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SIMGELER VE KISALTMALAR

AMH : Anti Miillerian Hormon

bp : Baz cifti

cc : Santimetre kiip

CGB : Cinsel gelisim bozuklugu

cm : santimetre

DNA : Deoksiribontikleik asit

DAX1 : Dosage-sensitive sex reversal, on chromosome X gene 1
DHT : Dihidrotestosteron

dk : Dakika

EDTA : Etilen diamin tetra asetik asit

KAH : Konjenital Adrenal Hiperplazi

ml : Mililitre

pl : Mikrolitre

°C : Santigrat derece

rpm : Revolutions per minute: (dakikadaki devir sayis1)
Rt-PCR : Real-Time Polymerase Chain Reaction- Polimeraz Zincir Reaksiyonu
sn : Saniye

T : Testosteron
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CINSIYET ANOMALISI OLUP 46, XX KARYOTIPINE SAHIP

HASTALARDA DAX1 VE WNT4 GEN ANALIZi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Ahmet Serhat BAYAR
Damismani: Prof. Dr. Mahmut BALKAN

Ana Bilim Dali: Dicle Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Anabilim
Dal1

1.0ZET

1.1. Tiirkce Ozet

Amag: Bipotansiyel gonaddan over ya da testis gelisimi sirasinda rol alan genetik
faktorlerden iki tanesi DAX1 ve WNT4 genleridir. Bu genlerdeki degisim ve mutasyonlarin
cinsel gelisim bozukluguna (CGB) yol agtig1 yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir. Bu
calismada cinsel gelisim bozuklugu olan hastalarda (46,XX karyotipindeki) DAXI1 ve
WNT4 genlerinde mutasyon analizi yaparak CGB’na olasi etkilerinin degerlendirilmesi

amagclanmistir.

Gereg ve Yontem: Bu ¢alismada Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali Genetik Tan1 Laboratuvarina CGB 6n tanisi ile gelen hastalardan alinan
periferik kandan 6nce kromozom analizi yapilip 46,XX karyotipine sahip bireyler tespit
edilmis, daha sonra 46,XX karyotipine sahip bireylerden elde edilen DNA’lara Real-time
PCR (RT-PCR) teknigi uygulanarak DAXI1’in exon 1 bolgesindeki 1133A>G
(p.Tyr378Cys) mutasyonuna ve WNT4’lin exon 2 bdlgesindeki 341C>T (p.Alall4Val)

mutasyonuna bakilmstir.

Bulgular: Arastirilan 61 hastanin 16’sinda 46,XX karyotipi tespit edilmistir. 46,XX
karyotipine sahip bu olgulara yapilan RT-PCR sonuglarinda incelenen DAX1 ve WNT4 gen

bolgelerinde herhangi bir mutasyon olmadig: tespit edilmistir.

Sonu¢: Calismamizda, cinsel gelisim bozuklugu o6n tanisiyla gelen 46,XX karyotipli
hastalara yapilan DAX1 ve WNT4 gen analizleri sonucu mutasyon saptanmadig1 verisine
ulasilmigtir. Literatiirde bildirilen calismalarda bu genlerin daha c¢ok dozaja bagh etki

gosterdikleri tespit edilmistir. Bu nedenle ¢aligma gurubumuzdaki CGB’na sahip bireylerde



bu anomaliye neden olan durumlarin bilinmesi i¢in daha kapsamli c¢alismalar ortaya

konulmalidir.

Anahtar Sozciikler: Cinsiyet bozukluklari, DAX1, WNT4, Bipotansiyel gonad



GENE ANALYSIS OF DAX1 AND WNT4 iN PATIENTS WiTH KARYOTYPE OF

46,XX WITH SEX ABNORMALITY

Student’s Surname and Name: Ahmet Serhat BAYAR
Adpyviser of Thesis: Prof. Dr. Mahmut BALKAN

Department: Institutes of Health Sciences, Medicine Biology, Master Thesis,
Diyarbakir, 2020

1.2. ABSTRACT

Aim:

Two of the genetic factors involved in the development of the ovary or testis from the
bipotential gonad are the DAX1 and WNT4 genes. It has been determined by studies that
changes and mutations in these genes cause sexual development disorder (DSD). . In this
study, it was aimed to evaluate the possible effects of DAX1 and WNT4 genes in patients

with sexual development disorders (46,XX karyotype) by performing mutation analysis.

Material and Method: In this study, chromosomal analysis was performed before
peripheral blood taken from patients who came to Dicle University Medical Faculty
Hospitals Medical Biology Department Genetic Diagnosis Laboratory with the preliminary
diagnosis of CGB, and individuals with 46,XX karyotype were determined. By applying the
-time PCR (RT-PCR) technique, the 1133A>G (p.Tyr378Cys) mutation in the exon 1 region
of DAX1 and the 341C>T (p.Alal14Val) mutation in the exon 2 region of WNT4 were

examined.

Results: 46,XX karyotype was detected in 16 of 61 patients investigated. In the RT-PCR
results of these cases with 46,XX karyotype, it was determined that there was no mutation in

the DAX1 and WNT4 gene regions examined.

Conclusion:
In our study, it was found that no mutation was detected as a result of DAX1 and WNT4

gene analyzes performed on patients with 46,XX karyotype who presented with a pre-



diagnosis of sexual development disorder. In studies reported in the literature, it has been
determined that these genes show more dosage-related effects.
For this reason, more comprehensive studies should be conducted to know the conditions

that cause this anomaly in individuals with DSD in our study group.

Key Words: Gender disorders, DAX1, WNT4, Bipotential gonad



2. GIRIS VE AMAC

Insan viicut hiicreleri 23 ciftten olusan 46 kromozoma sahiptir. Bunlarm 22 si erkek ve
diside aynmidir ve otozomlar olarak isimlendirilmektedir. Kalan ¢ift ise cinsiyet
kromozomlarint (gonozomlar) olusturur ve genellikle disilerde XX, erkeklerde ise XY
olarak bulunmaktadir. Kromozomlar hiicrelerin ¢ekirdeginde bulunan ve genetik bilgiyi
(genler) tasiyan yapilardir. Hiicredeki kromozomlar o6zdes ¢ift kromozomlar halinde
eslendikten sonra belli bir diizene gore siralanir ve o kisinin karyotipini meydana getirir. Her
bireyin kromozom sayisi, biiyiikliigii ve sekli onun karyotipini ifade eder. Karyotip Analizi
hiicrelerde ki kromozomlarin sayilarint ve yapilarini inceleyerek bunlarda herhangi bir
bozukluk veya hastalik sebebi olan genetik sorunlari tanimlamaya yarayan laboratuvar
testidir. Karyotip analizinde incelenen insan kromozom gruplar1 A’dan G’ye seklinde 7
gruba ayrilir. Disi ve erkek oldugunu gosteren cinsiyet kromozomlar1 ise X, Y olarak

tanimlanir. Normal karyotip kadinda 46 XX, erkekte ise 46 XY’ dir (1).

Insan kromozomlar1 ilk kez 1857 yilinda Virchow tarafindan goriildii, kromozom
sOzciigii ise 1988 yilinda Waldeyer tarafindan kullanildi. Tjio ve Levan 1956 yilinda, insan
fetal akciger fibroblastlar1 ile yaptiklar Kkiiltiirlerden elde ettikleri hiicrelerde insan
kromozomlarmin sayisinin 46 oldugunu ve cinsiyet kurulusunun XX ve XY oldugunu kesin

olarak saptadi (2).

Cinsiyet gelisimi bir tiir i¢cinde genetik cesitliligin siirekli iiretimi i¢in saglam bir
mekanizma saglayan gelisimin kritik bir evresidir. Cinsiyet gelisim bozukluklar1 karyotipe
gbére cinsiyet kromozomlarma bagli CGB, 46,XY CGB ve 46,XX CGB seklinde
simiflandirilabilir. Bir embriyonun cinsiyet tespitini etkileyen ana faktdr, Y kromozomunun
varligi veya yoklugu ile belirlenen genetik cinsiyettir. Y kromozomunun varhigi,
bipotansiyel gonadi, testise 6zgl farklilasmaya ve erkege 6zgii bir gonad olusumuna dogru
yonlendirirken, Y kromozomunun yoklugu disiye 6zgii gonad olan yumurtalik gelisimiyle
sonuclanir. Bununla birlikte, bazi bireyler Y kromozomu tasir, ancak fenotipik olarak disidir

veya disi bir karyotip vardir ancak fenotipik olarak erkektir.

Cinsiyet gelisim bozukluklar1 kromozomal, gonodal veya anatomik cinsiyet
gelisiminin atipik oldugu konjenital durumlar olarak tanimlanir. Belirsiz genital organla,

androjen duyarsizlig1 ve genetik cinsiyete zit gonadal ile dis cinsiyet de dahil olmak iizere



bir dizi fenotipi kapsar. Cinsel gelisim, hem bipotent Onciilii gonadlarin belirlenmesini hem
de cinsiyet hormonlarindan kaynaklanan iireme organlarinin farklilagsmasini igerir. Cinsel
gelisim bozuklugu vakalarinin ¢ogunlugu agiklanamamaktadir. Bu da, cinsiyet gelisimi

yollarinin 6nemli bilesenlerinin heniiz kesfedilmedigini kuvvetle ortaya koymaktadir (3).

Cinsiyet gelisim bozuklugu; gonodal gelisimin belirlenmesinden sorumlu yoldaki
varyantlardan veya hormon iiretimindeki ve duyarliligindaki kusurlardan dolayi cinsiyet

farklilasmasinin bozulmasindan kaynaklanir (4).

Cinsiyet gelisimi iki farkli ve sirali asamada gerceklesir. Cinsiyet belirleme ve cinsiyet
farklilasmasi. Memelilerde cinsiyetin belirlenmesi, bipotansiyel gonadin, testis veya
yumurtalik olarak farklilagmasini tesvik eden gelisimsel bir degisime neden oldugu
benzersiz bir siirectir. insan gelisimi sirasinda bu karmasik genetik siirecin kesintileri, cinsel

gelisim bozukluklari olarak ortaya ¢ikabilir (5).

Cinsiyet gelisim bozukluklari, siki diizenlenmis siire¢ kesintiye ugradiginda ortaya
¢ikar, bu da oncelikle testislerin veya yumurtaliklarin gelisimine miidahale eden genetik
mutasyonlarin veya ekstragonodal dokulardaki endokrin ve yerel faktorlerin eylemlerinin

sonucu olarak ortaya cikar (6).

Cinsiyet belirlemede yer alan genlerin tanimlanmasi, Y kromozomuna bagli bir gen
olan testis belirleyici gen SRY nin kesfi ve karekterizasyonu ile tesvik edildi. Insanlarda
SRY seviyeleri gebe kaldiktan yedi hafta sonra iirogenital sirtta yukar: regiile edilir ve 46,

XY bireyde bipotansiyel gonadi testis olusumuna yonlendirir (7).

SRY’nin insan erkek cinsiyet belirlemesinde baglatic1 faktor olduguna dair kanitlar,

SRY’nin DNA baglanma bdlgesini bozan mutasyonlarin ve silinmelerin kesfiyle baslandi

(8).

Erkek cinsiyet belirleme siirecinde, Y kromozomunda yer alan SRY'nin ekspresyonu,
Sertoli hiicreleri i¢inde nihai olarak testisin morfolojik farklilagmasini saglayan bir gen
ekspresyonu zincirini baglatir. Cinsiyet farklilasmasinda, testosteron, dihidrotestosteron ve
Anti-Miillerian hormonu gibi endokrin ve lokal faktorlerin testis tarafindan salgilanmasi,
erkek i¢ ve dis genital organlarin gelismesine ve kadin i¢ genital yapilarinin dnciileri olan

Miillerian kanallarinin karsilikli gerilemesine neden olur (5).



Erkek cinsiyet belirlemede yer alan ikinci ana gen, SRY ile ilgili transkripsiyon
faktorii SOX9’u kodlayan gendir. insanlarda SOX9’daki mutasyonlar 46,XY belirsiz cinsel

organlardan disi fenotipe kadar degisen dis genital bolgelere neden olur (13).

46,XX karyotipli bireylerde yumurtalik gelisimi anomalisi, iki farkli durumdan birine
neden olabilir: gonadal disgenez veya 46,XX testis dokusunun varligi. 46, XX ve 46,XY
gonadal disgenezi arasindaki temel fark, i¢ ve dis genital bolgelerin fenotipinin, cinsiyet
kromozomlariin tamamlayicisi ile uyumlu olmasidir. Bunun tersine, 46,XY karyotipli
bireylerde, hipospadiastan disi fenotipe kadar degisebilen ve belirsiz cinsel organlari

icerebilen dis cinsel organlarda bir dereceye kadar fenotipik degiskenlik vardir (17).

46,XX cinsel gelisim bozukluklar1 kendi icinde over gelisim bozukluklari, androjen
fazlalig1 ve bazi sendromlar ya da genetik anomaliler olarak gruplandirilmistir. Over gelisim
bozukluklarinda gonadal disgeneziler, Ovotestikiiler CGB, testikiiler CGB yer almaktadir.
46,XX CGB kugkulu genital yapinin en sik nedeni cinsiyet steroid biyosentezindeki enzim
eksikleri ve eksik olan enzim basamagmin gerisindeki Onciil hormonlarin, 6zellikle de

androjen Onciillerinin artmasidir (43).

Calismamiz cinsel gelisim bozuklugu 6n tanisi ile gelen ve cinsel gelisimin farkl
klinik &zelliklerine sahip 61 olgunun Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali Genetik Tanm1 Laboratuvarinda incelenmis ve 46,XX karyotipine
sahip bireylerin DAX1’in exon 1 bdlgesindeki 1133A>G (p.Tyr378Cys) mutasyonunu ve
WNT4’iin exon 2 bolgesindeki 341C>T (p.Alal14Val) mutasyonunun analizleri yapilarak
cinsel gelisim bozuklugu tiizerindeki etkilerini literatiir esliginde degerlendirerek analiz
etmeyi amagladik. Calismamizda saptanan anomalilerin ¢ogu literatiir verileri ile uyumlu

oldugu tespit edilmistir.



3. GENEL BIiLGILER

3.1 Normal Cinsel Gelisim

Doéllenmeyle baglayan cinsel olusum belli bir siray:r izler. Bu basamaklar oldukga
karmagik bir diizen igerisinde devam eder ve cinsel gelisimin baslangicindan sonuna kadar
hata olmaksizin siirmesi gerekir. Primitif germ hiicresinin geliserek cinsiyeti belirlemesi
siireci ile baslayan ve disi veya erkek olmasi ile son bulan siiregte tiim basamaklarin eksiksiz
bir sekilde devam etmesi gerekir ki cinsel kimlik belirlenebilsin. Hem bipotansiyel gonad
oncesi hem de sonrasi siiregte cinsiyeti belirleyen gen, hormon ve proteinlerde meydana
gelebilecek bir aksaklikta cinsel gelisim bozuklugu meydana gelir. Sekil’1 de normal cinsel

gelisimi sematik olarak gosteren basit bir yap1 gosterilmistir.

Primitif

Bipotansiyel gonad

Testis Over
Sertoli Leydig Granuloza Teka AMH ve
hiicresi hiicresi hiicresi hiicresi testosteron
| | | | yoklugunda
AMH T DHT
Miiller Wolff follikiil Miiller
kanali geriler || kanali kanal
£ o farklilasir
Uterus Erkek i¢ Erkek dis Ostrojen Disi ic
gelismez genital genital progesteron genital

Sekil 1. Normal Cinsel Farklilasma (12)



3.2. Cinsel Gelisim Bozukluklar:

Bir bireyin cinsiyeti nasil belirlenir? Embriyoloji ve gelisim biyolojisinde uzun
zamandir devam eden bir soru olmustur. Cinsiyet tayininde rol oynayan genetik ve
molekiiler mekanizmalar oldukca degiskendir. Son yillarda yapilan, cinsiyet belirleme ve
cinsel farklilasma g¢aligmalari, omurgalilarda cinsiyetin genotiplere veya cevresel sinyallere
dayanan genis cesitlilikte ki mekanizmalar tarafindan diizenlendigini ortaya koyulmustur

(19).

Normal cinsiyet gelisiminde kromozomlar 6nemlidir. Disi fenotip i¢in kromozom
yapilanmasinin 46,XX olmasi, bunun yaninda normal over gelisimi i¢in bazi genetik
faktorlerin (DAX1 veya WNT4 gibi sinyal molekiillerinin) bulunmasi gereklidir. Erkek
fenotip yapilanmasinin 46,XY olmasi, gelisimi i¢in Y kromozomunun varligi ve bu

kromozom tizerindeki SRY gen bdlgesinin bulunmasi sarttir.

Cinsel gelisim bozuklugu; dis genital yap1 ile gonad morfolojisi arasindaki
uyumsuzluk anlamina gelmektedir. Normal cinsel gelisim ii¢c asamada gerceklesir. Ilk olarak
genetik cinsiyetin belirlenmesi, bu da dollenmeyle birlikte cinsiyet kromozomlarinin
eslesmesiyle olusur. Ikinci faz farklilasmamis gonadin testis veya ovaryuma déniisiimii.

Uciincii faz ise cinsel fenotipin belirlenmesidir (12).

Memeli embriyonik gelisiminin erken evrelerinde, embriyolar cinsel olarak
farklilagsmamistir. Farklilasmamis gonadlar, ara mezodermden tiiretilir ve mezonefrosun
ventromedial yiizeyi lizerindeki s6lomik epitelinin eslestirilmis kalinliklar1 olarak ortaya
cikar. Testis veya over gelisimi yolagindaki genlerin herhangi birinin bozulmasi, cinsel

gelisim bozukluklarina sahip bireylerle sonuglanabilir (18).

Fisher, tiim erkeksi ozelliklerin Y kromozomu iizerindeki genlerin kontroliinde
olmasinin sart olmadigina isaret etmistir. Ciinkii Y ile baglantili sadece tek bir gen gonadi
erkek yonde farklilastirmaktadir. Sonrasinda testikiiler hormonlar, otozomal biitiindeki
genler tarafindan kontrol edilmektedir. Bu strateji igerisinde herhangi bir gen cinsel

dimorfizmin olusmasina katkida bulunabilir (12).

Yakin zamanda dizi karsilagtirmali genomik hibridizasyon ve genomik siralamanin
saglam yeni teknolojilerinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte, yeni cinsiyet belirleyici genler tespit

edildi. Bu genler, bir baskasinin aktivitesini engelleyebilen yumurtalik ve testis belirleyici



yollar seklinde diizenlenmistir. Bu kosullar, yasam dongiisiiniin farkli zamanlarinda, belirsiz
dis cinsel organlari olan fetiislerde veya yeni doganlarda, disgenetik gonadlarda ve
kromozom yapisi1 i¢in uyusmayan i¢ cinsel organlarda tanimlanabilir. 46,XY bireyde DAX1
ve WNT4 genlerinin duplikasyonu gonadal disgeneze yol acabilirken, SOX9 veya SOX3
genlerinin duplikasyonu 46,XX testikiiler cinsel gelisim bozukluguna yol agabilir. Y
kromozomu {izerindeki bir genin ekspresyonu, farklilasmamis gonadin testis olarak
gelismesine neden olan genetik bir kaskad baslatir. Testisteki leydig hiicrelerince salgilanan
testesteron, Wolffian kanallarinin seminal vezikiiller, vazdeferens ve epididim olarak
farklilagsmasina ve sertoli hiicrelerince salgilanan AMH, Mullerian kanallariin gerilemesine
neden olur. Bir Y kromozomu ve bu genin ekspresyonunun yoklugunda testis gelismez,
Wolffian kanallar1 geriler ve Mullerian kanallar1 fallop tiipleri, uterus ve vajinanin ist tigte
birlik kismi olarak gelisir. Gonadal gelisimin genetik yolu hataliysa, gen fonksiyonlari
kaybolur veya gegersiz kilinirsa, cinsel gelisim bozuklugu ortaya c¢ikar. Genital fenotipin
cok genis bir yayilim gdstermesi ve birgok vakada genotip-fenotip iliskisinin zayif olmasi

nedeni ile patolojileri net sinirlar ile ayirmak zordur (20).

46,XX ile iligkili testis veya ovotestikiiler CGB'ler nadirdir ve esas olarak fetal
bipotansiyel gonad i¢indeki major testis belirleme geni SRY ile iligkili SOX ailesi genlerinin
olmas1 gereken yerde degil de baska bir yerde ekspresyonunun bir sonucu olarak ortaya
cikar. Gen izolasyonu yapilmis 46,XX testikiiler CGB'lerin % 90'mma kadari, SRY'nin X
kromozomuna veya bir otozomal kromozoma translokasyonunu igerdigi tespit edilmistir

(21).

Memelilerde cinsiyet tayini, gelisim zamanima ve gen ekspresyonuna bagli genetik
olarak kontrol edilir. Spesifik olarak, erkek cinsiyeti belirleyen genlerin FGF9, SOXO9,
DMRTTI ve disi cinsiyeti belirleyici genlerin DAX1 (NROB1), FOXL2, RSPO1 ve WNT4
oldugu yapilan calismalar gostermistir (19).

Cinsel gelisim bozuklugunun nedenlerinin erken dénemde tespit edilmesi, etkilenen
olgularin erken donemde cinsel kimliginin belirlenmesi ve tedaviye yoOnlendirilmesi

agisindan oldukg¢a onemlidir (20).
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Seks kromozomuna | 46, XY CGB 46, XX CGB
bagh CGB

45 X (Turner Gonad gelisim bozukluklar: Gonad gelisim bozukluklar:
sendromu ve (1) Tam gonadal disgenezi (1) Ovotestikiiler CGB
varyantlan) . _ : .
(2) Kismu gonadal disgenezi (2) Testikiiler CGB
(3) Gonadal regresyon sendromu (SRY+SOX9 duplikasyonu)
(4) Ovotestikiiler CGB (3) Gonadal disgenezi
47, XXY (Klmefelter | Androjen sentez veya fonksiyon Androjen fazlahg:
sendromu ve bozukluklan: (1) Fetal kaynakl (21-
varyantlari) (1) Androjen sentez bozukluklart (6rnegin hidroksilaz ve 11-hidroksilaz
StAR mutasyonu, 17B— hidroksisteroid eksiklikler1)

delhidrogenaz eksiklig, 5 o-rediktazeks.) (2) | (2) Fetoplasental (Aromataz
Androjen fonksiyon bozuklugu (Tam-kismu eksikligi)

androjen duyarsizlik sendronﬂ@) | (3) Matemal (Luteoma,vs)
(3) LH reseptor kusurlari (leydig hiicre aplazisi-
hipoplazisi)

(4) MIF sentez ve reseptor bozuklugu
(Persistan Miiller kanal sendromu)

45 X/46 XY Digerleri

(Miks gonadal (kloaka ekstrofis1,vajinal
disgenezi, atrez1)

ovotestikiiler CGB)

46 XX/46 XY
ovotestikiiler CGB)

Sekil 2: Cinsel gelisim bozukluklariin siniflandirilmasi (12)

3.3. Bipotansiyel Gonad

Insanlarda embriyonik yasamin 6. haftasma kadar gonadlarda cinsel farklilik
gozlenmez. XX veya XY bireylerin farklilagmamis gonadlar1 bu haftaya kadar goriiniiste
aynidir ve sonrasinda yumurtalik veya testis olusturabilir. Bu nedenle bu déneme gonadal
gelisimin kayitsiz kaldigi veya bipotansiyel gonad asamasi denir. Gonadlar daha sonra

ekstra gonadial kokenli primordial germ hiicreleri tarafindan kolonize edilir (15).
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Doéllenmeyle olusan genetik cinsiyet, bipotansiyel gonadin yumurtalik veya testis

olarak gelisip gelismedigini belirler. Yumurtalia 6zgili faktorler, disi kaderine yonelik

gonadal farklilagmay1 kontrol ederken, testis faktorleri spesifik olarak bastirilir. Yine aym

sekilde testise 6zgii faktorler olusurken yumurtalik faktorleri baskilanir (16).

FOXL2

RSPO1 —b - Catenin

‘wm AT

Bipotansiyel | -~
Gonad I
1 |
L |
WT1 ——» SRY == SOX9 )
GATAY a \
FOG2 x SH FGF9
- PGD2
CBX2/ . >
M33 IIIIII DAX1
: DHH
ATRX
TSPYL1
DMRT1

J

Sekil 3: Bipotansiyel gonaddan over ya da testis gelisimi sirasinda rol alan faktorler
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3.4. Cinsiyeti Belirleyen Kromozomlarin Ozellikleri

3.4.1. Y Kromozomu

Q {!estis Determining Factor (TDEE >— SRY
—— Gadgetiy 1 =

\Channel Flipping (FLP)

—~Catching & throwing (BLZ-1)

T Self-confidence (BLZ-2)(note: unlinked to ability)
—Ability to remember and tell jokes (GOTCHA-1)

. ~~Sports page (BUD-E)

-§Addicn'on to death and destruction movies (T-2)

Air guitar (RIF)

Ability to identify aircraft (CD10)

-—Preadolescent facination with Arachnida &
Splttine (P2E) Reptilia (MOM-4U)

Sitting on john reading (SIT)

Xlnabﬂit}‘ to express affection over the phone (ME-2)

Selective hearing loss (HUH?)
Total lack of recall for dates (OOPS)

\ 4

Sekil 4: Y Kromozomu ve {izerindeki baz1 gen bolgeleri

Toplam gen sayis1 yaklasik olarak 60 tir.
59 milyon niikleotit ¢ifti igerir. ( tiim genomun %2’s1)

Y kromozomu en 6zellesmis kromozomlardan bir tanesidir. Var olup olmamasiyla
cinsiyetin belirlenmesinde en bastaki rolii iistelenir. Bu kromozom iizerindeki SRY geninin
varlig1 ve etkisi, erkek gonadal farklilasmasini ve erkek fenotipinin gelisimini yonlendirir.
SRY geninin varligina ragmen XY bireylerinde erkek gelisimini baskilayabilen doza duyarli

X kromozomu veya otozomal kromozomlardaki genlerden etkilenebilir (9).
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3.4.2. X Kromozomu

PIG-A
Paroxysmal nocturnal
DMD hemoaglobinuria
Duchenne muscular
dystrophy
ATP7A
Menkes syndrome
COL4AS
Alport syndrome
ILZRG
X-linked severe combined
immunodeficiency (SCID) TNFSFS
Immunodeficiency
HPRT1 with hyper-Igh
Lesch-Nyhan syndrome
FMR1
: ALD
Fragie X syndrome Adrenoleukodystrophy
MECP2 HEMA
Rett syndrome Hernophilia A

Sekil 5: X Kromozomu ve Uzerindeki Bazi1 Gen Bélgeleri

Uzerinde yaklasik olarak 900 tanimlanmis gen bulunur.
155 milyon niikleotit ¢iftinden olusur (tiim genomun %5°1).

Y kromozomunun tersine X kromozomu viicuttaki her sistemin isleyisiyle ilgilidir ve
280°den fazla belirlenmis genetik bolge igermektedir. Bu bolgeler hem erkek hem de
disilerin cinsel farklilasmasinda 6nemli rol oynayan genleri igermektedir. Erkeklerde genital
farklilasma ve sekonder seksiiel karakterlerde onemli yeri olan androjen reseptdr geni X

kromozomunda bulunmaktadir (8).

Yine X kromozomu kollarindaki bazi segmentlerindeki genlerin Kleinfelter ve Turner
gibi bazi1 sendromlarin kaynagini teskil ettigi yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur. X
kromozomunun uzun kolu iizerindeki kritik bolgelerde kirilma ya da yapisal anomalileri
olan bireyler gonodal disgenezi, primer ve sekonder amenore, infertilite gibi rahatsizliklarin

ortaya ciktig1 tespit edilmistir (14).
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3.5. Karyotip

Bir hiicredeki kromozomlarin 6zdes ¢ift kromozomlar halinde eslendikten sonra, belli
bir diizene gore siralanmasidir. Her bireyin kromozom sayisi, biiyiikliigi ve sekli onun
karyotipini ortaya koyar. Karyotip analizlerinde kromozomlar sayisal, yapisal ve biiytliklik
olarak incelenir. Yani karyotip tek bir hiicrenin boyutlarina gore siralanmis ve dizilmis

metafaz kromozomlarini gosterir.

Bir tiire ait karyotipin hazirlanmasiyla, tlirtin diploid sayisi, kromozomlarinin
morfolojileri, esey kromozom sistemlerinin belirlenmesi, niikleolar organize edici bolgelerin

konumu hakkinda genel bilgilere ulasilmis olur (13).

Insan genomunu olusturan kromozomlar, 6zel boyama tekniklerinin kullaniimasiyla
belirginlesen boyut ve bant deseni gibi 6zelliklere gore siralanmaktadir. Karyotipin temel
yarari, bir tlirlin kromozomlarmin her birinin 6zelliklerinin ayrintili olarak incelenmesini
saglamaktir. Karyotipler, Uluslararas1 Insan Sitogenetik Isimlendirme Sistemi (ISCN)
tarafindan onaylanan gosterime gore tanimlanir. Bu sistemde, her bir kromozoma verilen
say1, boyutuyla ilgilidir ve genellikle biiyiikten kiigiige dogru siralanir. Karyotipi elde etmek
icin sitogenetik analizler genellikle oral mukoza ya da lenfosit kiiltiirii kullanilarak
gergeklestirilir. Yeni doganlarda yapilan calismalarda amniyotik sividan ya da fetal kan

hiicrelerinden 6rnekler alinir (32).
Karyotip belli baz1 6zel metodlarla elde edilir.
3.6. Real-Time PCR

Real-time PCR metodu ile ¢ok az miktardaki biyolojik bir 6rnegin 6zelligini hizls,
giivenilir ve hassas bir sekilde ortaya koyabilmektedir. Real-time PCR teknolojisinin;
patojenlerin tespiti, onkolojik caligmalar, genetigi degistirilmis organizmalar, dogum 6ncesi

(Prenatal) tan1 ¢aligmalar1 gibi uygulama alanlar1 vardir.
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3.7. DAX1 Geni

Seks reversal genlerden biri olan (NROB1) DAXT1 geni, X kromozomunun p21.3 -21.2
lokusunda bulunmakta, cinsiyet belirlemede ve 6zellikle over gelisimi {izerinde islevi olan

niikleer bir reseptordiir (22).

DAX1 iki exondan olusur. Bir exon 1168 bp'den, digeri 245 bp'den olmak {lizere
toplam 1413bp’den olusur. Her iki exon da 3385 bp'lik bir intron ile ayrilir. DAXI, 470

amino asit uzunlugunda bir proteini kodlar (41).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, yumurtalik gelisimini aktif olarak destekleyen ve

erkek cinsiyet gelisimini baskilayan gen olarak tanimlanmistir (3).

DAXI1, erken gonadal cinsiyet tespitinde kritik bir role sahiptir. SRY ekspresyonu
durduktan sonra, DAX1 gelismekte olan testiste azalir, ancak overde ekspresyon seviyelerini
korur. DAX1'in bir yumurtalik belirleyici gen olmadigini, ancak eger over eksprese edilirse,
bir anti-testis geni olarak SRY'ye antagonistik olarak davrandigini diigiindiiren fonksiyonel
yumurtaliklar gelistirir. DAX1 geninin fonksiyon kaybi, mutasyonlari, diiplikasyonu veya
silinmeleri, cinsiyet gelisim bozukluguna neden oldugu gosterilmistir. 46, XY bireylerde
DAXI1 yeterli bir dozajda mevcutsa, normal testis gelisimini indiikleyebilir. Ote yandan, ¢ok
az veya ¢ok fazla DAXI aktivitesi yanlis diizenlenmis testis gelisimine yol agar. Asiri
ekspresyonu, testis vaskiilatiirliniin bozulmasina ve leydig hiicre gelisimini baskilayarak
testosteron iiretiminin inhibe edilmesine neden olur, ancak cinsiyet tersine ¢evrilmeye yol

agmaz (18).

DAX1'in fonksiyon kaybi mutasyonlar1 veya silinmeleri, konjenital adrenal
hipoplaziye ve azalmis steroidogenez nedeniyle erkek genital gelisimindeki anormalliklerle

iliskili hayati1 tehdit eden adrenal yetmezlige yol acar (24).

DAX1 geni duplikasyonunun, 46,XY’li bireylerde gonadal disgeneziye neden oldugu
bildirilmektedir. Ote yandan bu gende islev kaybina neden olan mutasyonlarin varlig
erkeklesme yoniindeki genler lizerindeki antagonist etkiyi yok edeceginden XX bireylerde

testis gelisimine neden olabilir (25).

DAXI1, adrenal korteks, gonadlar, hipotalamus ve hipofizde ifade edilir. DAX1'deki
mutasyonlar, insanda primer adrenal yetmezlige ve hipogonadotropik hipogonadizme (HH)

yol agar (30).

16



3.8. WNT4 Geni

WNT4 geni, 1. kromozomun p35 lokusunda bulunan 5 exon, 4 intron boélgesinden
olusan bir gendir. Exon bolgeleri toplam 1654 bp meydana gelir. Bu gen, erkek cinsiyet
farklilagsmasin1 baskilayan, cinsiyet gelisiminde ve prenatal gelisimde kritik rol oynayan

WNT gen ailesinin bir iiyesidir (42).

WNT genleri, viicuttaki kimyasal sinyal yollarina katilan proteinlerin yapimima etki
eder. Bu yollar belirli genlerin aktivitesini kontrol eder ve embriyonik gelisim sirasinda
hiicreler arasindaki etkilesimi diizenleyerek, disi lireme sistemi, bobrekleri ve birkag hormon
iireten bezin olusumu i¢in 6nemli olan proteinlerin iiretilmesini saglar. Disi ilireme
sisteminin gelisimi sirasinda, WNT4 proteini embriyoda uterus, fallop tiipleri, serviks ve
vajinanin iist kismina gelisen yapilar olan Miillerian kanallarinin olusumunu diizenler. Bu
protein ayrica postnatal donemden yetiskinlige kadar yumurtaliklarin gelismesinde rol oynar
ve yumurtaliklardaki yumurta hiicrelerinin (oositlerin) gelisimi ve bakimi i¢in énemlidir. Ek

olarak, WNT4 proteini erkek cinsiyet hormonlarinin (androjenlerin) iiretimini diizenler.

WNT4 genindeki mutasyonun, disilerdeki iireme sistemini etkileyen bir durum olan
Miillerian aplazi ve hiperandrojenizme neden oldugu bulunmustur. Bu duruma sahip bireyler
tipik olarak azgelismis veya eksik bir uterusa sahiptir ve adet gormezler. Ayrica, akne ve
asirt yiz killarina neden olabilecek anormal derecede yiiksek androjen seviyelerine sahip

olabilirler (31).

Salgilanan sinyal molekiilleri ailesinin liyesi olan WNT4, yapilan bir calismada tespit
edilen ilk disi cinsel gelisim geni oldugu ve cinsiyet belirleme faktorlerinden biri oldugu
bildirilmigtir. WNT4’iin gelismekte olan XX fare bireylerin yumurtaliginda eksprese oldugu,
ancak gelismekte olan testiste down regiile edildigi tespit edilmistir. WNT4’li delesyona
ugramis farelerde, XX bireylerin erkeklestigini, bu da bu genin kadin cinsel gelisimi i¢in

gerekli oldugunu gosterir (3).

Yapilan baska bir calismada WNT4’{in, gelismekte olan yumurtalikta kalict iken testis
gelisimi basladiktan sonra erkek gonadlarda baskilandigi bildirilmistir. WNT4 geninde
homozigot mutasyona sahip XX farelerde, i¢ genital organlarin ve yumurtaliklarin
gelisiminin ciddi bir sekilde bozuldugu, yumurtalik kortekslerinde hizli apoptoz
gerceklestigi tespit edilmistir. Insan fetal yumurtaliklarinda WNT4 proteininin ekspresyonu,
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yeni folikiillerin hizla olustugu hamileligin ortasinda yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu
durum WNT4'in, uygun folikiil yapilarina sahip olmayan WNT4'ten yoksun hayvanlarda da
gosterildigi gibi, insan yumurtaliklarinda folikiil olusumunun diizenlenmesinde 6nemli bir
role sahip olabilecegi anlamina gelmektedir. Bununla birlikte, WNT4’iin fetal yasamin
ilerleyen donemlerinde yumurtaliklarda ve yetiskin bireylerin yumurtaliklarinda da
mevcuttu ve WNT4'lin insan yumurtaliklarinda folikiiler gelisim ve olgunlagsmada rol
oynayabilecegi goriislinli desteklemektedir. Ayrica WNT4'{in insan yumurtaliklarinda oosit
sag kalimi, folikiil olusumu ve folikiil olgunlasmasinin diizenlenmesinde rol oynayabilecegi

goriigiinii desteklemektedir (26).

Glinlimiizde WNT4 mutasyonlar1 46,XX CGB hastalarinda tanimlanmis ve disi
gelisimindeki temel rolii dogrulamistir. WNT4 mutasyonlarinda Miiller yapilarin gelisiminin
bozuldugu, bununla beraber Wolf kanal yapilarinda herhangi bir anomali izlenmedigi tespit

edilmistir (27).

Sonu¢ olarak WNT4, erkek cinsel farklilasmasini baskilayarak, Miillerian kanal
farklilagsmasini tesvik edip cinsel farklilasmada rol oynadigi ve oosit sagligini korudugu

bulunmustur (28).

Heterozigot WNT4 mutasyonu tasiyan kadin hastalarda, miillerian kanal

anormallikleri ile birlikte hiperandrojenizm de bulundugu tespit edilmistir (29).

WNT4 geni DAX1 i arttirarak SF1°1 antagonize eder ve bu sekilde testis gelisimini
engeller. Ayn1 zamanda RSPO1 ve WNT4 birlikte B-katenini stabilize ederek disi yonde

cinsiyet gelisimini uyarirken testis gelisimini baskilar (43).
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4. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Genetik Tan1 Laboratuvarina 2018-2020 yillar1 arasinda cinsel gelisim bozuklugu 6n tanisi
ile gelen hastalardan alinan periferik kandan oOnce kromozom analizi yapilip 46,XX
karyotipine sahip bireyler tespit edilmis daha sonra bu bireylerin DNA’lar1 izole edilerek
mutasyon analizi yapilmistir. Hasta bireylerden elde edilen DNA’lar ile saglikli erkek ve disi
kontrol grubu kullanilarak DAX1 ve WNT4 gen mutasyonu tespit etmek i¢in, Real-time

PCR teknigi uygulanarak genlerde mutasyon analizleri yapilmistir.

4.1. Kromozomlarin Eldesi

Kromozomlar lenfosit kiiltiirii yontemi ile elde edilmistir. Lenfosit kiiltiir yontemi ile
kromozomlar1 elde etme yontemi asagidaki gibidir:

1. Hastadan heparinli steril enjektor yardimi ile 4-5 ml kan alinir. Hastanin adi soyadi
tiipe yazilir.

2. Kiiltiir besi yerinden falkon tiiplere 5 ml birakildu.

3. Hastadan alinan kan 5-6 damla tiiplere eklendi ve 72 saatlik inkiibasyon i¢in etiive
birakildu.

4. 72 saatin son 45 dakikasinda etiivden ¢ikarilan tiipe 2 damla colcemid eklendi ve
tekrar etiive birakilarak 72 saatin sonunda ¢ikarildi.

5. Etlivden cikarilan tiipler biraz vortekslendikten sonra 1200 rpm de 10 dk santrifiyj
edildi.

6. Santrifiij sonras1 iistteki slipernatant atildi, altta kalan pelet vortekslenip iizerine 10

ml hipotonik soliisyonu eklendi ve 10 dakika etlive birakild.

7. 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra tekrar iistiindeki siipernatant atildi
ve vortekslenirken {istiine pastor pipetle 10 ml fiksatif eklendi.

8. Birkag defa fiksatif ile yikama islemi tekrarlandi.

9. Son yapilan santrifiijden sonra tiiplerin i¢inde 0.5-1 cc pelet birakildu.

10. Alt kisimdaki pelet pipet ile karigtirilip lamlara 25-30 cm ylikseklikten
damla damla damlatilarak yayildi.

11. Kurumasi i¢in bekletilen preparat 3 giin etiivde yaslanmaya birakildi.

12. Ucgiincii giiniin sonunda preperatlar, igerisinde pankreatin ¢dzeltisi bulunan

salelere 30-60 saniye bekletilip ¢ikarildi.
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13. Oradan ¢ikarilan preperatlar iki defa icerisinde destile su bulunan salelere
batirilip ¢ikarildi.

14. Daha sonra Giemsa boyasinin bulundugu salelere birakilan preperatlar 4-5
dk boyamaya birakildi.

15. Boyadan ¢ikarilan preperatlar iki defa distile suya batirilip ¢ikartildi.

16. Temizlenen preperatlar kromozom analizi yapip karyotip olusturmak i¢in

mikroskop altinda incelenmeye hazir hale getirildi.

4.2. Preperatlarin Boyanmasi ve Degerlendirilmesi

Boyama yontemi olarak Giemsa diiz boyama yontemi kullanilmistir. Diiz boya i¢in 95
ml distile suya 5 ml giemsa 16sing eklenerek boya tamponu hazirlanmis ve 5 dakika boya

tamponunda bekletilen preperatlar distile sudan geg¢irilerek kurumaya birakilmistir.

Incelenmeye hazir preperatlar mikroskoba yerlestirilerek yeterli sayida tarama yapilip
her bir hasta i¢in 20 ile 40 aras1 metafaz evresi bulduktan sonra resimleri ¢ekilmis, sayisal ve
yapisal anomalikleri belirlenerek degerlendirmeye alinan hastalarin  karyotipleri

¢ikarilmstir.
4.3. Karyotiplerin Belirlenmesi

Mikroskop altinda degerlendirilen uygun metafazlar 100 lik objektifde analiz

edildikten sonra karyotipleri belirlenir ve arsive alinir.
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Sekil 6: Normal Disi Karyotipi
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4.4. DNA izolasyonu

EDTA'l tiiplerdeki kan 50 ml'lik falkon tiiplere alindi.

Falkon tiiplerin {istline 35- 40 cc ye gelene kadar Reaktif A eklendi.
Tiipler 2 dk elle karistirildi.

3000 rpm' de +4 °C' de 10 dk santrifiij edildi.

A

Santrifiigasyon sonrasi falkon tiiplerdeki pellete zarar vermeyecek sekilde
siipernatant kismi, i¢erisinde ¢amasir suyu olan behere bosaltildi.

6. Kalan kisim iizerine 2 ml Reaktif B eklenip, pipetaj yapildi.

7. Her bir hastanin tlipti 15 ml'lik falkon tiiplere aktarildi.

8. Tiplerin tistiine 500 pl Sodyum Perklorat eklendi.

9. Tiipler oda sicakliginda 15 dk. boyunca karigmasi i¢in roller mix e birakildi.

10. Icerigi karismus olan tiipler daha 6nce 65 °C ye ayarlanan benmaride 30 dk

inkiibasyona birakild1.

11. Benmariden ¢ikarilan her tiipe 2 ml kloroform eklendi.

12. 10 dk rollermix te karistirildi.

13. 1400 rpm' de 15°C-20°C' de 10 dk satrifiij edildi.

14. Santrifiij sonras1 iistte kalan DNA iceren berrak faz pastor pipetiyle baska

bir tlipe aktarildi.

15. Tiiplerin iistiine 4°C' de muhafaza edilen 2 ml etanol eklendi ve hafifge elle
alt st edildi.

16. Plastik 6zeyle tiip icerisindeki DNA’lar hafif dairesel hareketlerle topland.

17. 1,5 ml'lik eppendorf tiipe ucunda DNA bulunan 6ze tersten birakilarak 3 dk

bekletilerek kurumasi saglandi.
18. Uzerinde DNA bulunan 6ze, ucundan kesilerek eppendorf tiipiin igine

birakildi ve tstiine 200 ml distile su eklendi.
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4.5. Real-Time PCR ile Gen Analizleri

DAX1’in exon 1 bolgesindeki 1133A>G (p.Tyr378Cys) mutasyonu ve WNT4’{in exon
2 bolgesindeki 341C>T (p.Alall4Val) mutasyonlarimin belirlenebilmesi i¢in Real Time
PCR cihazinda SYBR Green metodu uygulandi.

Her bir stok calisma i¢in hacim 20 pl olarak belirlendi. Stokun igerigi Tablo 1°de
gosterilmistir. Bu 20 pl’nin 7 pl si su, 2 pul DNA, 1 ul primer, 10 ul SyberGreen MasterMix

tir.

Tablo 1: PCR Gen Analizinde Kullanilacak Stok Igerigi

Madde Miktar
Tek Kullanimlik Enjeksiyon Suyu 7 ul
DNA 2 ul
Primer 1 ul
Sybergreen Mastermix 10 pul

Karigim c¢alismanin daha kolay yapilabilmesi i¢in 6ncelikle DNA siz DAX1 ve WNT4
primerleri igeren toplam hasta sayisi kadar 5 ml’lik eppendorf tiiplere birakilarak stok
olusturuldu. Daha sonra soguk blok {izerine yerlestirilen strip tiiplerin icine 19 pl stok ile
birlikte 1 pl primer eklenerek toplamda 20 pl’lik PCR kitimiz hazir hale gelmis oldu. PCR

kabin ve kullanilan malzemeler Resim 1’de gosterilmistir.
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Resim 1: PCR Kabini ve Kullanilan Malzemeler

4.5.1. Kitlerin Rt- PCR Sistem Makinesinde Okunmasi

16 hasta, bir kadin kontrol bir de erkek kontrol ile birlikte toplamda 18 tiip DAX1 geni
icin, 18 tiip WNT4 geni i¢in, 72 lik doner tablaya yerlestirildikten sonra The Rotor-Gene Q
Qiagen Real Time PCR makinesine birakilarak PCR analizi i¢in gerekli veriler girilerek
baglatildi. DAX1 geninin 1. exon ve WNT4 geninin 2. exon bolgesinde bulunan primer

dizileri tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2: DAX1 ve WNT4 Genlerinin Primer Dizileri

DAX1 F: 5’- GGAGGAGCGGCCTGAGGGC -3°
R: 5’- CAATCATTTTCCTTCCCTTTTCC -3’

WNT4 F: 5’- ATCCAGAGAGAAGTCGGCAGCC -3
R: 5’- CCCGTTGCTCACGAGCGTCTC -3’

4.5.2. PCR Dongii ve Erime Egrisi Degerleri

Her genin kendine 6zgii standart dongli kosullar1 ve erime degerleri vardir. Bu
degerler optimum degere ulasildiktan sonra protokole uygun sekilde gerceklestirilir. DAX1
ve WNT4 genlerinin PCR dongii degerleri Tablo 3’te ve Sekil 7’de verilmistir. Erime
(melting) degerleri Sekil 8 de verilmistir.
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Tablo 3: PCR Dongii Degerleri

Adim Sicaklik Zaman Dongii Sayist
Denatiirasyon 95°C 15 sn 1

Annealing 50°C 20 sn 40

Uzama 72°C 20 sn 40

I~ Long Range
I Touchdown

Sekil 7: PCR Dongti Degerleri

Erime egrisi analizi,

50°C for 20 secs

@ . 8 W @
New Open Save As Help

The run will take approximately 117 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :
Click on a cycle below to modify it :
| Hold Insert after... I

Melt Insert before... I

Remove |
This cycle repeats 40 I time(s).
Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.
lTimed Step _v_l - | & |
95°C for 15 secs
95°C
15 seconds
Not Acquiring 72°C for 20 secs

/

SYBR-Green boyalarin kullanildig1 analizlerde, ¢ogalan

DNA’nin hedef bolge oldugunu kesinlestirmek amaciyla kullanilir. Erime egrisi analizinde,

ikili sarmal DNA 6rneginin sicaklig1 yavas yavas artirilarak floresan sinyalin sicakliga bagl

degisimini gosteren bir grafik olusturulur. Floresan sinyalin ani diisiisiinden kaynaklanan

tepecikler araciliiyla, DNA iplik¢iklerinin birbirlerinden ayrilmalar1 gzlemlenir.
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@, 8 e @
New Open SaveAs | Help
The run will take approzimately 117 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

00 A A PPN A A

Click on a cycle below to modify it :

Hold Insert after... l
Cyclin

Insert before... l

Remove I

Ramp from I55_ﬁ degrees to {95 ﬁ degrees,

Rising by W::JJ degree(s) each step,

Wait for rﬁ_ﬁ_ seconds of pre-melt conditioning on first step,
Wait for 5 ﬁ seconds for each step afterwards.

Acquire to Melt & l on Green

Gain Optimisation
v Optimise gain before melt on all tubes.

The gain giving the highest fluorescence less than I?O ﬁ
will be selected.

Sekil 8: Erime Egrisi Analizi Degerleri (Melt Curve Analysis )
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S. BULGULAR

Calismamiz Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Tan
Laboratuvarina yonlendirilen cinsel gelisim bozukluguna sahip 61 hastayr kapsamaktadir.
Calisma gurubumuzdaki 61 hastaya sitogenetik analiz yapmak i¢in hastalardan alinan
periferik kandan lenfosit kiiltiiri yontemi ile karyotip analizi yapildi ve sonuglar
degerlendirildi. Yaptigimiz sitogenetik analiz sonucunda cinsiyet anomalisi tanisi ile gelen
61 hastadan on altisinda 46,XX karyotipi tespit edildi. Bu hastalardaki DAX1 ve WNT4 gen
mutasyonu analizlerinde, hem DAXI1 geninin exon 1’deki p.Tyr378Cys bolgesinde hem de
WNT4 geninin exon 2’deki 341C>T (p.Alal14Val) bolgelerinde mutasyon olmadigi tespit
edilmistir. Ayrica ¢aligma grubumuzdaki 46,XX karyotipli 16 hastanin klinik kayitlarinda
bes kiside SRY pozitif oldugu tespit edilmistir.

5.1. Sitogenetik Sonug¢lar

Calismaya dahil 61 hastanin; 42 tanesi 46,XY karyotipli (%68.,85), 16 tanesi 46,XX
karyotipli (%26,22), 1 tanesi 46,XXY karyotipli (%1,63), 1 tanesi 45,X karyotipli (%1,63),
1 tanesi de 45,X/47,XXX karyotipli (%1,63) oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara sahip
hastalardan yalnizca 46,XX karyotipine sahip 16 bireyin DAX1 ve WNT4 genlerinde

mutasyon analizi yapild1.

Tablo 4: Sitogenetik sonuglar ve yiizdeleri

Karyotip Frekans Yiizde
46,XY 42 % 68,85
46,XX 16 % 26,22
46,XXY 1 % 1,63
45X 1 % 1,63
45,X/47,XXX 1 % 1,63
Toplam 61 % 100
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5.2. Real Time PCR’da Go6zlenen Gen Mutasyon Analizleri
5.3. DAX1 Gen Mutasyon Analizi

DAX1 geninin primer baglanma egrileri Sekil 9’da, erime egrisi Sekil 10’da
verilmistir. Kontrol gurubu olarak normal kadin ve erkegin kullanildigi calisma
gurubumuzda yapilan RT-PCR testleri sonucu tiim bireylerde DAX1 geninde mutasyon
bulunmamasi nedeniyle ¢alisilan tiim bireylerde PCR egrilerinin pik verdigi gortilmektedir
(Sekil-9 ve Sekil-10). Dolayisiyla calisma gurubumuzdaki 46,XX karyotipine sahip 16
bireyde, incelenen DAX1 geninde fonksiyon kaybina neden olabilecek exon 1 bdlgesindeki

p.Tyr378Cys mutasyonunun olmadig tespit edilmistir.

},?;]2‘ : 2 3 4 H 8 7 8 9 9
Sekil 9: DAX1 Geni Primer Baglanma Egrileri

10 n 12 13 14 15 18 17 18 19 2 2 2 2 2% % % a 5B il 3 3 2 k<) ) ¥ ¥ k1) ¥ 3 “@
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Sekil 10: DAX1 Genin Erime Egrisi
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5.4. WNT4 Gen Mutasyon Analizi

WNT4 geni primer baglanma egrileri Sekil 11°de verilmistir. Erime egrisi Sekil 12°de

verilmistir.

Kontrol gurubu olarak normal kadin ve erkegin kullanildig1 ¢alisma gurubumuzda
yapilan RT-PCR testleri sonucu tiim bireylerde WNT4 geninde mutasyon bulunmamasi
nedeniyle caligilan tiim bireylerde PCR egrilerinin pik verdigi goriilmektedir (Sekil-11 ve
Sekil-12). Dolayistyla c¢alisma gurubumuzdaki 46,XX karyotipine sahip 16 bireyde,
incelenen WNT4 geninde fonksiyon kaybina neden olabilecek exon 2 bdlgesindeki 341C>T
(p-Alal14Val) mutasyonunun olmadig: tespit edilmistir.

Sekil 11: WNT4 Geni Primer Baglanma Egrileri
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Sekil 12: WNT4 Geni Erime Egrisi
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6. TARTISMA

Cinsel gelisim bozuklugu dis genital yapi ile gonad morfolojisi arasindaki uyumsuzluk
olarak bilinmektedir (2). CGB ¢ok genis klinik spektrumda karsimiza ¢ikabilir. Genotipik
bir disi CGB sonucu tamamen erkek goriiniimiinde olabilecegi gibi, genotipik bir erkek te

tamamiyla disi gorlinlimiinde olabilir.

Cinsiyet gelisim bozukluklar1 karyotipe gore cinsiyet kromozomlarina bagli CGB, 46,
XY CGB ve 46, XX CGB seklinde siniflandirilabilir. Calisilan 61 hastanin 16’s1 46,XX
CGB (%26,22), 42’si 46,XY CGB (%68,85), 3’ kromozomlara bagli CGB’na (%4,89)
sahip oldugu tespit edilmistir.

46,XX CGB kendi icinde over gelisim bozukluklari, androjen fazlaligi ve bazi
sendromlar ya da genetik anomaliler olarak gruplandirilmistir. Kuskulu genital yapinin en
stk nedeni cinsiyet steroid biyosentezindeki enzim eksikleri ve eksik olan enzim
basamagiin gerisindeki Onciill hormonlarin 6zellikle de androjen prekiirsorlerinin
artmasidir. Adrojen hormon iiretiminde artisa bagli diside virilizasyona sebep olan KAH

kuskulu genitalyanin en sik sebebidir (43).

Virilizan KAH’da steroid sentezinde eksiklige neden olan enzimler ve 12
mutasyonlart; 21-hidroksilaz eksikligi (CYP21), 11B-hidroksilaz eksikligi (CYP11B1),
3Bhidroksisteroid dehidrojenaz 2 eksikligi (HSD3B2), P450 oksidorediiktaz (POR)
eksikligidir (44). Ayn1 zamanda plesantal aromataz eksikligi (CYP19) ve POR eksikligi de

fetoplesantal androjen artisina ve 46,XX fetusta virilizasyona neden olur (43).

Maternal virilizan tlimorler ve gebelikte kullanilan androjenik ilaglar da disi fetiisii
virilize edebilmektedir (44). Bunlarin disinda kloakal anomaliler, Miillerian ageneziler
(MURCS), uterus anomalileri, labial adezyonlar, vajinal atrezi (McKusick-Kaufman

sendromu) gibi sendromik bozukluklar 46,XX CGB simifinda yer alirlar (44).

Calismamizda DAX1 ve WNT4 genlerinde mutasyon analizi yapilmis olup bu
genlerde s6z konusu mutasyonlar tespit edilmemistir. Ancak vakalarda goriillen CGB’nin
genetik etiyolojisinin tam olarak anlasilabilmesi i¢cin CYP21, CYP11B1, HSD3B2, POR
CYP19 ve POR genleri gibi genlerin de analiz edilmesi gerekmektedir.
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Cinsiyet gelisim bozuklugu olan hastalarin tanisinin erken konmasi, hem metabolik
hem de ¢ocugun dogru cinsel gelisim yoniiniin belirlenmesi agisindan ¢ok énemlidir. Sorun
her zaman fenotipik olarak belirgin olamayabilir ve dis genital yapilarinda belirgin bir
anormallik icermeyenlerin tanis1 genellikle gecikir. Bu nedenle cinsiyet gelisim
bozuklugunun erken tanis1 i¢in yeni dogan her bebegin ayritili genitoiiriner sistem
muayenesinin yapilmast gereklidir (33). Bizim g¢alisma grubumuzdaki hastalar kuskulu

genitalya, KAH ve intersex gibi CGB 0n tanilariyla gelmistir.

Genel olarak, memelilerde cinsiyet tayini, bipotansiyelli embriyonik gonadin ya erkek
ya da disi farklilasmaya bagli olarak, embriyogenez sirasinda baslar. Bu siirecin baslangici,
karmasik bir gen agi igerir. Gonadlarin ve diger cinsiyete 6zgli anatomik yapilarin ve
bireyin dis genital organlarinin uygun gelisimi i¢in bunlarin uygun bir sekilde diizenlenmesi
gereklidir. En basit anlamda CGB tanim1 fenotipik cinsiyet (makroskopik veya somatik) ile

genotipik cinsiyet (kromozom ve genetik dizilim) arasindaki uyumsuzluktur.

Poaty H. ve arkadaslar yaptiklar1 ¢alismada konjenital adrenal hiperplazide, adrenal
androjenlerin asir1 biyosentezinin, 46,XX'de cinsel organlar1 erkeklestirdigini tespit
etmislerdir. Yine aymi ¢alismada 46,XY CGB de, testislerin mevcut oldugunu ancak dig
genital organlar neredeyse disi oldugunu. 46,XX CGB olan grupta, yumurtaliklarin varligina
dikkat cekmis ancak dis genital organlar bazen vajinal bosluklarin tikanmasi ile birlikte
tamamen erkek tipinde oldugunu. Son grup olan ovotestikiiler CGB'da ise hem yumurtalik

hem de testis dokularinin ayn1 gonadda bir arada bulundugunu belirtmislerdir.(37).

Normal saglikli bireyde XX gonadda, diisik AMH seviyeleri ve testosteron yoklugu
Wolffian kanallarinin kivrilmasina ve Miillerian kanallarinin ovidukt, uterus ve vajinanin {ist
kismin1 olusturacak sekilde gelismesine neden olur. Androjenlerin yoklugu, dis kadin cinsel
organlarmin gelismesine neden olur. WNT4'teki fonksiyon kaybi mutasyonlari, virilize

edilmis ve Miillerian yapilar1 olmayan 46,XX bireylerde tanimlanmaistir (38).

46,XX CGB birey erkeklerin yaklasik %901 SRY gen tasiyicisidir. Bizim calisma
grubumuzdaki 46,XX karyotipli 16 hastanin klinik kayitlarinda besinde (%32,3) SRY
geninin pozitif oldugu bildirilmektedir. Cogunlukla bu durum peternal spermatogezde
mayoz sirasinda cinsiyet kromozomlarin psddootozomal bolgeleri arasindaki dengesiz

krossing-over sonucu SRY geninin X kromozomuna translokasyonu sonucu olusur (39).
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DAX1 geni her iki gonad gelisiminde de gereklidir. Ancak yiiksek dozda DAX1
ekspresyonu SF1’i antagonize ederek testis gelisiminde bozulmaya ve 46,XY bireylerde
CGB’ye yol agar. DAX1 geni SRY tarafindan inaktif tutulur ve boylece bir erkek gonadal
farklilasma yolu izlenir. Aktif bir X kromozomunda fazladan bir kopya ortaya c¢ikarsa,
DAX1 SF1’1 antagonize eder ve disi bir yol izlenir. Daha sonra DAX1 doz asimi TES'i
baskilar ve bdylece SOX9 inaktive olur ve testis olusumu bloke olur (34). Calisma
grubumuzdaki hastalardan SRY’si pozitif olan ve testikiiler feminizasyon ile ovotestis 6n
tanis1 almig bireylerde yine DAX1 ve WNT4 gen bolgelerinde mutasyona rastlanmamastir.
Burada DAXI1 geninin overeksprese olmadigt bu yiizden SRY’yi baskilamadigi

distiniilmektedir.

Gilinlimiizde over gelisiminde rol aldig1 bilinen genler WNT4, RSPO1, FOXL2’dir.
WNT4 geni DAX1’1 arttirarak SF1°1 antagonize eder ve bu sekilde testis gelisimini engeller.
WNT4 genindeki fonksiyon kaybina neden olan delesyonlar, XX disi fare embriyosunun
cinsiyetini tersine ¢evirdigi ve bazi erkek Ozelliklerinin sergilenmesine neden oldugu
gosterildi (35, 40). Calismamizda DAX1 ve WNT4 genlerinde mutasyonlar tespit
edilememistir. Ancak vakalarda goriilen CGB’nin genetik etiyolojisinin tam olarak
anlasilabilmesi i¢in ayn1 zamanda CYP21, CYP11B1, HSD3B2, POR CYP19 ve POR

genleri gibi genlerin de analiz edilmesi gerekmektedir.
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7. SONUC

Genetik analizler, insan cinsel gelisiminde ¢esitli genlerin ve gen dozajlarinin 6nemli
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Disgenetik gonadlarin gelisimi ile ilgili 6nemli genlerden iki
tanesi de DAX1 ve WNT4 genleridir. Calismamizda DAX1’in exon 1 bdlgesindeki
p.Tyr378Cys mutasyonu ve WNT4 exon 2 bolgesindeki p.Alal14Val olasi mutasyonlari
analiz edilmis olup bu genlerde s6z konusu mutasyonlar tespit edilememistir. Oysa bu
genlerin dozajlarinin da CGB hastalarda gonad gelisiminin etiyolojisinde rol oynadigi
bilinmektedir. Bu nedenle bu genlerin dozajlarmmin belirlenmesi ve cinsiyet belirleme
kademesinde rol oynayan diger genlerin de analiz edilmesi gerekmektedir. Hasta grubumuz
icindeki SRY pozitif olan 5 hastanin ovotestis (testikiiler CGB) 6n tanili olarak geldigi
bilindigi geriye kalan hastalarin CGB nedeninin fetal kaynakli 21-Hidroksilaz eksikligi, 11B3-
Hidroksilaz eksikligi,3B-Hidroksisisteroid dehidrogenaz eksikligi, aromataz eksikligi ve

maternal kaynakli asir1 androjen iiretiminden kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir.

Genel olarak, cinsel gelisim bozukluklarmin ¢ogunda genetik etiyoloji
bilinmemektedir ve yine ilgili genetik yolaklar hakkindaki bilgi zayifligt bu tiir

rahatsizliklarin kesin sonucuyla alakali verilerin daha ¢ok calisilmasini gerektirmektedir.

Yaptigimiz calisma bu gen bolgeleri ile yapilacak olan cinsiyet tayini ile ilgili diger
calismalara ek bilgi saglayacaktir. Buna bagl olarak ihtiyaci olan bireylere uygun genetik
danmisma verilerek kisiye, ailesine ve gelecek kusaklara bu tiir hastaliklar hakkinda
farkindalik olusturulmasi saglanabilir. Bu bulgu ayrica, cinsiyet belirlemenin birden fazla

genetik faktor tarafindan diizenlenen karmasik bir siire¢ oldugunu da gostermektedir.
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10.2. Etik Kurul Onay Raporu

DICLE UNIVERSITESI TIP FAKULTESI GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK
ARASTIRMALAR ETIK KURULU

DICLE UNIVERSITY MEDICAL FACULTY ETHICS COMMITTEEFOR
NONINTERVENTIONAL STUDIES

757

KARAR

Prof. Dr. Mahmut BALKAN, Ahmet Serhat BAYAR isimli aragtirmacilar tarafindan planlanan |
“Cinsiyet anomalisi olup 46 XX karyotipine sahip hastalarda DAX1 ve WNT4 tiim gen analizi” baghkl
arasurmaya Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul'u tarafindan toplaniida hazir bulunan fiyeler
tarafindan oy birligi ile onay verilmistic,

Klinik aragtrma tamamlanip yayn asamasing geldiginde, yayna sunulan bildiri veya makalenin
bir dmneginin Etik Kurul'a verilmesi zorunlodur,
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The project titled as “Whole gene analysis of DAX] and WNT4 in patients with karyotype of
46,XX with sex abnormality ™ planned by Mahmut BALKAN, Ahmet Sorhat BAYAR has been approved by
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10.3. Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu

Sizi Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali
tarafindan yiiriitiilen “CINSIYET ANOMALISI OLUP 46,XX KARYOTIPINE SAHIP
HASTALARDA DAX1 VE WNT4 GEN ANALIZI” baslikli arastirmaya davet ediyoruz.
Bu arastirmaya katilip katilmama kararin1 vermeden once, arastirmanin neden ve nasil
yapilacagini bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle bu formun okunup anlasilmasi biiyiik
Onem tasimaktadir. Eger anlayamadiginiz ve sizin i¢in agik olmayan seyler varsa ya da daha
fazla bilgi isterseniz bize sorunuz.

Sitogenetik analiz sonucu 46,XX karyotipindeki hastalarin DAX1 ve WNT4
genlerinin analizini yapip, cinsel gelisim bozukluguna olan etkisini saptayarak elde edilecek
verilerin incelenmesi ve derlenmesi ile toplanacak bilgilerin bilimsel ¢alismalara katkisi
amaciyla sizlerin verecegi kan 6rnekleri bu arastirmaya biiyiik bir etki saglayacaktir.

Bagislayacaginiz kan Ornegiyle, calismalarin sonuglarindan herhangi bir ticari kazang
beklememeyi de taahhiit ediyorsunuz. Bu c¢alismaya katilmak i¢in herhangi bir {icret
O0demeniz de gerekmemektedir.

Bu c¢alismayr yapabilmek icin kolunuzdan 10 ml (1 tiip) kadar kan almamiz
gerekmektedir. Kol damarmizdan kan alinmasi sirasinda igne batmasina bagl olarak biraz
ac1 duyabilirsiniz. Az bir ihtimal de olsa, igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi, igne
batan yerde gecici bir morluk gelismesi ya da ¢ok daha nadir olarak enfeksiyon riski
bulunmaktadir.

Prof. Dr. Mahmut BALKAN ve Sorumlu Arastirict Yiiksek Lisans 6grencisi Ahmet
Serhat BAYAR tarafindan Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik
Bolimii laboratuvarlarinda ortak olarak yiiriitiilecek bu genetik aragtirma ile ilgili yukaridaki

bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimc1” olarak davet
edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam genetikgi ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu aragtirma sirasinda biiylik 6zen ve saygi ile yaklasilacagima inaniyorum.
Aragtirma sonuglarinin e8itim ve bilimsel amaglarla kullanim1 sirasinda kisisel bilgilerimin
thtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak aragtirmacilart zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi dnceden bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim). Bu durumda genetik
malzememle 1ilgili c¢alisma arastirmanin  en yakin asamasi tamamlandiginda
sonlandirilacaktir.

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

Bu c¢alismaya katilmak tamamen goniilliiliikk esasina dayanmaktadir. Caligmaya
katilmama veya katildiktan sonra herhangi bir anda ¢alismadan ¢ikma hakkina sahipsiniz.
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Calismayr yanitlamaniz, arastirmaya katilm icin onay verdiginiz bigiminde
yorumlanacaktir. Size verilen formlardaki sorular1 yanitlarken kimsenin baskis1 veya telkini
altinda olmaym. Bu formlardan elde edilecek bilgiler tamamen arastirma amaci ile
kullanilacaktir. Sizden alinacak kan oOrnegi sadece calismada belirtilen amag icin
kullanilacaktir. Ilave bir inceleme yapilmayacaktir.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayict bir davranisla karsilasmis degilim. Bana yapilan tiim agiklamalari
ayrintilartyla anlamisg bulunmaktayim. Kendi basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi
gecen bu arastirma projesinde “katilimc1” olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan
daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.

GONULLU OLUR FORMU

Yukarida goniilliiye aragtirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni okudum.
Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu
arastirmaya genetik/biyolojik incelemeler yapilmak iizere kendi rizamla hicbir baski ve
zorlama olmaksizin katilmay1 ve kan 6rnegi vermeyi kabul ediyorum.

Goniilliiniin
Adi-Soyadi: Imzast:

Vesayet altinda bulunanlar i¢in vasisinin:
Adi-Soyadu: Imzast:

Aciklamalar1 yapan/ornegi alan arastirmacinin:
Adi-Soyadu: Imzast:

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus goérevlisinin
Adi-Soyadu: Imzast:

Tarih: ..... [ooii.. [ooeo...
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