI:

TEDAVI :

GENETIK ANALIZ ISTEKLERi:

+ Karyotip:
s SHOX mutasyonu:

¢ Molekiiler analiz:
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PATENT HAKKI iZNi
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INTIHAL RAPORU ILK SAYFASI

BOY KISALIGININ GENETIK
ETIYOLOJISININ
ARASTIRILMASI

Yazar Adam Najafli

Gonderim Tarihi: 29-Tem-2018 12:29AM (UT C+0300)
Gonderim Numarasi: 985860900

Kelime sayisi: 15893

Karakter sayisi: 110552
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BOY KISALIGININ GENETIK ETiYOLOJISININ ARASTIRILMASI

ORWINALLIK RAPORU

%1 5 %0 %0 %12

BEMZERLIK ENDEKSI INTERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLER
KAYMNAKLARI

BIRINCIL KAYMAKLAR

Submitted to Istanbul University 8
Ogrenci Odevi %

.

Submitted to Firat Universitesi 4
Ogrenci Odevi %
www.guncelpediatri.com
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intemet Kaynad %
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intemet Kaynag: <%1
www.iiste.or

H intermet Kaynadi J <% 1

N www.universalhospitalbodrum.com.tr
intemet Kaynag: <%1

www.saglikbilimi.com <o 1
intermet Kaynag Yo
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Adi Adam Soyadi NAJAFLI

Dog.Yeri |Culfa/Azerbaycan Dog.Tar. 13.09.1992

Uyrugu Azerbaycan TC Kim No 99463274240

Email neceflil@hotmail.com Tel 535015 22 52
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih

Yiik.Lis. 1.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii Genetik ABD 2018

Lisans L.U. Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii 2015

Is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayin)

| Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. -

2. -

3. -
Yabana |Okudugunu . « | KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma Puam Puam

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Sayisal Esit Agirhik Sozel

LES Puam

(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Yayinlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

Ozel Tlgi Alanlar1 (Hobileri):




