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1. GIRIS

Cinsiyet gelisimi, birgok faktoriin etkisinde ortaya ¢ikan olduk¢a karmagik
bir siirectir. Cinsiyet, fertilizasyonda belirlenmekte ve 46,XX karyotipli fetusta
disi yoniinde, 46,XY karyotipli fetusta erkek yoniinde gelismektedir. Cinsiyet
belirlenmesi ve farklilagsmasi bir¢gok genin etkisiyle olmaktadir. Bu genler,
cinsiyet kromozomlarnin yanisira otozomal kromozomlar iizerinde de
bulunmakta ve bu genlerde olusan mutasyonlar Cinsiyet Gelisim Bozukluklari’na
(CGB) neden olabilmektedir. CGB, siipheli genitalyadan komplet seks reversala
kadar degisebilen klinik Ozelliklerle ortaya c¢ikabilmektedir. Y kromozomu
tizerinde yer alan SRY (Y kromozomu iizerinde cinsiyet belirleyen bolge/ Sex-
determining region on Y) geni, cinsiyetin belirlenmesi ve farklilasmasinda 6nemli
bir rol oynamaktadir. Bunun yaninda SOX9, SF1, WT1, DAX1, WNT4, DMRT1,
DHH, FGF9, MAP3K1l, FOXL2, ATRX ve CBX2 genlerinin de cinsiyet
gelisiminde etkili oldugu bilinmektedir. Literatiirde 9. kromozomun kisa kolu ve
10. kromozomun uzun kolunun delesyonlart ile X kromozomunun p21-p22
bolgesinin duplikasyonunun da seks reversala neden oldugu bildirilmektedir.

Bu calismanin dahil olma kriterleri; 46,XY karyotipine sahip olma, disi
yoniinde fenotip, SRY geni varligi, FSH-LH seviyesinin yiiksek olmasi,
testosteron seviyesinin kadin cinsiyete gére normal olmasi ve uterus varligi olarak
belirlenmis, bu 6zellikleri tagimayan, steroidogenezde gorevli enzim eksikligi ve
sendromik o6zelliklere sahip olan olgular ¢alismaya dahil edilmemistir. Dahil olma
ve diglama kriterleri esas alinarak caligma kapsamina alinan, 46,XY seks

reversalli 10 olguda, etiyolojik nedeni ortaya ¢ikarmak amaciyla, SRY, WT1 ve



CBX2 genlerine dizi analizi ve Array (Affymetrix® Cytogenetics Whole-Genome
2.7TM Array) calismasi yapilmistir. Seks reversal ile birliktelik gosteren
sendromlara yol acan genler ¢alismaya dahil edilmemistir.

Seks reversalli hastalarin  %15’inde  SRY geninde mutasyon tespit
edilebilmektedir. Bu nedenle, bu calismada ilk asama olarak 46,XY seks reversalli
hastalarda SRY geninin varliginin arastirilmasi ve bu genin dizi analizinin
yapilmasinin yararli olacagi diisiinlilmiistiir. Daha sonra seks reversala neden
oldugu bilinen WT1 genine dizi analizi yapilmis ve patojenik mutasyon
saptanmamistir. Tim olgulara daha once bildirilen delesyon/duplikasyonlari
ekarte etmek amaciyla da Array (2.7M) ¢alismas1 yapilmis, bilinen delesyon ve
duplikasyonlar tespit edilmemistir. Ancak Array analizi sonucunda, gonadlarda
eksprese oldugu bilinen, spermatogenez ve hiicre farklilasmasinda rol alan
ZFP41 geni basta olmak iizere, GLI4, TOP1MT, RHPN1, ZC3HC, TIGDS5,
PYCRL, TSTA3, BREA2, PUF60 genlerinin seks reversal i¢in aday genler
olabilecegi diistintilmiistiir

Literatiirde 46,XY seks reversalli bir olguda, bilesik (compound)
heterozigot mutasyonu bildirilmis olan CBX2 geni, farelerde yapilan ¢aligmalarda
CGB’ye neden oldugu bilinen bir gendir. Bu nedenle ¢aligmamizda SRY, WT1
genleri dizi analizlerinde ve Array analizinde Onceden bildirilmis herhangi bir
patolojik degisiklik bulunamayan olgulara CBX2 geninin dizi analizi yapilmis ve

olgularin hi¢birinde mutasyon saptanmamastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Cinsiyet Belirlenmesi ve Gelisimi

Cinsiyet belirlenmesi ve gelisimi, genetik, hormonal ve psikososyal
etkenlerin rol aldig1 bir siirectir. Yasamin ilk haftasinda bir fetusun ne anatomik
ne de hormonal cinsiyeti vardir, yalnizca karyotipi kadin ya da erkek oldugunu
gosterir (1).

Cinsiyet farklilagmasi; genetik cinsiyetin belirlenmesi, gonadlarin
farklilagsmasi, i¢ ve dis genital yapilarin farklilagmasi ve beyin- hipotalamus
aksimnin farklilagsmasini iceren 4 basamakta incelenebilmektedir (2).

Cinsiyet gelisimi, cinsiyet kromozomlarinin varlig: ile baslar ve embriyo,
konsepsiyon sonrasi 6. haftaya kadar bipotansiyel gonad yapisina sahiptir.
Cinsiyetin  belirlenmesi,  fertilizasyonda  kromozomlarin  dagilimi  ile
gerceklesmektedir. Insanlarda ikisi cinsiyet kromozomlari olmak iizere 46 adet
kromozom bulunmaktadir. Cinsiyet gelisimi; iki X kromozomu olan bireyde disi
yoniinde olurken, bir X bir Y kromozomu olan bireyde erkek yoniinde olmaktadir
(Sekil.2.1). Daha sonra, cinsiyet kromozomlar1 disinda bazi otozomal genlerin de

etkisiyle cinsiyet gelisimi tamamlanmaktadir (3).



46,XY 46,XX

Y kromozomu varliginda Y kromozomu yoklugunda

Farkhlasmams gonadlar

N\
. N\

Testise farkhlasma Overe farkhlasma
Mediiller kanal gelisimi Mediiller kanal regresyonu
Kortikal kanal yoklugu Kortikal kord gelisimi
Kalmn tunika albuginea Tunika albuginea yvoklugu

Sekil 2.1.  46,XY ve 46,XX Kkaryotip yapilarinin cinsiyet gelisimi iizerine

etkileri

2.2. Cinsiyet Gelisim Embriyolojisi

2.2.1. Gonadlar

Bir embriyonun cinsiyeti kromozomal olarak fertilizasyonda belirlenirken,
gonadlar fetal hayatin 7. haftasindan sonra erkek ya da disi yonde gelismektedir.
Gonadlar “genital ridge”(genital kabariklik) ya da “gonadal ridge” (gonadal
kabariklik) denilen bir ¢ift ¢izgisel yap1 olarak ortaya ¢ikmakta ve mezenkimal ve
epitelyal dokunun proliferasyonu ile sekillenmektedir. Germ hiicreleri ise,
gelisimin 6. haftasina kadar izlenmemektedir (2).

Primordial germ hiicreleri, allantois kesesine yakin yolk kesesi duvarinda
bulunan endoderm hiicrelerinden kdken almakta ve fetal hayatin 3. haftasinda
gonadal kabarikliga dogru gbé¢ etmeye baslamaktadir. 4 hafta siiren bu gog

hindgutun dorsal mezenteri boyunca ameboid hareketlerle gerceklesmekte ve

4



primordial germ hiicreleri 5. haftada primitif gonadlara ulasmaktadir. Genital
kabarikliga ulasmalarinda hata oldugunda ise gonadlar gelisememektedir.
Primordial germ hiicreleri, gonadlarin over ya da testis yoniinde gelismesinde
indiikleyici bir etki gostermektedir (2).

Kisacasi, primordial germ hiicrelerinin hareketi Oncesi ve hareketleri
boyunca; genital kabarikliktaki epitelyal hiicreler, mezenkim doku igerisine
penetre olurlar. Burada primitif seks kordlarmi olustururlar. Hem erkek hem disi
embriyolarda, bu doku yiizey epiteli ile iliskilidir ve gonadin disi ya da erkege ait
oldugu ayiriminin miimkiin olmadig1 bu evrede s6z konusu yap1 farklilasmamis

gonad olarak isimlendirilmektedir (2).

2.2.2. Testis Farklilasmasi

Genetik olarak erkek olan embriyonun primordial germ hiicreleri, X ve Y
kromozomlarimi tasimaktadir. Y kromozomunda bulunan SRY geni etkisinde;
prolifere olan primitif seks kordlari, medullaya penetre olarak testis ve mediiller
kordlar1 olusturmaktadir. Glandin hilumunda, daha sonra “rete testis” olarak
isimlendirilecek olan hiicrelerin dizilimi gerceklesmektedir. Gelisim siirecinde
fibr6z konnektif doku, testis kordlarini yiizey epitelden ayiran tunika albugineay:
olusturmaktadir (2).

Primitif germ hiicreleri ve yiizey epitelinden kdken alan sustantakiiler
sertoli hiicrelerinden olusan testis kordlari, 4. ayda at nali seklini almakta ve rete
testis olarak devam etmektedir. Leydig hiicreleri, gonadal kabarikliktaki

mezenkimden koken almakta ve testis kordlarinin arasinda bulunmaktadir. Leydig



hiicreleri kordlarin farklilasmasindan kisa bir siire sonra gelismektedir. Leydig
hiicreleri gestasyonun 8. haftasinda, testosteron iiretimine baslamakta ve boylece
testis, hem seksiiel farklilasma hem de i¢ ve dis genital yap1 iizerinde etkisini
gostermektedir (2).

Testis Kordlari, pubertal doneme kadar solid olarak izlenmekte ve liimen
olustugunda seminifer tiibiil olarak isimlendirilmektedir. Seminifer tiibiiller
kanalize olduklarinda rete testis tiibiilleriyle iliski kurmakta ve duktuli efferentlere
acilmaktadir. Duktuli efferentler mezonefrik sistemin bosaltic1 tiibiilleridir. Rete

testis ve mezonefrik (wolfian) kanallar duktus deferensi olusturmaktadir (2).

2.2.3. Over Farklilasmasi

Disi embriyoda XX cinsiyet kromozom yapisi bulunmaktadir. Primitif
germ hiicrelerini igermekte olan primitif seks kordlar1 overlerin mediiller kismini
kaplamaktadir. Daha sonra primitif germ hiicreleri vaskiiler stromaya yer
degistirerek overyan medullay1 olusturmaktadir (2).

Disi gonadin yiizey epiteli, erkek gonad yapisindan farkli olarak, prolifere
olmaya devam etmektedir. 7. haftada korteks, mezensim doku i¢ine dogru
uzanarak ikincil cinsiyet kordlarini olusturmaktadir. 3. ayda bu kordlar izole hiicre
kiimelerini olusturmaktadir. Primordiyal hiicreler bu kiimelerin icine yerleserek
prolifere olmaya devam etmekte ve oogonium olusmaktadir. Oogoniumun etrafi,
follikiiler hiicreler ad1 verilen epitelyal hiicreler tarafindan sarilmaktadir. Oogonia

ve follikiiler hiicreler primer follikiilii olusturmaktadir (2).



XX cinsiyet kromozomu yapisina sahip embriyoda, XY cinsiyet
kromozom yapisin1 tagiyan embiyonun mediiller hiicre kordlar1 gerilemekte,

sekonder kortikal kordlar gelismektedir (2).

2.2.4. Genital Duktuslarin Farklilasmasi

Hem erkek hem disi embriyo, mezonefrik (wolfian) ve paramezonefrik
(miillerian) olmak tizere bir ¢ift genital duktus yapisina sahiptir. Paramezonefrik
kanal, “iirogenital ridge”in (iirogenital kabariklik) 6n yiiziinde longitiidinal bir
yerlesim gostermektedir. Paramezonefrik kanalin bas tarafi abdominal bosluga
baca seklinde agilmakta, kuyruk tarafi ise, kaudomedial olarak yerlesmek iizere
once mezonefrik duktusu caprazlayarak yer degistirmektedir. Kars1 taraftaki
paramezonefrik kanal ile, aralarinda bir septumun varliginda orta hatta
birlesmekte ve daha sonra bu septum ortadan kalkarak uterin kanal olugsmaktadir.
Bu birlesik yapinin kaudal ucu, iirogenital siniisiin arka duvarinda paramezonefrik
ya da miillerian tiiberkiil adi verilen bir ¢ikint1 olusturmaktadir. Mezonefrik

kanallar miillerian tiiberkiiliin her iki yanindan iirogenital siniise agilmaktadir (2).

2.2.4.1. Erkekte genital kanallarin farklilasmasi

Mezonefroz gerilerken, epigenital tiibiiller gibi birkag¢ ekskretor tiibiil, rete
testis kanallariyla iligki kurarak sonunda efferent duktuslari olusturmaktadir.
Ekskretor tiibiiller, testisin kaudal bolgesine aittir. Paragenital tiibiiller rete testis

kordlariyla iliskili degildirler ve kalintilar1 paradidim olarak bilinmektedir (2).



Apendiks epididim, mezonefrik duktusun persiste olmasiyla olusmakta ve
ana genital kanal yapisin1 meydana getirmektedir. Efferent duktus giris kisminin
hemen altinda mezonefrik kanal uzanmakta ve epididimi kivrintili ve sarmasik bir
forma doniistiirmektedir. Epididimin kuyrugundan seminal vezikiillere kadar,
mezonefrik kanallar kalin muskuler bir ortii ile kaplidir ve duktus deferens adini
alir. Seminal vezikiillerin yanindaki bdlgede ejakiilator kanal bulunmaktadir.
Erkekte testis apendiksinde ¢ok kiigiik bir bolge disinda, paramezonefrik kanallar

regrese olmaktadir (2).

2.2.4.2. Kadinlarda Genital Kanallarin Farklilagmasi

Paramezonefrik kanallar, diside ana genital kanal yapisini olusturmaktadir.
Her kanal i¢in 3 boliimden bahsedilebilir;

1. Abdominal bosluga acilan vertikal bas kismi

2. Mezonefrik kanal ¢aprazlayan horizontal par¢a

3. Kars1 paramezoneftrik kanal yapisiyla birlesen kuyruk kismi

Overin alt kismu ile ilk 2 par¢a tuba uterina olarak isimlendirilmektedir,
kuyruk kismi ise uterin kanali olusturmaktadir. Paramezonefrik kanalin 2. pargasi
mediokaudal olarak yer degistirdiginde, iirogenital ¢ikinti yavas yavas yatay

pozisyon almaktadir (2).



2.3. Cinsiyet Gelisiminde Etkisi Olan Genler

Cinsiyet gelisimi, cinsiyet ve otozomal kromozomlarin {izerinde bulunan
bircok gen tarafindan diizenlenmektedir. Bu genler, ge¢mis yillarda yapilan
caligmalar ve hayvan deneyleri ile tespit edilmistir. Bilinen genlerin disinda
cinsiyet gelisiminde etkisi oldugu diisiiniilen bir¢ok genin var oldugu da tahmin
edilmektedir (4).

Cinsiyet farklilasmasinda Y kromozomunun Onemi, ¢esitli calismalarla
gosterilmistir. 1k defa 1959 yilinda, Ford ve ark. tarafindan 45,X farelerin disi
fenotipe sahip oldugu gosterilmis ve Turner Sendromlu bir olgunun 45,X
karyotipine sahip oldugu bildirilmistir. Jacobs ve Strong, 47,XXY karyotipinin
Klinefelter Sendromuna neden oldugunu gostermistir. Daha sonra Jacobs ve ark.
tarafindan 48,XXY,+21 karyotipli Klinefelter ve Down Sendromu olan (double
anoplodili) bir olgu tanimlanmistir (5-7). Bu ¢alismalar memeli embriyosunda; X
kromozomu sayisindan bagimsiz olarak, Y kromozomunun varliginda,
embriyonun cinsiyetinin erkek, Y kromozomu yoklugunda ise disi yonde
gelistigini  gostermektedir. Bu sonug, ayrica Y kromozomunun {izerinde
bipotansiyel gonadlarin testis ya da overe farklilagmasini saglayan gen ya da
genler oldugunun bir gostergesi olmustur. Cinsiyet belirlendikten sonra, cinsiyet
hormonlar1 sekonder seks karakterlerinin gelisimini kontrol etmektedir (8). Bu
hipoteze gore Y kromozomu Tizerindeki genler insanlarda ‘TDF (Testis
Determining Factor)’ ve farelerde ‘tdy’(Testis Determining Factor on the Y)

olarak isimlendirilmistir. 46,XX erkek fenotipe sahip bireylerde, Yp ve Xp



arasinda translokasyonlarin gosterilmesi TDF’nin Y kromozomu iizerindeki
lokalizasyonu hakkinda fikir verici olmustur (8).

TDF, Y kromozomu iizerinde psédootozomal bdlgenin proksimalinde yer
almakta ve 35 Kb’lik DNA i¢ermektedir. Bazen mayoz béliinme sirasinda X ve Y
kromozomlar1 arasinda ‘ps6dootozomal bolge’nin krossing-over’lari, TDF
bolgesinin de X kromozomuna transferine neden olabilmektedir ve bu durumda
46,XX erkek fenotipi izlenmektedir. Y kromozomu delesyonlart 1984 yilinda, ilk
kez farelerde, 1987 yilinda ise insanda gosterilmistir. Bu olgularda, daha once
tanimlanmis olan H-Y transplantasyon antijeninin ve erkek gelisiminin olmadigi
tespit edilmis, ve bu durum Y kromozomu iizerinde fazla gen bulunmadigi i¢in H-
Y antijeninin TDF/Tdy oldugunu diistindiirmiistiir (8).

Kromozom yapisi 46,XY olan bir embriyoda, Y kromozomunun p kolu
(Yp11.3) iizerinde bulunan Sex-determining region on the chromosome Y (SRY)
geni, Testis Determining Factor 10 (TDF) direterek gonadlarin testise
farklilagmasma neden olmaktadir. ilk defa SRY geninin tamimlanmasi, 1990
yilinda erkek cinsiyet gelisimi bulunan 46,XX karyotipli 4 hastanin, Y
kromozomuna ait 35 Kb’lik bir bolge tasidiklarinin tespit edilmesi ile olmustur.
XY karyotipli disilerde goriilen, SRY geni nokta mutasyonlari, SRY’ nin erkek
cinsiyet gelisimi i¢in gerekliligini géstermistir (8). Daha sonra (1991) yapilan bir
deney ile; 14 Kb’lik SRY geninin bulundugu genomik pargayr tasiyan XX
karyotipli farede, erkek cinsiyet gelisiminin goriilmesi; SRY geninin testis gelisimi
ve bunu takip eden erkek cinsiyet gelisimi i¢in gerekli oldugunu desteklemistir.

Ayrica bu ¢aligmada, XX karyotipli erkek farenin, iki X kromozomu tagidigi ve Y
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kromozomundaki spermatogenezde etkili olan genler bulunmadigi igin steril
oldugu bildirilmistir (8). Daha sonra yapilan bir¢ok c¢alisma ile SRY geni
varhiginin erkek cinsiyet gelisimi igin gerekli ancak tek basma yeterli olmadigi
gosterilmistir (9).

McElreavey ve ark. yaptiklar1 bir c¢alismada; SRY geni bulunan XY
karyotipli disi hastalarin pedigri analizleri ile; bu durumun otozomal gegisli bir
mutasyon nedeniyle ortaya ¢iktigin1 ve bu durumdan sorumlu otozomal bir Z
lokusu oldugunu o6ne siirmiislerdir. Buna gore; Z lokusunun, erkek cinsiyet
gelisiminde negatif bir etkiye sahip oldugu ve normal bir SRY geni varliginda, Z
lokusunun baskilanarak erkek yonde gelisimin baglatilabilecegi seklinde
yorumlanmigtir (9). McElreavey ve ark.’nin yapmis oldugu bu caligmada; SRY
geninin varhigi sadece konvansiyonel PZR yontemi ile tespit edilmis ancak SRY
genine dizi analizi yapilamamistir. Bu ¢alismada SRY geni mutasyonlari
dislanmadan, SRY geni intakt kabul edilmis ve SRY genini diizenleyen otozomal
genlerin olabilecegi 6ne siirlilmiistiir. Cinsiyet gelisiminde etkili olan pekc¢ok
genolmakla beraber, tiim 46,XY komplet gonadal disgenezili hastalarin, %15’inde
SRY genindeki mutasyonlarin etyolojiden sorumlu oldugu bildirilmistir (10). Daha
sonra yapilan ¢aligmalar ile SRY geni disinda cinsiyet gelisiminde etkisi olan diger

genler tespit edilmistir (Sekil 2.2).
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WNT4

DAX1 Graniiloza
hicreleri
FOXL2 Over / > Folikil Ostrojen
\ Teka L
Genital Bipotansiyel hicreleri
kabariklik farkl;j,ig:fmls Sertol] SF
SF1 /L hiicreleri | Al
WT1 SRy | Tests NNETTBEL
SOX9 h[]?:?"ellgri Testosteron
FGF9 . -
ATRX
CBX2
DHH
MAP3K1

Sekil 2.2. Cinsiyet gelisiminde etkisi olan genler ve yapilan hayvan
deneyleriyle belirlenen aday genler, ATRX (Alfa Talasemi Mental
Retardasyon sendromu, X’e bagh geni/Alpha thalassemia/mental
retardation syndrome X-linked/ X-linked nuclear protein gene),
CBX2 (Chromobox homolog protein 2), DAX1 (Nuclear receptor
subfamily 0, group B, member 1:NROB1), DHH (Desert Hedgehog
gene) FGF9 (Fibroblast growth factor 9), FOXL2 (Forkhead box
L2), MAP3K1 (Mitogen activated kinase kinase kinase 1), SF1
(Steroidogenik faktorl), SOX9 (SRY box 9), SRY (Sex determinig
region on Y), WNT4 (Wingless-type MMTYV integration site
family, member 4), WT1 (Wilms tiimor1)

Cinsiyet gelisiminde etkili olan genler ve fonksiyonlarmin artmasi ve
azalmas1 durumunda ortaya c¢ikan klinik 6zellikler Tablo 1°de 6zetlenmistir.
Hayvan deneylerinde, Fgf9 (Fibrroblast biiyiime faktorii/Fibroblast Growth
Factor)ve Dmrtl(Doublesex and mab-3 related transcription factor 1) genlerinin
mutasyonunun, seks reversala neden oldugu gosterilmis fakat insanda seks
reversalli olgularda bu genlerin mutasyonu tespit edilmemistir (68). Benzer bir

sekilde fare deneylerinde M33 geninin seks reversala neden oldugu gosterilmis ve
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literatiirde tek bir olguda bu genin insandaki analogu olan CBX2 geninde bilesik

heterozigot mutasyon bildirilmistir (31).

Tablo 2.1. Cinsiyet gelisiminde etkili genler, lokusu ve fonksiyon

degisikliklerinde ortaya cikan klinik ozellikler!

Gen Lokus Fonksiyon azalmasinda fenotip Fonksiyon artisinda
fenotip
SRY Ypl1l.3 XY kadin XX erkek
SF1 9933 XY kadin, adrenal yetmezlik XX erkek
SOX9 17924 Stipheli genitalya / XY kadin XX erkek
+Kamptomelik displazi
WT1 11p13 XY kadin, bobrek defektleri, Wilm’s
timori
DAX1 Xp21.3 Konjenital adrenal hipoplazi, izole gonadal disgenezi,
hipogonadotropik hipogonadizm mental retardasyon,
dismorfik gériiniim,
farede XY kadin

CBX22 17925 XY kadmn
FGF9’ 13911-13 XY kadin (hayvan modellerinde)

WNT4 1p35 XX testosteron sentezi+Miillerian XY kadin, gonadal disgenezi
kanal dejenerasyonu
FOXL2 3923 Prematiir over yetmezligi/

Blefarofimozis ptozis epikantus
inversus sendromu (insanda),
XX erkek (kegide)
ATRX Xql3.3 XY kadin + Mental retardasyon, alfa
talasemi
DMRT1? 9p24.3 XY kadin (hayvan modellerinde) XX,erkek (hayvan
modellerinde)
DHH 12913.12 XY kadin
MAP3K1 5q11.2 XY kadmn

-Fleming A.,Vilain E.,The endless quest for sex determination genes, Clinical Genetics,67:15
25,2004. yayin1 esas almarak yeniden diizenlenmistir (11).

2-Faredeki analogu; M33

3-Hayvan deneylerinde CGB’ye neden oldugu gosterilmis genler
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2.3.1. Sex-determining region on the chromosome Y (SRY) geni

SRY geni, Y kromozomu iizerinde p11.3 lokusunda yer alan tek ekzonlu
bir gendir. Bu gen, 204 aminoasitlik Testis Determining Faktér (TDF) ismi
verilen bir transkripti kodlar. Bu transkriptin orta 1/3’liilk boliimiinde 79
aminoasitlik bir DNA baglayict domain olan “High Mobility Group (HMG-box)”
bulunmaktadir (Sekil 2.3). HMG bolgesi evrimde tiirler arasinda en iyi korunmus
olan bolgedir. SRY’nin DNA baglayici domaini, DNA’nin minér olugundaki
(AIT)ACAA(T/A) dizisine baglanmakta ve DNA’nin 60-85° bikiilmesini
saglamaktadir (Sekil 2.4). SRY geni erkek cinsiyet gelisiminde ¢ok onemli bir
gendir. Cogu XY Kkaryotipli diside, HMG-box bdlgesinde mutasyon tespit
edilmektedir, fakat yapilan in vitro ¢alismalarda, SRY proteinin DNA baglayici
fonksiyonunu gosterebilmesi i¢in SRY proteininin tam uzunluguna sahip olmasi
gerektigi gosterilmistir (12).

Cinsiyet gelisimini diizenleyen birgok yolak aydinlatilmis olmakla birlikte,
SRY geninin bu yolaktaki etkisi hala tam olarak acik degildir (8). Fare
deneylerinde; Sry transkriptlerinin, testis farklilagsmasinin basladigi, erken gonad
gelisimi siiresince eksprese olduklari goriilmektedir (8). Testis gelisiminde gerekli
olan Sertoli hiicrelerinin farklilagmasinda, Sry ekspresyonunun esik degeri agmasi
gerekmektedir. XX ve XY kimerik fare embriyolarinda, XY iceren somatik hiicre
orant %35-40 oldugunda testis gelisirken, bu oran %10’un altina diistiiglinde over
gelisimi izlenmistir (12).

HMG-box bolgesi disindaki SRY bolgeleri tiirler arasinda farklilik

gostermektedir. HMG-box, DNA’ya baglanma ve DNA’y1 katlama o6zelligine
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sahip olmakla birlikte “niikleer lokalizasyon sinyalleri”’ni (NLS) de igermektedir

(Sekil. 2.3).
KRAB-O SIP-1
baglanma baglanma
bolgesi bolgesi
1 58 l137 Jgo4
NH: HMG box COOH

DNA
baglanma

NLS bélgesi  NLS

Sekil 2.3. SRY geninin yapisi

SRY

,‘, HMG Domain
Minor A/TACAAT/A
olgk T/ATGTTA/T DNA

DNA’nIn
bukilmesi

Sekil 2.4. SRY geninin HMG domain fonksiyonu
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Seks reversal hastalarda yapilan ¢alismalarda, SRY geninde aminoasitlerin
degismesine neden olan 72 nokta mutasyonu tanimlanmistir (13). Bu
mutasyonlarin ¢ogu HMG-box’da olmakla birlikte, bir kismi N- (NH2) ve C-
(COOH) terminal domainlerini etkilemektedir. Hem fare hem de insanda Sry/SRY
proteini ‘SRY-interacting protein-1’(SIP-1); Na/K exchanger regulatory factor 2
(NHERF2) ve Kriippel-associated box only (KRAB-O) ile etkilesmekte, fakat
bunlarin cinsiyet belirlenmesindeki rolleri bilinmemektedir. SIP-1, C- terminalde
bulunan tirozin-lizin-16sin aminoasitlerini iceren motif ile KRAB-O ise HMG-
box’in C terminal bolgesine komsu olan bir domain ile etkilesmektedir.

SRY ekspresyonunun diizenlenmesinde etkisi olan bir¢ok faktdr oldugu
diistiniilmektedir. Farelerde Sfl pozitif ¢6lemik epitelde Sry pozitif sertoli hiicre
onciillerinin bulunmasi ve insanda SF1 heterozigot mutasyonlarinda XY seks
reversal goriilmesi, SF1’in erkek cinsiyet gelisim yolagindaki genlerin
diizenlenmesindeki onemini gostermektedir. WT1 geni de benzer sekilde, SRY
geninin promotor bolgesini aktive etmekte, fakat bu etkiyi sadece “~KTS splice
varyant1” ile gostermektedir. In vitro ¢aligmalar, SF/Sf11 ve WT1/Wt1’in insan ve
domuz SRY/Sry promotor bdlgesine baglandiklarini ve aktive ettiklerini
gostermistir (8).

Bir¢ok ¢alisma ile SOX9’un (SRY-related HMG box), SRY’nin hedef geni
oldugu gosterilmistir. Hayvan modellerinde, Sox9 ekspresyonunun, Sry
ekspresyonunun baglamasiyla testiste giiclii bir sekilde arttigi, overlerde ise
azaldig1 goriilmistiir. ‘Cell-fate mapping’ fare deneyleri; Sry-pozitif hiicrelerin,

Sox9 pozitif sertoli hiicrelerine doniistiigiinii gostermistir (8).
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SOX9 geninin heterozigot mutasyonlari, insanda iskelet malformasyon
sendromlarindan biri olan, XY seks reversal ile birliktelik gosteren kamptomelik
displaziye neden olmaktadir. Tiim bunlar, insanda SRY geninin SOX9 genini
aktive ederek etki gosterdigini desteklemektedir. insanda SRY geninin erkek
cinsiyet gelisim yolagini aktive edebilmesi i¢in, SOX9 geninin gerekli oldugu

yapilan ¢alismalarla da gosterilmistir (8).

2.3.2. SOX9 Geni (SRY-Box 9)

SOX9 geni, 17. kromozomunun g24 lokusunda bulunmakta ve SRY geninin
de etkisiyle erkek cinsiyet gelisiminde rol oynamaktadir. SOX9 geni 3 ekzonlu ve
509 aminoasitten olusan bir protein sentezlemektedir. SOX9 genindeki
mutasyonlar Kamptomelik Displazi (KD), siipheli genitalya ve XY seks reversala
neden olabilmektedir. Karyotip yapisi 46,XX KD’li hastalarda normal ovaryum
gortiliirken, 46,XY karyotipli KD’li hastalarin %75’inde seks reversal disi fenotip
gortilmektedir.

SRY geninin SOX9 genini aktive etmesiyle; testiste hiicre farklilagmasi,
¢ogalmasi, migrasyonu ve vaskiilarizasyonu saglanir. Bununla birlikte, SOX9 geni
duplikasyonunun, XX Kkaryotipli seks reversala neden olabildigi ve testis

farklilagmasini, SRY yoklugunda dahi saglayabildigi de gosterilmistir (14).
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2.3.3. Steroidogenic factor/NR5A1; Nuclear receptor subfamily 5, group
A, member 1 geni (SF1 geni)

SF1 geni, 9. kromozomun 33 lokusunda bulunmakta ve niikleer reseptor
stiper ailesine benzeyen 461 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir. Niikleer
hormon reseptdr ailesi; steroid hormonlar, tiroid hormonlari, vitamin D ve
retinoidlerin de i¢inde bulundugu farkli ligandlarin etkilerine aracilik eden, gene
0zglin transkripsiyon faktdrlerinin bir grubudur.

SF1 geni, hipotalamik-pitiiiter-gonadal eksen ve adrenal korteksteki
cinsiyet farklilagmasinda endokrin fonksiyonun anahtar bir diizenleyicisi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Leydig hiicrelerinden testosteron salinmasini ve primordial
germ hiicrelerinin testise farklilasmasini saglamaktadir (11).

DAX1 geni duplike oldugunda, SF1 genini inhibe edebilmekte ve bu yolla
da gonadal disgeneziye neden olabilmektedir. SF1 geniyle ilgili ¢alismalar, bu
genin iireme sisteminin birgok basamaginda aktif oldugunu, gonadal ve adrenal
bez gelisiminde ve ayrica seks hormonlarinin da i¢inde oldugu bazi hormonlarin
sentezinde rol oynadigini gostermistir (11).

Insanda SF1 geninin 69 farkli nokta mutasyonu bildirilmistir. Bu
mutasyonlarin bir kisminin adrenal yetmezlik olmadan primer amenore, overyen
yetmezlik ve seks reversala neden oldugu gosterilmistir (13). SF1 geninde
mutasyon tespit edilen, seks reversal olgularin ¢ogunda siipheli genitalya
goriildigii, komplet seks reversalli olgularda ise adrenal yetmezligin eslik ettigi
bildirilmistir (16, 17). Bizim ¢alismamiz, adrenal yetmezlik bulgusu olmayan,

komplet seks reversal olgularda yapilmig ve siipheli genitalya dislama kriteri
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olarak belirlenmistir. Bu nedenle, bu c¢alismada SF1 geninin arastirilmasi

planlanmamustir.

2.3.4. Nuclear receptor subfamily 0, group B, member 1 (NROB1, DAX1)
geni

Seks reversal etiyolojisinde genlerden biri olan DAX1 geni, X
kromozomunun p21.3 lokusunda bulunmakta ve 6zellikle over gelisimi {izerinde
etkili olmaktadir. DAX1 geni, niikleer hormon reseptor ailesinden olan, 470 amino
asitlik bir proteini kodlar ve N- terminal ucu DNA baglayici domain, C- terminal
ucu niikleer hormon reseptor ligand-baglayici domain icermektedir. Yapilan
caligmalarda, SRY geni intakt olup Xp’de parsiyel duplikasyonu olan, 46,XY seks
reversal ve slipheli genitalyali olgular bildirilmistir (15). 46,XY karyotipli
olgularda DAX1 duplikasyonu dozaj duyarli seks reversala neden olmakla birlikte,
bu genin delesyonlar1 XY Karyotipli erkeklerde cinsiyet gelisiminde problem
yaratmamaktadir. XX Kkaryotipli olgularda DAX1 geninin duplikasyonu izole
gonadal disgenezi, mental retardasyon ve dismorfik goériiniime; DAX1 geninin
fonksiyon kaybi ise, konjenital adrenal hipoplazi ve hipogonadotropik
hipogonadizme neden olabilmektedir (12,15). Farelerde Dax1 geninin, her iKi
cinsiyette de embriyolojik gelisimde, adrenal ve hipotalamik fonksiyonda etkili

oldugu gosterilmistir (15).
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2.3.5. Wingless-type MMTV integration site family,member 4 geni
(WNT4) geni

WNT4 geni, 1 kromozomun p35 lokusunda bulunan 7 ekzonlu bir gendir
(18). WNT4 geni, erkek cinsiyet farklilasmasini baskilayan, cinsiyet gelisiminde
parakrin etkiye sahip molekiiller sekrete eden WNT gen ailesinin iiyesidir (18).
WNT proteinleri hiicre yilizey reseptorlerine baglanarak, intraseliiler sinyal
yolagin1 aktive etmekte ve hedef genlerde traskripsiyonel aktivasyonu
saglamaktadir. Vainio ve ark.’nin, Wnt4 geni inaktive edilen (knock-out) farelerde
yaptiklar1 ¢aligmada erkek ve disi farelerde bobrek gelisim defektlerinin ve
adrenal fonksiyon bozuklugunun esit derecede oldugunu; gonadal ve
steroidogenik fonksiyonlarin ise, ozellikle disilerde erkeklere gore artmis
oldugunu goézlemlemislerdir. Vainio ve ark., Wnt4 geni inaktive edilen disi
farelerde maskiilinizasyon ve wolfian kanallarin goriilmesi ile steroidogenik
enzimlerin bu farelerde baskilanmadigini gostermistir. Bu steroidogenik enzimler,
testosteron iiretiminde gerekli olan ve normalde overde baskilanmasi beklenen
enzimlerdir. XX karyotipli farelerde, Wnt4 geninin Dax1 genini stimiile ettigi ve
boylece steroidogenik enzimleri inhibe ettigi gosterilmistir (18).

WNT4 geni, XX karyotipli bireylerde DAX1 genini stimiile ederek testis
olusumunu engellemektedir. XY karyotipli bireylerde, SRY geni varliginda WNT4
geni baskilanmakta ve testis olusumu goriilmektedir. Bazi ¢aligmalar, WNT4
geninin over gelisiminde onemli oldugunu gostermektedir. WNT4 geninin asirt

ekspresyonunda DAX1 aktivasyonuna bagl olarak, XY disi fenotip goriilmektedir.
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WNT4 genini de igeren 1p35 duplikasyonlu 46,XY gonadal disgenezili olgular
bildirilmistir (18).

Primer amenore, miilleryan kanal yoklugu, unilateral bobrek agenezisi ve
androjen fazlalig1 ait bulgular1 olan bir olguda, WNT4 geninde heterozigot
mutasyonu gorilmistir (19). Bir baska ¢alisma, WNT4 mutasyonunun
hiperandrojenizm olmaksizin miilleryan anomaliye neden olmadigini1 gostermistir.
S6z konusu c¢aligmada primer amenore ile bagvuran 46,XX karyotipe sahip,
normale yakin disi fenotip izlenen ve sadece birinde hiperandrojenizm bulunan 28
hastada, WNT4 geninde mutasyon analizi yapilmis ve mutasyon,
hiperandrojenizmi olan tek bir olguda tespit edilmistir (19). Bu ¢alisma, Clement-
Ziza ve ark.’nin daha 6nce yaptigi ve WNT4 geninin hiperandrojenizm olmadan
miilleryan kanal anomalisine (Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser=MRKH) neden

olamayacagini bildirdigi ¢alismay1 desteklemistir (20).

2.3.6. WT1 geni (Wilms Tiimor 1)

Wilms tim6r geni, 11. kromozomun ¢gl13 lokusunda bulunmakta,
nefroblastlarin ve gonadal dokularin cogalmasi ve farklilagsmasinda ¢ok 6dnemli bir
rol oynamaktadir. WT1 geni, iki alternatif splice’mn varligina ya da yokluguna
gore, 4 farkli transkript kodlayan 10 ekzon icermektedir (21). Splice 1 ayrilmis bir
ekzondan (5.ekzon) olusmakta ve prolinden zengin amino ucu ile zinc finger
domainler arasina giren 17 amino asiti kodlamaktadir. (22). Ekzon 9’un sonunda
bulunan alternatif splice, donor site olarak kullanildiginda, lizin (K), treonin (T),

ve serin (S) aminoasitlerinin, zinc finger 3 ve 4’lin arasmna girmesi ile
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sonuglanmaktadir ve bu zinc finger bolgesinin niikleik asitlere baglanmasini
etkilemektedir (Sekil 2.5).

WT1 geninin zinc finger 3 ve 4 bolgeleri arasinda; K, T ve S aminoasitleri
bulunuyorsa, +KTS izoformu; bulunmuyorsa —KTS izoformu olarak olugsmaktadir
(23). Bilinen tiim WT1 izoformlar1 (izoform1-4), DNA/RNA baglanmasi igin
gercken dort C-terminal ‘zinc finger’t ve N-terminal Pro/Glu zengin bolge

icermektedir (Sekil.2.6).

Alternatif splice bolgeleri

N terminal / \ C terminal
1 [[2 [[s][s][sI[e][7][s][of][ 10 ]
f rrr

Prolin’den zengin bélge ‘Zinc finger’ bolgeleri

Sekil 2.5. WT1 geninin yapisi

17 aa/KTS
izoform 1 -/- 1 2 3 4 6 7 8 9 (10
izoform 2 +/- 1|23 |4|5|6|7)|8]| 9|10

izoform 3 [+ 1 (2|3 |4 |6 |7 8|09 10

izoform 4 +/+ 1|2 /|3|4|5|6 |7 | 8|09 10
Y 3’

Sekil 2.6. WT1 geninin izoformlari

WT1 geni, gonadlarin ve bobreklerin olustugu, ilirogenital kabariklikta,

SRY geninden daha 6nce eksprese edilmeye baslar. —KTS izoformu, esas olarak
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sertoli hiicrelerindeki AMH’nin (Antimiilleryan Hormon) transkripsiyonel
aktivasyonunda rol almaktadir. +KTS izoformunun ise insanda RNA islenmesi ve
farede in vivo Sry regiilasyonunda rol oynadigi gosterilmistir (23).

—KTS izoformu 6zellikle DNA’ya baglanirken, +KTS izoformu RNA’ya
baglanma egilimindedir (24). XY karyotipli olgularda, Wtl (+KTS) homozigot
mutant farelerde ve Frasier sendromunda oldugu gibi, Wtl (+KTS) geni
yoklugunda; kiigiik gonadlar izlenmekte ve testis gelisiminde gerekli olan pre-
sertoli hiicre miktarinin az oldugu goriilmektedir (24).

WT1 geninin, biiyiimeyi diizenleyen ve hiicre farklilagsmasinda rol alan
bircok gen i¢in giiclii bir transkripsiyonel baskilayici ya da aktivatér oldugu
bildirilmistir (25). Farelerde Daxl geninin duplikasyonunda, seks reversal
goriilmekte ve Witl’in, Daxl promotor bolgesi lizerine aktive edici etKisi
bulunmaktadir. Wt1’in, Dax-1 TATA-box’in 5’ bdlgesinde lokalize olan, G-C
zengin baglanma bolgelerine baglanarak, Dax1 geninin promotorunu aktive ettigi
cesitli hayvan deneyleriyle (Footprinting analizler, transient tranfections,

promotor mutajenez ve mobility shift deneyleri vb.) gosterilmistir (Sekil 2.7) (25).

5" ucu
GTCCCCCTC.o v vsvccsssscsnsase TGCGCCCTTGTCCAAGAG . GAGGAGG
W11 baglanma bdlgesi W11 baglanma bdlgesi
Dax1 CGGAC . CGCTTGC . TGC . CATTCAGTATAAATAAGTCCCAAGCGGCGGCCAC

TATA box 3" ucu

Sekil 2. 7. Dax1 geni TATA-box boélgesinin 5’ ucunda yer alan yer alan G-C

zengin Wtl baglanma bolgeleri
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SF1 geninin erkeklerde, Miilleryan Inhibisyon Faktér (MIF)
ekspresyonunu saglayarak cinsiyet gelisiminde rol aldig1 bilinmektedir. WT1, SF1
ile sinerjistik bir etki gostererek MIF ekspresyonunu saglamaktadir (25).Yapilan
fare deneylerinde Sf1 geninin promotoru tizerinde 4 adet Wtl baglayici bolge
oldugu ve bu boélgelerin gonadlarda aktif gen ekspresyonunu sagladiklari
bildirilmistir (25).

WT1 geninin yanlis anlamli (missense) mutasyonlart; gonadal disgenezi,
eksik maskiilinizasyon, erkek psddohermofroditizmi, 46,XY seks reversal ve renal
anomalilerin goriildiigii Denys Drash Sendromu, Frasier Sendromu ve Wilms

timor sikliginda artisa neden olmaktadir (11).

2.3.7. ATRX geni (Alfa Talasemi Mental Retardasyon Sendromu X’e

bagli/ X’e bagli niileer protein geni)

ATRX geni, X kromozomunun 13.3 lokusunda bulunmakta ve 36 ekzon
icermektedir. ATPaz/ helikaz ailesinin alt grubu olan “Sucrose nonfermenting 2
like” (SNF2-like) ailesinin iiyesi olup, traskripsiyonel regiilasyon, DNA onarimi
ve kromozom segregasyonundan sorumlu olan “X’e bagh niikleer protein” (X-
linked nuclear protein=XNP) isimli proteinin sentezini saglamaktadir (26). Bu
genin mutasyonu, X’e bagl alfa talasemi mental retardasyon sendromunda
tamimlanmustir. Ozellikle gelismekte olan beyin dokusundaki ekspresyonu ve
noron farklilagmasiyla iliskili olmasi, mutasyonunda séz konusu genin mental

retardasyon goriilmesini agiklamaktadir (27).
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ATRX genindeki missense mutasyonlar ve kii¢iik delesyonlar; inmemis
testisten, erkek psddohermofroditizmine kadar izlenebilen iirogenital anomalilere
neden olmakla birlikte, ATRX geninin cinsiyet gelisimindeki rolii hala tam olarak
anlasilamamistir (28). Yapilan farkli c¢alismalarda ‘Alfa Talasemi Mental
Retardasyon’lu hastalarda, sertoli hiicreleri ve wolfian kanallarin var oldugu
gosterilmistir. ATRX’in  cinsiyet gelisimindeki fonksiyonu tam olarak
bilinmemekle birlikte, prematiir leydig hiicrelerini etkiledigi ve matiir leydig
hiicre olusumunu engelledigi diistiniilmektedir (28).

ATRX geni mutasyonlarinda ciddi mental retardasyon, genitoiiriner
anomaliler ve alfa talasemi olmadan da goriilmektedir (29). Bu nedenle
hastalarimizin dahil olma kriterlerine yazilmamis olmakla birlikte mental
retardasyonu olmayan hastalar sec¢ildigi i¢in bu ¢alismada ATRX geni ¢alisma

kapsamina alinmamaistir.

2.3.8. Chromobox Homolog Protein 2 (CBX2)Geni (17925)

Insanda CBX2 geni, farelerdeki homologu M33 geni, 17. kromozomun
tizerinde 25’de lokalize, 2 izoformlu ve 5 ekzonlu bir gendir (Sekil.2.7). CBX2,
“Polycomb group (PcG) protein” yapisinda bulunan bir proteini kodlamaktadir.
PcG proteinleri, meyve sineginde Hox (homeobox) geninin transkripsiyonunun
baskilanmasinda rol alan bir grup protein olarak tanimlanmistir. Omurgalilarda
PcG proteinleri 2 farkli “kromatin iligkili kompleks”in bir araya gelmesiyle
olusmakta ve bu yapilar “Polycomb-Repressive Complex 1 (PRC1)” ve

“Polycomb- Repressive Complex 2 (PRC2)” olarak isimlendirilmektedir. PRC1
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dort adet ¢ekirdek alt grubu bulundurmaktadir. Bu ¢ekirdeklerden birini,
Chromobox Homolog Protein’lerden (CBX2, CBX4, CBX6, CBX7 ya da CBX8)
biri olusturmaktadir. PRC’nin diger alt gruplari; Ring Finger Protein (RING),
Polyhomeotic Homolog (PHC), B hiicre spesifik Moloney Miirin Losemi Viriis
Entegrasyon Site 1 (BMI/MEL18)’dir. PRC1 ve PRC2, metile histonlarin dogru
taninmasiyla epigenetik gen regiilasyonu ve histonlarin metilasyonundan
sorumludur. CBX2 proteininin de iginde oldugu CBX ailesi, chromodomain yap1
icermekte ve bu ailenin  metile histonlarin taninmasinda rol aldigi
diistiniilmektedir (30).

Yapilan fare deneylerinde; Cbx2 geninin, Sf1 ve Sry iizerinde stimule edici
bir etkisi oldugu ve Chx2’nin mutant oldugu durumlarda s6z konusu genlerin
fonksiyonlarinin azaldigi gosterilmistir. Cbx2 geninde deneysel olarak mutasyon
olusturulan (knock out) fareler tizerinde yapilan deneylerde, iskelet sistemi ve
adrenal bezde anomalilere neden oldugu gosterilmistir. Farelerde yapilan
deneylerin sonucundan yola ¢ikarak, insanda CBX2 geninin, 46,XY karyotipli
bireylerde ovaryen gelisimi baskilayan bir fonksiyona sahip oldugu
diistiniilmiistiir.  Seks reversalin etiyolojisinde, CBX2 genindeki fonksiyon
bozuklugunun da etkili oldugu, 46,XY disi fenotipe sahip bir olgu ile insanda ilk
kez gosterilmistir. Bu durum, ileri maternal yas nedeniyle yapilan prenatal
karyotipleme ile elde edilen sonucun dogumdaki cinsiyet fenotipi ile farkli olmasi
sonucu ortaya ¢ikmistir. 46,XY karyotip oldugu bilinen bu hastada, postnatal disi
fenotip goriilmesi nedeniyle yapilan SRY geni dizi analizinde, herhangi bir

mutasyon bulunmamistir. Daha sonra, diger etkili genler ¢esitli yontemlerle ekarte
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edilmis ve anne, baba ve ¢ocuk c¢alismasi ile CBX2 geninde hastada bilesik
(compound) heterozigosite oldugu tespit edilmistir (Sekil 2.8) (31). Bu olgu ile
seks reversalli hastalarda, CBX2 geninin etiyolojiden sorumlu oldugu ortaya
¢ikmis ve bu sonu¢ daha Once fareler lizerinde s6z konusu gen i¢in yapilan

calismalarin sonuglarini desteklemistir (30).

46,XY seks reversalda tespit

edilen bilesik heterozigosite

¢.C293T ve ¢.G1370C
c/T G/C ( )

izoform 1 7 S P98L/R443P
e AER 3 4 (s T oo
izoform 2

I:I Kodlanan ekzonlar

NH2 M 3 ’T_- COOH - Kodlanmayan ekzonlar

Sekil 2. 8. CBX2 geninin yapisi ve izoformlari

2.3.9. Cinsiyet Gelisiminde Etkisi Olan Diger Genler

DMRT1 geni (Doublesex and mab-3 related transcription factor 1)

(9p24.3)

DMRT1 geni, 9. kromozomda p24.3 lokusunda bulunan, 5 ekzonlu bir
gendir. Zinc finger like DNA-binding domain igermekte ve transkripsiyonel bir
diizenleyici olarak gorev yapmaktadir (34). Dmrtl geni, omurgali canlilarda
cinsiyet farklilasmasinda etkilidir ve sinekler ile nematodlarda erkek cinsiyet

gelisiminde anahtar diizenleyici olarak gorev yapmaktadir (32).
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Dax1 geninin, memelilerde Sry geni ile baslayan cinsiyet farklilasma
kaskadinda rol aldigi hayvan deneyleri ile gosterilmistir. Hayvan modellerinde
yapilan ¢alismalara dayanarak, insanda DMRT1 genindeki haploid yetersizlik ile
seks reversal goriilebilecegi diistiniilmektedir (32). 9. kromozomun p24 lokusunun
delesyonlarinda seks reversal goriilen olgular bildirilmis ve bu bélgede bulunan
DMRTL1 geninin bu olgulardaki seks reversalin etiyolojisinden sorumlu oldugu
one siiriilmiistiir. Insanda yapilan immunohistokimyasal ¢alismalar, DMRT1
geninin, testiste sertoli hiicreleri, spermatogonya ve spermatositlerde bulundugunu

gostermistir (33).

Desert hedgehog (DHH) geni (12913.12)

Hedgehog gen ailesinin bir {iyesi olan “Desert hedgehog (DHH)” geni, 12.
kromozom q13.12°de lokalize olup 396 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir
(34). DHH geni, sertoli hiicrelerinde eksprese olarak, fetal testiste steroid iireten
leydig hiicrelerinin farklilasmasinda pozitif diizenleyici bir etki gdstermektedir.
Hayvan deneylerinde Dhh geninin testis kordlarinin olusumunda ve peritiibiiler
myoid hiicrelerin farklilagmasinda rol oynadigi gosterilmistir (34). DHH geninin
transkripsiyonu, SRY geninin ekspresyonundan sonra baglamakta ve gonadal
farklilasmada Onemli bir rol oynamaktadir. DHH geninin heterozigot ve

homozigot mutasyonlarinin gonadal disgeneziye neden oldugu bildirilmistir (34).
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Mitogen activated protein kinase kinase kinase 1 (MAP3K1) geni
(5911.2)

MEK/ERK sinyal yolaginin bir {iyesi olan MAP3K1 geni, 5. kromozonun
ql1.2 bolgesinde lokalize 20 ekzonlu bir gendir (34). MAPK (Mitogen activated
kinase) kaskadlar1 hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda anahtar diizenleyici
rol oynamaktadir ve kanserlerle iligkili oldugu g¢esitli c¢alismalarla da
gosterilmistir.  Farelerde yapilan c¢aligmalarda Map3kl geninin, gonadal
farklilasma doneminde embriyonik gonadda eksprese oldugu gosterilmistir.
46,XY gonadal disgenezisi olan 2 ailesel ve 11 sporadik olguda baglanti analizi

ile MAP3K1 geninin iligkisini bildirmistir (34).

Fibroblast growth factor 9 geni (FGF9) (13911.13)

FGF9 geni, Fibroblast Growth Factor (FGF) gen ailesinin bir iiyesidir ve
diger iiyeler gibi mitojen ve hiicre migrasyonu gibi aktivitelere sahip 3 ekzonlu bir
gendir (34). Colvin ve ark. (2001) tarafindan farelerde yapilan deneylerde Fgf9
geninin homolog olarak mutant oldugu durumlarda seks reversal fenotipe yol
actigr goriilmiistiir. Seks reversalli hastalarda yapilan c¢alismalarda FGF9
mutasyonu bildirilmemekle birlikte, fare deneylerine dayanarak, FGF9’un
insanda da testisin embriyolojik gelisiminde etkili olabilecegi, arastirmacilar

tarafindan ileri stirilmistiir (34).
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FOXL2 geni (Forkhead box L2)(3923)

FOXL2 geni, tek ekzonlu bir gendir ve mutasyonlar1 “Blefarofimozis
epikantus inversus sendromu (BPES)” ve prematiir overyen yetmezlige neden
olmaktadir (34). Ayrica, BPES goriilmeyen non sendromik prematiir overyen
yetmezlige neden oldugu da bildirilmistir. Erkek BPES hastalarinda ise testis
gelisimi etkilenmemektedir (35)

FoxlI2 geninin fare overlerinde graniilosa ve germ hiicrelerinde eksprese
oldugu gosterilmistir (11). Fare ve tavuklarda, Foxl2 geninin homozigot
mutasyonunda seks reversal izlenmemistir. XX interseks sendromlu boynuzsuz
kegilerde, FoxI2 geninin transkripsiyonunu etkileyen bir delesyon saptanmistir
(11). Bu c¢alismalar keci disindaki vertebralilarda FoxI2 geninin cinsiyet
gelisimindeki  etkisinin, dozaj ya da farkli etkilerle maskelendigini
diisiindiirmektedir. FOXL2 geninin disi cinsiyet gelisimindeki etkisi tam olarak
bilinmemektedir (11).

Farelerde yapilan ve Fox|2’nin aromataz gen ekspresyonunda regiilator rol
oynadi@ini 6ne siiren ¢aligmalar oldugu gibi, insanda FSH (Folikiiler stimiile edici
hormon) sentezini diizenledigi bilinen Activin A’y1 indiikledigi ve bu sekilde FSH
sekresyonunu artirdigini gosteren calismalar da vardir (36). Tran ve ark. (2013)
tarafindan, FoxI2 knock-out farelerde hem erkek hem diside FSH diizeylerinin
diisiik oldugu gosterilmis ve bu deneylerden yola ¢ikilarak insanda da FSH

salinimi i¢in FOXL2 geninin gerekli oldugu 6ne siiriilmiistiir (37).
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2.4. Cinsiyet Gelisim Anomalileri
Cinsiyet gelisim anomalileri, siipheli genitalyadan komplet seks reversala

kadar genis bir yelpazede karsimiza ¢ikmaktadir.

2.4.1. Stipheli Genitalya

Stipheli  genitalya; cinsiyetin, dis genital yapilara bakilarak
tanimlanamadig durumlar ifade etmektedir. Siipheli genitalya hastalarini
degerlendirirken, annenin gebelik hikayesi ve gebelikte ilag kullanimi detayli
sorgulanmali ve 3 kusak aile agaci ¢izilmelidir. Siipheli genitalya olan hastalarda
kromozom analizi ve gerekiyorsa “Florasan in Situ Hibridizasyon (Fluorescent In
Situ  Hybridization=FISH)”  teknigi  kullanilarak  Kkaryotipik  cinsiyet
belirlenmelidir. Ayrica, pelvik ultrasonagrafi, kanda; sodyum, potasyum,
testosteron ve plazmada 17-OH-progesteron seviyelerinin 6l¢timii yapilmalidir
(38).

46,XX karyotipe sahip siipheli genitalyali hastalarda, Konjenital Adrenal
Hiperplazi (KAH) en sik gorillen durumdur. Tuz kaybettiren KAH tipi olup
olmadiginin ayirict tanisi; 11 deoksikortizol, androstendion, testosteron, renin,
aldosteron ve 24 saatlik idrar kromatografisi ile acil olarak yapilmalidir (38).

Stipheli genitalyas1 olan 46,XY hastalarin ancak %25’inde spesifik bir
etiyolojik taniya gidilebilmektedir. 17 beta hidroksisteroid dehidrogenaz (17p-
HSD) ve 5 alfa rediiktaz eksikligi gibi androjen biyosentez defektleri, kanda
testosteron, androstenedion ve dehidrotetosteron (DHT) seviyelerinin dl¢limii ile

tespit edilebilmektedir. Plazmada; 17-OH-progesteron, kanda; testosteron,
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androstendion, DHT, dehidroepiandrosteron ve 24 saatlik idrarda steroid profili
Olgiilmektedir. Bazi laboratuvarlarda AMH ve inhibin B seviyeleri de
bakilabilmektedir (38).

Stipheli genitalya izole olarak izlenebildigi gibi, bir¢ok sendroma da eslik
edebilmektedir. Bu sendromlardan klinikte en sik goriilenleri asagida

acgiklanmaktadir.

2.4.1.1. Konjenital adrenal hiperplazi (KAH)

Konjenital Adrenal Hiperplazi, 1/12000- 1/15000 canli dogumda goriilen,
adrenal kotekste yer alan ve kortizol biyosentezinde gorevli olan, enzimlerin
eksikligi ile ortaya ¢ikan otozomal resesif (OR) bir durumdur (38). KAH’nin en
yaygin formu, 6. kromozomun kisa kolunda lokalize 21 hidroksilaz (Cytochrome
p450, Family 21, Subfamily a, Polypeptide = CYP21A2/ P450c21) genindeki
mutasyon nedeniyle, adrenal steroid 21 hidroksilaz enziminin kodlanamamasi
sonucu olusmaktadir. Bu enzim kortizol ve aldosteron onciilii olan, 17 alfa
hidroksiprogesteronu ve progesteronu sirasiyla; 11 deoksikoritozole ve
deoksikortikosterona doniistiirmektedir. KAH’nin %95’inden bu enzim defekti
sorumludur. Kortizol sentezinin bloke olmasi, ACTH (Adrenocorticotropic
hormon) salinmasina yol agar ve adrenal korteks ACTH ile uyarilir. Boylece
kortizol onciilleri birikmekte ve seks hormon biyosentezinde farkli yone kayma
oldugu goriilmektedir. Mutasyon tasiyict sikligr 1/50 olan CYP21A2 geninde 169

mutasyon bildirilmistir (13, 38).
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11 beta hidroksilaz (CYP11B1) eksikligi, 17 alfa hidroksilaz eksikligi ve 3
beta hidroksisteroid dehidrogenaz eksikligi, kortizol ve seks streroid iiretiminin
bozulmasi ile stipheli genitalyanin olustugu daha nadir gériilen durumlardir (38).

Yenidogan kizlarda klasik ya da ciddi virilizan KAH nin ana goériiniimii
siipheli genitalyadir. Eger tan1 hemen konulup tedavi edilmezse, hem kiz hem de
erkek cocukta postnatal hizli biiylime olmakta ve erken puberte gelismektedir.
Ciddi enzim defekti olanlarda ise neonatal tuz kaybi1 ve 6liim goriilmektedir. Tanu,
17 hidroksiprogesteronun(17-OH progesteron) kanda yiiksek diizeyde saptanmasi
ile konulmaktadir. Tan1 agisindan slipheli olgularda ACTH uyar1 testi

yapilmaktadir. Kesin tan1 mutasyon analizi ile konulmaktadir.

2.4.1.2. Smith-Lemli-Opitz (SLO) Sendromu

7- dehidrokolesterol rediiktaz enzim eksikligine bagli OR bir sendromdur.
Biiyiime ve gelisme geriligi (%85), mental retardasyon (%97), mikrosefali (%80),
yarik damak (%51), blefaropitozis (%69), anteverte nares (%80), ayakta 2. ve 3.
Parmaklar arasinda sindaktili (%85), konjenital kalp hastaligi1 (%50), hipospadias,
mikropenis ve siipheli genitalya gibi genital anomaliler (%74) goriilmektedir (38).
46,XY karyotip ve normal SRY geni dizi analizine ragmen bu hastalarda,
hipospadiastan disi dis genitalya yapisina kadar genis bir klinik spektrum
izlenebilmektedir. Bu hastalarda diisiik virilizasyonun mekanizmasi tam olarak
aciklanamamakla birlikte, diisiik kolesterol seviyesi ve kolesterol onciillerinin

artis1  nedeniyle, fotal testosteron saliniminin azalmasina bagli  oldugu
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distiniilmektedir (39). Bu hastalarda biyokimyasal olarak 7 dehidrokolesterol

seviyesinin arttig1 goriilmektedir (34).

2.4.1.3. Kamptomelik displazi

SOX9 geninin mutasyonuna bagli ve siklikla de novo goriilen otozomal
dominant (OD) bir sendromdur. Klinik olarak; femur ve tibiada yay goériiniimii
(bowing), dar gogiis kafesi, kisa birinci metakarpaller ve hastalarin %75’ inde
komplet ya da inkomplet olarak, 46,XY seks reversal izlenebilmektedir (40).
Kamptomelik displaziye yarik damak ¢ok sik olarak eslik etmekte ve olgularin

1/3’tinde konjenital kalp defekti goriilmektedir (38).

2.4.1.4. WAGR (Wilms tiimoér, aniridi, genitoiiriner anomaliler, mental

retardasyon)

11. kromozomun pl13 bolgesinin mikroskobik ya da submikroskobik
delesyonu sonucu olusan, Wilms timor (%57), aniridi (%98), genitoliriner
anomaliler (%75), mental retardasyon (%72) birlikteligi ile goriilen bir “komsu
gen” (contagious gen) sendromudur (41). 46,XY Kkaryotipli olan bu hastalarda
siklikla kriptorsidizm ya da hipospadias ve nadiren siipheli genitalya
goriilmektedir. WAGR sendromunda komplet seks reversalli bir olgu da
bildirilmistir (42). WAGR sendromlu olgulara spesifik FISH problar ile 11.
kromozomun pl3 bolgesindeki delesyonun gosterilmesi ile kesin tani

konulmaktadir (38).
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2.4.1.5. Drash sendromu/ Wilms tiimor ve psddohermafroditizm

WT1 gen mutasyonuna bagli olarak goriilen; siipheli genitalya, erkek
psodohermafroditizmi, XY gonadal disgenezi, gonadoblastom, erken baslangigli
hipertansiyon, proteiniiri ile giden nefrotik sendrom, nefropati, nefroblastom,
renal yetmezlige giden mezengial sklerozun birlikte bulunabildigi bir sendromdur
(38). Bobrek yetmezligine bagli olarak, ortalama yasam siiresi 3 yildir. otozomal
dominant kalittm modeli go6zlenmekle birlikte c¢ogunlukla sporadik olarak

goriilmektedir (34).

2.4.1.6. Frasier Sendromu

Drash sendromuna benzer sekilde, stipheli genitalya, erkek
psodohermafroditizmi, gonadal disgenezi, proteiniiri, nefropati, nefrotik sendrom,
diffiiz mezengial skleroz, glomeriilopati, fokal segmental glomeriiloskleroz,
kronik bobrek yetmezligi izlenen ve Drash sendromuna gore Wilms timori siklig
daha az olan ancak gonadoblastom riski yiiksek olan bir sendromdur. WT1
genindeki “alternatif splicing” defektine neden olan dominant mutasyonlara bagl

olarak genellikle sporadik olarak ortaya ¢ikmaktadir (34,38).

2.4.1.7. 5-Alfa-Rediiktaz eksikligi
5-alfa-rediiktaz  (5-AR) enzimi, testosteron biyosentez yolaginda
testosteronun daha potent bir androjen olan dihidrotestosterona (DHT)

doniigsmesini saglayan bir enzimdir. 5 alfa-rediiktaz enzimini kodlayan SRD5A2
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(Steroid 5-alpha-reductase-2 gene) geni 2. kromozomda p23 bandinda bulunur
(34).

DHT, serumda diisiik seviyelerde bulunan testosteronun etkisini artirarak,
erkekte dis genitalyanin normal maskiilinizasyonunu saglamaktadir. 5 alfa
rediiktaz enzim eksikligi (5-ARD), otozomal resesif, gecis gosteren bir hastalik
olup, ‘psddovajinal perineoskrotal hipospadias’ ya da pubertede primer amenore,
meme gelisimi olmamasi ile bulgu vermektedir (38). Psodovajinal perineoskrotal
hipospadias (OMIM 364600), 46,XY erkeklerde goriilen, dogumda siipheli
genitalya ve kor perineal posun oldugu, pubertede maskiilinizsayonun goriildiigii
bir psédohermafroditizmdir. Bu hastalarda mikropenis, perineal hipospadias, bifid

skrotum, tirogenital siniis izlenebilmektedir (38).

2.4.1.8. 17B-Hidroksisteroid Dehidrojenaz (17p3-HSD) Eksikligi

17-HSD  enzimi, fetal testiste, androstenodionun testosterona
donligimiinii  saglamaktadir. Hidroksisteroid dehidrogenaz (HSD17B3) geni
mutasyonlarinda bu enzimin eksikligi goriilmekte ve klinik olarak erkek
psodohermafroditizmi ve jinekomasti ile sonuglanmaktadir (34, 38). Bu bulgular
testosteron miktarinin diisiilk olmasi nedeniyle ortaya g¢ikmaktadir. 17B-HSD
eksikliginin tanisi, plazmada azalmig testosteron/androstenedion oraninin

goriilmesi ile konulmaktadir.
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2.4.1.9. Androjen Duyarsizlik Sendromu (ADS)/ Testikiiler Feminizasyon

Androjen duyarsizlik sendromu (OMIM 300068), X kromozomunun p22
bandinda lokalize olan, Androjen Reseptor (AR) geni mutasyonlar1 ile
olusmaktadir. X’e bagli resesif kalitim goriilen bu sendromda normal 46,XY
karyotip ile, disi dis genitalya, meme gelisimi, kor vajen, uterus yoklugu, ve
abdominal ya da inguinal testis goriilebilmektedir (34). ADS’l1 hastalarda AMH
normal aktivite gosterip, uterus ve vajenin st 1/3’lik kismin gelismesi

engellenirken, vajenin 2/3’liik alt kism1 gelismekte ve kor vajen olugmaktadir.

2.4.1.10. Parsiyel Androjen Duyarsizlik Sendromu (PADS)

Parsiyel androjen duyarsizlik sendromu (OMIM 312300), Androjen
Reseptor (AR) geni mutasyonlart sonucu gorilmektedir. AR geni X
kromozomunun p22 bolgesinde lokalizedir. Erkek psédohermafroditizmin bu
formunda hipospadias, hipogonadizm, jinekomasti, normal XY karyotip ve
pedigride X’e bagl resesif kalittim sekli goriilmektedir. Etkilenen erkekler
infertildir ve testis biyopsilerinde spermatozoa goriilmemektedir. Androjen
duyarsizlik sendromu ve Pseudovaginal Perineoscrotal Hypospadias ayirict

tanisinda yer almaktadir (34).

2.4.1.11. Siipheli genitalyaya neden olan delesyonlar
“Testis determining” genlerden biri olan DMRT1 geni, 9.kromozomun kisa
kolunun distal bolgesinde lokalizedir. Konvansiyonel sitogenetik ve molekiiler

genetik caligmalar ile 9. kromozomun p24.3 bolgesinin delesyonunun gonadal
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disgenezi ve 46,XY seks reversala neden oldugu gosterilmistir (3, 38). 9p
delesyon sendromunda; 46,XY gonadal disgenezi, trigonosefali, dismorfik yiiz
bulgular1 ve bilissel yetersizlik bulgular1 goriilmektedir (43).

10q terminal bolgesinin delesyonlarinin, anormal erkek dis genital yapi
gelisimiyle iliskili oldugu gosterilmistir (3). 10q terminal delesyonu olan
olgularda kriptorsidizm, mikropenis, hipospadias, disi tipte dis genitalya ve

mental retardasyon bildirilmistir (44).

2.4.2. Seks Reversal
Kayotipik cinsiyet ile fenotipik cinsiyetin tamamen farkli oldugu durumlar

“Seks reversal” olarak tanimlanmaktadir (38).

2.5.2.1. 46,XX Seks Reversal

46,XX seks reversal 1/20,000 canli dogumda genellikle asagidaki
durumlarda gézlenmektedir;

1-SRY tastyan Y kromozomu pargasinin, X kromozomuna translokasyonu

sonucu

2- XX, XY mozaisizmi bulunan olgularda

3- Gergek XX hermafroditizm; Kimerizm ya da SRY yolaginda bir
mutasyon olmast sonucu, testis ve over dokularinin her ikisinin de bulunmasi

durumunda (38).
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2.5.2.2. 46,XY Seks Reversal

46,XY kromozom yapisina sahip bireyde, kadin fenotip goriilmesi

durumudur. Asagidaki nedenlerle olusabilmektedir:

1- SRY geni mutasyonlari ya da delesyonlari; 46,XY seks reversalin %15-
20’sini agiklamaktadir.

2- Tam androjen duyarsizlik sendromu (Testikiiler feminizasyon); dis
genital yap1 tamamen kadin fenotipinde, fakat i¢ genital yapilar erkek
yoniinde gelismektedir.

3- Kamptomelik displazi; SOX9 gen mutasyonu ile olusmaktadir.

4- 9p24 delesyonu

5- Xp21.2-p22.2 ve DAX1 geni (Xp21.3) duplikasyonlari

6- 10q terminal delesyonu

Gonadal disgeneziye sahip olan 46,XY kadin hastalarin %80’inde etiyoloji
aciklanamamakta ve bu hastalarda siklikla uterus ve streak gonad yapisi

izlenmektedir (38).

Seks reversal hastaya genetik yaklasimda Oncelikle fizik muayene,
goriintilleme ve laboratuvar tetkikleriyle iyi bir aywric1 tami yapildiktan sonra,
sorumlu oldugu diisiiniilen genetik nedenler Sekil 2.8. ve 2.9°da verilen

algoritmalar klavuzlugunda arastirilmalidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Grubu

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal1 ve Istanbul
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na primer amenore,
infertilite gibi nedenlerle basvurmus olan ve 46,XY karyotipi saptanan, 0-60 yas
araliginda bulunan disi fenotipli 10 hasta, ¢alisma grubuna dahil olma ve diglama
kriterlerine gore, calismaya dahil edilmistir.

Calisma igin Etik Kurul onay1, 09 Mayis 2012 tarihli Gazi Universitesi T1p
Fakiiltesi (Girisimsel Olmayan) Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 196 karar
numarastyla alinmistir. Segilen hastalarin, onam formlari ile birlikte, DNA eldesi
icin kanlart EDTA’l1 tiiplere alinmustir.

Hasta se¢iminde kullanilan dahil olma ve dislama kriterleri;

Dahil olma kriterleri;

e 46,XY karyotipine sahip olma

Fenotipin disi yoniinde olmasi

e SRY geninin varlig

e FSH ve LH seviyelerinin yiiksek olmasi

e Testosteron seviyelerinin disi cinsiyete gore normal olmasi

e Uterus varlig
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Dislama Kriterleri;

e 46, XX karyotipine sahip olma

Fenotipin erkek yoniinde olmasi

e SRY geni yoklugu

e FSH ve LH seviyesinin normal olmasi

e Testosteron seviyesi yliksekligi

e Steroidogenezde gorevli enzimlerde yetersizlik olmasi
e Uterusun yoklugu

e Herhangi bir sendromun eslik etmesi

Calismaya katilmay1 ve 0rnek vermeyi kabul eden hastalardan, EDTA’I1
tiiplere 2’ser ml periferik kan alinmistir. Daha énce GUTF Tibbi Genetik
Anabilim Dalina basvurmus olan iki hasta yeni 6rnek vermeyi kabul etmemis
(sosyal nedenlerden o6tiirii) ancak daha once elimizde bulunan ve arastirma amagh
kullanim igin daha 6nce onam alinmig, az miktardaki DNA o6rnegine “Tim
Genom Amplifikasyonu (Whole Genome Amplification=WGA)” yontemi
uygulanarak yeterli miktarda DNA elde edilmistir.

Hastalara ait DNA’lar ile; sirasiyla SRY ve WT1 genlerinin dizi analizi,
sonrasinda seks reversala neden oldugu bilinen 9. kromozomun p kolu, 10.
kromozomun q kolu terminal delesyonlar1 ve X kromozomunun p21-q22
duplikasyonlar1 gibi submikroskobik kromozomal degisiklikleri saptayabilmek
icin Array (Affymetrix® Cytogenetics Whole-Genome 2.7M Array) analizi
yapilmustir. Son olarak tiim bu degerlendirmeleri normal olan hastalara CBX2 geni

dizi analizi yapilmistir.
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3.2. DNA izolasyonu

3.2.1. DNA Eldesi I¢in Gerekli Malzemeler

Otoklavlanmuis bidistile su (Applichem®)

Proteinaz K (20 mg/ml) (Applichem®)

Lysis tampon (10 mM TrisHCI, 400 mM NaCl, 2 mM Na2EDTA pH:
8.2) (Applichem®)

SDS (sodyumdodesil siilfat) (Merck®)

Amonyum asetat (Merck®)

Absolii etanol (Riedel-De Haen®)

TE Buffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM Na2EDTA pH=7.5)

(Applichem®)

3.2.2. DNA Eldesi Yontemi

DNA ’lar “Yiiksek Tuz Konsantrasyonlu DNA izolasyon Yéntemi” ile elde

edilmistir.

2,5 ml kan 15 ml’lik steril tiipe alinip, lizerine 15 ml’ye tamamlayacak
sekilde oOnceden hazirlanmis otoklavlanmis soguk bidistile su
konulmustur.

Asag1 yukari galkalayarak 2-3 dk hizl olarak karistirildiktan sonra 2000
rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

Stipernatant atilip pelletin {lizerine tekrar soguk su ilave edilip santrifiyj
yapilmis, bu islem 5 kez daha tekrarlanip, son bosaltmada tiipler bir

kagit havlunun {izerine ters gevrilip, siiziilmesi saglanmistir.
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Stiziildiikten sonra tekrar ¢evrilerek iizerine 750 pl niikleolizis buffer,
40 pl Proteinaz K (20 mg/ml), 50 ul SDS konup ¢alkalanmis ve bir
gece 37 °C de bekletilmistir.

Ertesi giin 500 pl Amonyum asetat eklenip, asagi yukar1 hizla
karigtirllarak 10 dk oda 1sisinda bekletilmis ve 3500 rpm de 20 dk
santrifiij edilip, Ulzerindeki slipernatant 15 ml’lik baska bir tiipe
aktartlmistir.

Tiipiin icindeki miktarin iki kati kadar absolii etanol konulup, hafif
karistirilarak icindeki DNA belirginlestirilmistir.

Onceden igerisine 150 pul TE konan mikrosantrifiij tiipiine pipet ucuyla
aliman DNA konulup, 1 giin oda sicakliginda bekletilmis ve ¢oziinmesi
saglanmistir.

Coziinmiis olan DNA 9%1’°lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve Nanodrop
ND-1000 USA spektrofotometrede Olciilmiistiir. OD260/0OD280 orani
ve optik dansitesi kaydedilmistir.

Cozindiikten sonra kullanilincaya kadar derin  dondurucuya

kaldirilmistir (-20°C).

3.3. Tiim Genom Amplifikasyonu

Hasta grubuna dahil edilen iki hastanin yeni 6rnek vermek iStememesi

nedeniyle hastalarin elimizde bulunan az miktardaki DNA 6rneklerinden ®Sigma

GenomePlex Single Cell Whole Genome Amplification (WGA) kiti ile kit

protokolii kilavuzlugunda tiim genom amplifikasyonu yapilmistir.
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Kit malzemeleri:

e 10XSingle Cell Lysis & Fragmentation Buffer (Sigma®)

e Proteinase K Soliisyonu (Sigma®)

e 1X Single Cell Library Preparation Buffer (Sigma®)

e Library Stabilizasyon Soliisyonu (Sigma®)

e Library Preparation Enzimi (Sigma®)

o 10XAmplifikasyon Master Karisim (Sigma®)

e  WGA (Whole genome amplification) DNA polimeraz (Sigma®)

e Kontrol DNA (Sigma®)

e Distile su

Kitin tim malzemeleri -20°C’de tutularak calismanin tiim asamalar1 buz
istiinde yapilmustir.

Calisma 3 basamakta yapilmstir;

1- Lizis ve fragmantasyon

2- Omniplex library generation

3- PZR amplifikasyonu

Bu basamaklar arasinda hi¢ beklenmemis ve -20°C’de saklanan DNA
kullanilmistir. Tiim uygulama pozitif kontrol DNA’s1 ile birlikte yapilmistir.

Lizis ve fragmantasyon

1- 1 ul DNA 6rnegi PZR tiipii igine konuldu

2- Son hacim 9l olacak sekilde yeterli miktarda su eklendi
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2- 32 ul 10X tampon ¢ozelti iistline 2 pl proteinaz K eklenerek vortex
cihazinda karistirildi

3- Tampon ¢ozeltiden 1 ul DNA oOrnegi tizerine eklenerek iyice
karistirildi 5-50 °C de 1 saat ve 99 °C de 4 dakika inkiibe edildi

4- Spin yapildi

Library hazirlama;

5- Her 6rnege 2 pl 1X single cell library preparation buffer eklendi

6- 1 pl library stabilization soliisyonu eklendi

7- lyice karistirlarak 95 °C de 2 dk 1s1 déngiileyicide tutuldu

8

1 pl library preparation enzim eklenerek karistirildi ve santrifiij yapildi
9- Is1 dongiileyici (Termal cycler) asagidaki sekilde programlandi (Tablo

3.1)

10- Santrifiij yapilarak amplifikasyon asamasina gecildi

Tablo 3.1. Is1 dongiileyicide uygulanan amplifikasyon programi

Sicaklik Siire

16 °C 20 dakika
24 °C 20 dakika
37°C 20 dakika
75°C 5 dakika
4°C Bekleme
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Amlifikasyon asamasi,
13-14 pl lik karigima 7,5 pl 10X amplifikasyon master karisimi, 48,5 ul su,
5 Wl WGA DNA polimeraz eklenerek iyice karistirildi

14- GeneAmp 9700 PCR system (Applied biosystems USA) termal dongii

cihazina konulan 6rneklere Tablo 3.2°de gosterilen program uygulandi

Tablo 3.2. Is1 dongiileyicide uygulanan amplifikasyon program

Sicaklik Stire Doéngii sayisi
95 °C 4 dakika 1

94 °C 30 saniye

65 °C 5 dakika 25

4°C Bekleme

Elde edilen iiriin -20 °C de sekans ve array ¢alismalar1 yapilana kadar

tutuldu.

3.4. DNA Dizi Analizi

3.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Uriinlerinin Eldesi

Calisma grubuna dahil edilen hastalarin DNA 6rneklerinde yapilacak dizi
analizleri i¢in kullanilacak olan primerler “Primer 3 programi” kullanilarak
belirlendi. Bu program ile SRY geni i¢in 2 primer, CBX2 geni igin ise 8 primer

dizayn edildi. (http://bicinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/.). Daha sonra primerlerin

ozgillugu, blast programi kullanilarak kontrol edildi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHoe)
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Bu primerler ve PZR ile amplifiye olan DNA fiiriinlerinin uzunluklar1 asagida
siralanmustir;

SRY geni primerleri

Primer 1

Forward (F); 5’- TTTCGAACTCTGGCACCTTT-3’

Reverse (R); 5 -"TCTTGAGTGTGTGGCTTTCG-3’

PZR iiriinii=576 baz ¢ifti (bg)

Primer 2

F; 5°-AAGGCAACGTCCAGGATAGA-3’

R; 5’>-GGCCTTTATTAGCCAGAGAAAA-3’

PZR {irtinii= 580 bg

CBX2 geni primerleri

Primer 1a

F; 5’-CGAAGTCCCTAGGCACCTCCT-3

R; 5’-CTCACTTGGAGGACCAGCCG-3’

PZR iiriinii; 560 bg

Primer 1b

F; 5’-AGTGCATCCTGAGCAAGCG-3’

R; 5°-GGCGTGTAAACAAAGGGCAA-3’

PZR iiriinii 346 bg

Primer 2

F; 5’-GAGTCCTCTTGTGGCCTTGTT-3"

R; 5>-TAAGGGACCTCAGACCACAGC-3’
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PZR iiriinii: 443 bg

Primer 3

F; 5’-GGAAGCCATAGAGTCCCACAT-3
R; 5’-AGTAGCCCCCAAATCTTAGGC-3°
PZR iiriinii: 587 bg

Primer 4

F; 5>-TGCTGCAGACAAGCACTCTTC-3’
R; 5’-CAGCAGGGAATCCTGTTCATT-3’
PZR iiriinii; 546 bg

Primer 5

F; 5’-AACAGGCAGTGGAGGTGTGA-3’
R; 5’-CTCACGGGTCTTCGGGTTG- 3’
PZR iiriinii; 611 bg

Primer 6
F;5’-CAAACCCGAGCTGAAGGATC-3’
R; 5’-TGCCATTCTTGACACTCTGCA-3’
PZR iiriinii; 638 bg

Primer 7
F;5’-TGGAGCAGAAAGTGGGGAACA-3’
R;5’-ACACCATAGGCAGGGAAGGG-3’

PZR iiriinii: 703bg
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Her bir hasta DNA’s1 i¢in 10 adet 0,2 ml’lik PZR tiipii numaralanarak
hazirlandi. Bu tiiplerin her birine toplam hacim 25 pl olacak sekilde

e 15,4 ul steril bidistile su

e 2,5 ul 10XPCR buffer (magnezyumsuz) (Fermantas®)
o 2 ul MgSO4(Fermantas®)

e 0,5 ul ANTP miks (Fermantas®)

e 3 ul DNA ¢ozeltisi

e 0,5 ul forward primer (Genoks®)

e 0,5 ul reverse primer (Genoks®)

e 0,3 ul Taq DNA polimeraz (Fermantas®) eklendi.

Tiipler 1s1 dongiileyicide asagidaki programlara gore tutuldu (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Is1 dongiileyicide uygulanan amplifikasyon program

Sicaklik Siire Siklus sayisi
95°C 10 dakika 1

95 °C 30 saniye

60 °C 30 saniye 35

72 °C 30 saniye

72 °C 5 dakika 1

4°C Bekleme
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PZR islemi sonlandiktan sonra, her bir tiipten 3 pl PZR iirlinii alindi, 1 pl
DNA boyas1 (10X gel loading) ile karistirildi. Boyanan PZR iiriinii ve 50 b¢ DNA

(Promega®) marker ile agaroz jelde yiirtitiillmek tizere hazirlandi.

3.4.2. PZR Orneklerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

Agaroz jel elektroforezi, amplifiye edilmis DNA molekiiliiniin
tanimlanmasi, ayristiritlmasi ve saflastirilmast i¢in kullanilir. Agaroz jelde, DNA
molekiilleri igerdikleri niikleotid sayisinin logaritmasi ile ters orantili olarak anoda
dogru go¢ ederler. Bu go¢ hizi jele es zamanli aplike edilen kontrol DNA marker
ile degerlendirilir.

Kullanilan malzemeler ve cihazlar;

Agaroz (Sigma®)

e 1XTBE (Tris-borik asit-EDTA) buffer (Sigma®)

e Yiikleme boyasi (Loading jel)(50 b¢ marker (Promega®))
e Ethidyum bromiir (EtBr) (Zeydanli®)

e Mikrodalga firin (Argelik®)

e Yatay elektroforez tanki (Apollo®)

e Elektroforez gii¢ kaynagi (Labnet® Power station 300)

e Jel goriintiileme cihazi1 (Syngene®)

e Spektrofotometre (ND 1000, USA)
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Agaroz jelin hazirlanmasi ve orneklerin yiiriitiilmesi;

2 g agaroz tartildi ve erlene koyuldu, tizerine 100 ml 1XTBE buffer
eklenerek mikrodalga firinda 300 °C’da 3 dk kaynatildi. Kaynamis olan jel biraz
sogutulduktan sonra {izerine 10 pl EtBr eklenerek iyice karistirildi. Daha 6nceden
hazirlanmis jel kabarcik olusturmayacak sekilde traye dokiildii ve taraklari
yerlestirildi. Polimerizasyon i¢in yaklagik 15-20 dk beklendikten sonra jel 6rnegi
3 pl yiikkleme boyasi ve 1 pul DNA 06rnegi olacak sekilde karistirilarak jele
yiiklendi. Ornekler 120 voltta 20 dk yiiriitiildii. Daha sonra jel goriintiileme
cihazinda goriintiilenerek PZR ’nin basaris1 degerlendirildi ve temiz bant olusturan

PZR o6rneklerine dizi analizi yapildi.

3.4.3. DNA Dizi Analizi
Elde edilen PZR iiriinleri “SeqFinder Sequencing System Kit” kullanilarak
Kit protokoliine gore, “Applied Biosystems 310 Genetic analyzer with Data

Collection Software v2.0” i¢in hazirlandi.

Kullanilan malzemeler;

e EXO0SAP-IT (GML®)

o MicroAmp® Clear Adhesive Film (Applied Biosystems®)
e Big Dye® terminator mix (Applied Biosystems®)

e Sequencing Buffer (Applied Biosystems®)

e Sequence Primer Forward/ Reverse (Alpha®)

e Plate ¢evirici
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e Sephadex (Sigma®)

e Distile su

PZR iiriiniin temizlenmesi;

PZR iiriinlerini igeren tiipler, PZR plate iginde 100 g’de 1 dk santrifiij
edildi. 5 ul’lik PZR iirliniine 2 pl olacak sekilde her tiipiin i¢ine “ExoSAP-IT”
eklendi. Plate’in tizeri MicroAmp® Clear Adhesive Film ile kaplandi ve tim
igerigin karigmasi igin yapilan vorteksleme islemi sonrasinda 1000 rpm’de 30
saniye santrifiij edildi. Reaksiyon hacmi 7 ul olarak (5 ul’lik PZR iiriinii ve 2 pl
EXOSAP-IT) 1s1 dongiileyicide Tablo 3.4’de verilen programa gore amplifiye

edildi.

Tablo 3.4. Is1 dongiileyicide uygulanan amplifikasyon program

Sicaklik Stire
37°C 30 dakika
80°C 15 dakika
4°C Bekleme

Dizi analizi reaksiyonlarinin hazirlanmasi;

Tiim reaksiyonlar i¢in, Forward ve Reverse primerleri iceren 2 ayri
dizileme reaksiyon Karisimi hazirlandi. 2 pl BigDye® Terminator miks, 2 pl
sequencing buffer, 2 pl sequence F/R primer ve 2 pl distile su ile hazirlanan total

hacmi 8 pl olan karisimlar, reaksiyon plateine mikropipet yardimiyla konuldu. Bu
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karigimlarin iizerine 2 pl PZR {iriinii eklenerek vortekslendi. Sonrasinda 1000
rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.
Dizi reaksiyonlari; Reaksiyon hacmi 10 ul olan karisimlar Tablo 3.5’te

verilen programda amplifiye edildi.
Uriinlerin piirifikasyonu;
Icine 700 pl Sephadex karisgimi (1 gram Sephadex+ 14 ml distile su)

konulan 2 mlI’lik tiip 2400 g’de 2 dk santrifiij edildi.

Tablo 3.5. Is1 dongiileyicide uygulanan amplifikasyon program

Sicaklik Stire

96 °C 1 dakika
96°C 10 dakika
50°C 5 saniye
60°C 4 dakika
4°C Bekleme

Elektroforez, Applied Biosystems 310 Genetic Analyzer with Data
Collection Software v2.0’ye gore asagidaki gibi yapildi.
e Polymer POP-6 ™
e Running buffer Applied Biosystems Genetic Analyzer Running Buffer
e Capillary Array 47 cm
e Module Seq POP6 Rapid (1ml).E.md4
e Dye Set/Primer KB_310 POP6_BDTv3.36Rapid.mob

e Basecaller KB.bcp
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DNA dizileme sonrasi analizler, SeqScape programinda yapildi.

Biit¢enin yetersiz olmasi nedeni ile WT1 geni dizi analizleri Ege

Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hastanesi Molekiiler Genetik Laboratuvari

tarafindan yapilmistir.

3.5. Cytogenetics Whole-Genome 2.7M Array Calismasi (Affymetrix®)

Array caligmasi sistem saglayici firmanin protokoliine uyularak Sekil
3.1°de 6zetlendigi gibi yapildi (45).

Array calismasinda kullanilacak olan DNA’larin konsantrasyonlari
spektrofotometrede  yaklasik olarak 250 ng/ul yogunlugunda
Ol¢iilmistii. Tim DNA’larin optik dansite (OD 260/280) oraninin 1.8
ile 2 arasinda bulunmasina dikkat edildi.

Elde edilen DNA’lar degrade olmadigindan emin olmak i¢in %1°lik
agaroz jelde yiriitildii.

Molekiiler karyotiplemede 33 ng/ul DNA kullanilacag i¢in, hastalarin
kanindan elde edilen, yaklagik olarak 250 ng/ul yogunlugundaki

DNA'’lar, 1XTE buffer ile diliie edildi.

3.3.1. Tiim Genom Amplifikasyonu

Bu basamak ve sonraki basamaklarda kullanilacak olan tiim malzemeler

saglayici firma tarafindan (Affymetrix® USA) tedarik edilmistir.

Gerekli malzemeler:

Cyto 10x Denaturasyon Soliisyonu (DS) (-20 °C)
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e Cyto 10x Notralizasyon Soliisyonu (NS) (-20 °C)

e Cyto Amplifikasyon reaksiyonu Buffer1 (-20 °C)

e Cyto Amplifikasyon enzimi (-20 °C)
o (Cyto Water (oda sicakligi)

e 1,5 ml’lik ependorf

\ \ \ 100 ng
DNAizolasyonu > genomik

ys

/ DNA
\\\ ~30ug
Amplifikasyon ~ amplifiye
DNA
N
N\
g ~30ug saf
Purifikasyon DNA
Fragmantasyon- : AU y
e isaretlenmis
DNA
R
\\ Yikama- \\
Hibridizasyon > Boyama- Analiz
: 4 Tarama

Sekil 3.1. Array 2.7 calismasinin basamaklari
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Yontem:

e DS, NS ve Amplifikasyon buffer1 -20 °C’den ¢ikarilarak oda
sicakliginda  ¢oziinmesi  beklendi.  Amplifikasyon  tamponu
coziindiikten sonra kuvvetlice vortekslenip, maksimum hizda spin
yapilmis ve buz iizerinde bekletildi. DS ve NS ise oda sicakliginda
bekletildi.

e 10x DS ve 10x NS, 1x haline diliie edildi, vorteks ve spin yapildu.

e 1,5 ml'lik tiiplere 33 ng/ul’ye dilue edilen genomik DNA’dan 3’er ul
konuldu (3x33= 99, yaklasik 100 ng).

e Uzerine oda sicakliginda 1x DS 3 pl eklendi ve vorteks-spin yapildi.

e 3 dk oda sicakliginda beklendikten sonra drnekler iizerine 1x NS’den
6’sar pl eklenip, vorteks spin yapilarak toplam voliimii 12 pl olan
ornekler buza konuldu.

e Hig beklenilmeden, buzda bulunan amplifikasyon bufferdan 50 pl ve -
20 °C’deki amplifikasyon enziminden 2,5 ul eklenerek elde edilen
toplam 64,5 pl’lik her bir 6rnek vortekslenerek spin yapildi.

e Hazirlanan 6rnekler amplifikasyon i¢in dnceden 30°C’ye 1sitilmig 1s1

dongiileyiciye yerlestirildi ve Tablo 3.6”de verilen program uygulandi.
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Tablo 3. 6. Is1 dongiileyicide uygulanan amplifikasyon program

Cyto Amplifikasyon Programi

Sicaklik Siire

30 °C 16 saat

65 °C 3 dakika

4°C Bekleme
Y Ontem:

e Kit ilk acildiginda Cyto piirifikasyon yikama bufferina %100°’lik
etanolden 10,5 ml eklendi.

e +4 °C’den ¢ikarilan Cyto Magnetik Bead homojen olacak sekilde
vortekslendi.

o 04,5 ul'lik amplifiye olmus oOrnekler, alti diiz olan 2ml’lik
ependorflara alind1 ve lizerlerine 90 ul Magnetik Bead eklendi.

e 10 kez pipetaj yapilip, 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra
ependorflar manyetik alan iizerine alinarak sivi tam seffaf olana kadar
bekletildi (yaklasik 5 dk).

e Manyetik Bead’lere baglanarak ependorfun manyetik alan yoniinde
bulunan yiizeyine yapisan DNA’ya dokunulmadan seffaf
siipernatanlar pipet ile ¢ekildi.

e Manyetik alandan ¢ikarilan ependorf iizerine, daha 6nceden %100’liik
etanol eklenmis haldeki Cyto piirifikasyon yikama buffer’indan 200 pl

eklendi. Oda sicakliginda 1 dk inkiibe edildikten sonra yine manyetik

59



alanda siv1 seffaflagsana kadar (yaklasik 1 dk) bekletildi ve seffaf
siipernatan atildi. Bu yikama islemi ayn sekilde 2 kez tekrarlandi.

e Ependorf igindeki ¢okeltinin kurumasmna miisade edilmeden 50 pnl
Cyto elution buffer ilave edildi ve 15-30 dk sivi homojen olana kadar
en yiiksek hizda vortekslendi.

e 1500 rpm’de 1 dk spin yapildiktan sonra, manyetik alan iizerinde; 15
dk ependorfun kapagi kapali, 15 dk agik olacak sekilde bekletildi ve
seffaf slipernatanlar (yaklasik 45 pl) yeni ependorflara alindu.

e Vorteks-spin yapildiktan sonra spektrofotometrede Olgiilmek iizere
ornekler 1/10 oraninda sulandirildi. Olgiimde yogunlugun 1-2 pg/ml,

0OD260/0D280 oraninin ise 1.8 - 2 arasinda olmasina dikkat edildi.

3.3.3. Fragmantasyon- Isaretleme

Bu asamada amplifiye edilmis ve saflagtirllmis gDNA, parcalara ayrilarak
isaretleme yapildi.

Gerekli Malzemeler:

e Cyto Frag-Label Buffer (-20 °C)

e Cyto Frag-Label Enzimi (-20 °C)

Yontem:
e Oda sicakliginda ¢oziindiiriillen Cyto Frag-Label Buffer, vorteks-spin
yapildiktan sonra, Cyto Frag-Label enzimi ise direkt olarak buz

izerine yerlestirildi.
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Buz iizerinde yeni ependorflara piirifiye edilmis 6rneklerden 37’ser ul
konulduktan sonra, tizerlerine 10 pl Frag-Label Buffer: ve 3 pl Frag-
Label enzimi eklenen (toplam volimii 50 pl) 6rnekler vorteks-spin
yapildiktan sonra Tablo 3.7°de verilen programa gore 1s1

dongiileyiciye yerlestirildi.

Tablo 3.7. Is1 dongiileyicide uygulanan fragmantasyon ve isaretleme

programi

Cyto Frag-Label Programi

Sicaklik Siire
37°C 2 saat
95°C 10 dakika
4°C Bekleme

Reaksiyon sonrasinda oOrnek, fragmantasyonun kontrolii i¢in %4’°liik
agaroz jelde yiritaldi. 2,5 ul 6rnek, 2,5 ul orange dye ile boyanarak
marker esliginde jele yiiklendi, 140 voltta 20 dk yiiriitiilmiistiir. Bant
yogunlugu 50-200 bg¢ arasinda goriilerek fragmantasyon kontrolii

yapildu.

3.3.4. Hibridizasyon

Bu asamada array c¢iplerini saglayan firmaya ait hibridizasyon firini

kullanildi. Hibridizasyon buz iizerinde yapildi.
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Gerekli malzemeler:
e Cyto Hibridizasyon Buffer (-20 °C)
e Array 2.7 ¢ipi

e Hibridizasyon firini (Affymetrix® Hybridization Oven 640)

Yontem:

e Hibridizasyon bufferi, kullanilmadan once 15 dk buzda bekletildi.
Sonrasinda buz tizerindeki her bir 6rnek iizerine, 100 pl hibridizasyon
buffer1 eklenerek elde edilen 147,5 ul hacimli 6rnekler, vorteks ve
spin yapildiktan sonra denature edilmek iizere asagida verilen
programa ayarlanmis 1s1 dongiileyiciye yiiklendi (Tablo 3.8).

e Denatlire olan Ornekten 130’ar pl pipete cekilerek array ¢ipinin
bolmelerine yavasca yiiklenmistir. Yuvarlak etiketlerle bolmeler
kapatilarak 50 °C’ye 1sitilmig hibridizasyon firminda 60 rpm’de

cevrilecek sekilde 16 ila 19 saat arasinda inkiibe edildi.

Tablo 3.8. Is1 dongiileyicide uygulanan denatiirasyon programi

Cyto Denatiirasyon Programi

Sicaklik Stire
95°C 5 dakika
50°C 15 dakika
50°C Bekleme
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3.3.5. Yikama, Boyama ve Arraylarin Taranmasi

Bu asamada arrayler yikanip boyanarak analiz edilmek {izere tarama

islemleri gerceklestirildi.

Calismanin bu basmaginda da yikama, boyama ve tarama islemlerinde

saglayici firmaya ait cihazlar kullanildi.

Gerekli malzemeler:

Sivi1 Istasyonu 450 (Affymetrix Genechip® Fluidics Station 450)
Tarayici (Affymetrix Genechip® Scanner 3000)

1,5 ml ependorf (dogal, mavi ve kirmizi)

Sitogenetik Reagent Kiti:

e Cyto Boyama Buffer 1 (4 °C - amber)

e Cyto Boyama Buffer 2 (4 °C - amber)

e Cyto Holding Buffer (4 °C - amber)

e Cyto Yikama Buffer A (oda sicakligi- turuncu)

e Cyto Yikama Buffer B (oda sicakligi- turuncu)

Y Ontem:

Yikama Istasyonunda (Fluidics station) bulunan bos siselere 500’er ml
Cyto Yikama Buffer A ve B eklendi. Su sisesi doldurulup, ¢op sisesi
bosaltildiktan sonra sistem 6n yikama yapmasi i¢in PRIME-450

programi ile ¢alistirildi.
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e Bu sirada 4 °C’de bulunan Cyto Boyama buffer 1 ve 2 ile Holding
Buffer oda sicakliginda bekletildi ve Tablo 3.9°de gosterildigi gibi
1,5ml’lik tiiplere alind1.

e 1,5 ml’lik renkli tiiplerde bulunan Cyto Boyama buffer 1 ve 2 ile
Holding Buffer yikama istasyonuna yerlestirilmistir. “Cytogenetics
Focused Array 450 protokolil segilerek cihaz calistirilmigtir. Sonra

kartus kartlar array ¢iplerini yerlestirmek iizere agilmistir.

Tablo 3.9. Yikama ve Holding Bufferlarin Tiiplere Boliinmesi

Reagent Tiipiin rengi Tiiplere konulan voliim
Cyto Boyama Buffer 1 Amber 500 ul

Cyto Boyama Buffer 2 Mavi 500 pl

Cyto Holding Buffer Natural 800 ul

e Hibridizasyon firinindan alinan array ¢ipleri (tek seferde 4 adet olmak
tizere) iizerindeki yuvarlak kapama etiketleri kaldirildiktan sonra
yikama istasyonuna yerlestirilmis ve barkotlar1 okutularak sistem
yikama ve boyama yapmasi i¢in ¢alistirtlmigtir.

e Program sonlandiginda array ¢ipleri ¢ikarilarak bdlmelerin {izerine
tekrar kapama etiketi yapistirilmistir. Tarama yapilacak bilgisayara
tekrar barkodlar1 okutturulan array c¢ipleri tarayiciya yiiklenerek

sistem calistirilarak tarama islemi yapilmistir.
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3.3.6. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Calismanin sonuglart “Chromosome Analysis Suite (ChAS) vl1.2.1
Software (Affymetrix®)” programi ile analiz edilmistir. Olgulara ait veriler
“CEL” dosyalarina doniistiiriilmiis ve analiz edilmek iizere taramalarin
gergeklestirildigi sistemin yiikli oldugu bilgisayardan analizlerin yapilacagi
Anabilim dalimizdaki bir bilgisayara taginmistir. Analizlerin yapildigi bilgisayara;

e Affymetrix® Chromosome Analysis Suite (ChAS) v1.2.1 Software,

e Cytogenetics Array NetAffix® Analysis fileset version NA32 (hgl9)

programlari firma tarafindan yiiklenmistir.

Bu program yiiksek ¢Oziiniirlikte bir “CytoScan Array” ile
kullanildiginda, submikroskopik kromozomal yeniden diizenlenimlerin tespitine
ve analizine imkan vermektedir. Kromozomal anomaliler agisindan arastirilan
hastalarin  verilerinin yorumlanmasina, bulunan degisikliklerin karyogram
tizerinde ve bazi grafiklerde gosterilmesine, degisikligin bulundugu bolgedeki
genlerin ve bu genlerin veri tabanlarinda aragtirllmasini saglayan baglantilar
icerdiginden 6zellesmis sitogenetik arastirmalara olanak saglamaktadir (45).

(Calismada arastirilan olgularda tespit edilen kayip ve kazanglar (Gain/loss)
i¢in 200 kb’lik sinir belirlenmistir.

Sonuglarda bulunan degisiklikler; DECIPHERv4.1 (DatabasE of
Chromosome Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembel Resources),
Ensemble, HGMD (The Human Gene Mutation Database), DGV (Database of

Genomic Variants), Genecards gibi internet iizerinden ulasilabilen veritabanlari
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ile OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) ve PubMed (the U.S. National
Library of Medicine) gibi online kiitiiphaneler kullanilarak degerlendirilmistir (13,

46-50).
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 46,XY Karyotip yapisina sahip disi fenotipte ve

SRY geninde konvansiyonel PZR yontemi ile delesyon saptanmayan 10 olguya,

oncelikle SRY geninde mutasyon olup olmadigi arastirilmak iizere, SRY genine

dizi analizi yapildi. Veriler “Sequence Scanner Software 2” programi ile analiz

edildi. Referans dizi ile karsilastirilarak yapilan analizler sonucunda, hastalarin

hi¢birinde SRY geninde mutasyon tespit edilmedi. Olgu 1 ve 2’ye ait SRY dizi

analizi ornegi sirasiyla Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.

AP b Biosystems SnAl_[1304175]SRY_P1_A KB_3730_POP7_BDTv3.mob

Signal: G:4637 A:5412 T:3858 C:4345 AvgSig: 4563 C#:30 W:B4 Plate Name:EU1304300285 TS:51 CRL:506 QV20+:506

Apphed SnAI__[1304175]SRY_P1_A_AS2618_B04_1304112964G ab1 KB12 KBbep

| - - L L T e N N E N R IR R R NIRRT NN
GGGCA TC TC TTGCATTT GACATGCAAT CATATGCTTCT GCTATGTTAAGCGTATTCAACAGCGATGATTACAGTCCAGC
5 10 15 20 25 30 3% 40 45 50 55 60 65 70 75

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 850 700 750 800 850 900 950

SRR R RRRRR RN R AR R AR R RRR R RRRRRRRR RRERR RN RRRRRN A in i nl
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Sekil 4.1. Olgu 1’e ait SRY geni dizi analizi 6rnegi
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Sekil 4.2. Olgu 2’ye ait SRY geni dizi analizi 6rnegi

SRY geninde mutasyon saptanmayan 10 hastanin WT1 geni dizi anal

izi

projedeki maddi kaynak sikintist nedeni ile Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk

Hastanesi Molekiiler Laboratuvarinda yapilmistir. Hastalarin hicbirinde soz

konusu gende mutasyon saptanmazken, WT1 geninin 1, 3, 7 ve 10. ekzonlarinda

daha once polimorfizm olarak bildirilen tek niikleotid degisiklikleri (Single

nucleotide polymorphism=SNP) izlenmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Olgularin WT1 geni dizi analizi sonuclari, bulunan SNP’ler ve rs

numaralari

zon 1 2 3

Olgu

2 N N -c.872+82G>T
homozigot
rs5030170
-.872+85G>C
homozigot
rs5030171

CGA-CGG N N N
R369R

homozigot

4 N N  -c.872+16G>A
heterozigot

rs1799933

N N N -3'UTR+88A>G heterozigot
rs5030315
-3’UTR+224A>G heterozigot
rs5030316
-3’UTR+267G>C heterozigot
rs5030317

CGA-CGG N N 3’UTR+267G>C heterozigot

R369R rs5030317

heterozigot

rs16754

6 Ccc-ccT N  -c.870+82G>T
P110P heterozigot
. rs5030170
heterozigot
151799925 -c.870+85G>C
heterozigot
rs5030171
8 cce-ccT N c.870+82G>T
P110P heterozigot

rs5030170
-.870+85G>C
heterozigot
rs5030171

heterozigot
rs1799925

N N N -3'UTR+88A>G heterozigot
rs5030315

-3’UTR+224A>G heterozigot
rs5030316

-3’UTR+267G>C heterozigot
rs5030317

10 ccc-ccr N  -c.870+82G>T
P110P heterozigot
rs5030170

heterozigot

151799925 -c.870+85G>C

heterozigot
rs5030171

CGA-CGG N N 3'UTR+267G>C heterozigot
R369R rs5030317

heterozigot
rs16754




Tablo 4.2. WT1 geni analiz sonuglar: ve SNP allel frekanslari

oLGU Ekzon SNP Minér Allel
frekansi
(MAF) %

1 3 -¢.870+16G>A heterozigot 21
-.870+82G>T heterozigot 35
-€.870+85G>C heterozigot 35
2 3 -¢.870+82G>T homozigot 35
-c.870+85G>T homozigot 35
€.A1107G (CGA-CGG R369R) homozigot 32
3 €.C330T (CCC-CCT P110P) heterozigot 31
-.870+82G>T heterozigot 35
-¢.870+85G>C heterozigot 35
7 ¢.A1107G (CGA-CGG R369R) heterozigot 32
10 3’UTR+267 G>C heterozigot 45
4 3 -€.870+16G>A heterozigot 21
10 -3’UTR+88 A>G heterozigot 12
-3’UTR+224 A>G heterozigot 11
-3’UTR+267 G>C heterozigot 45
6 1 CCC-CCT P110P heterozigot 31
3 -¢.870+82G>T heterozigot 35
-€.870+85G>C heterozigot 35
7 CGA-CGG R369R heterozigot 32
10 3’UTR+267 G>C heterozigot 45
8 1 CCC-CCT P110P heterozigot 31
3 -.870+82G>T heterozigot 35
-€.870+85G>C heterozigot 35
10 -3’UTR+88 A>G heterozigot 12
-3’UTR+224 A>G heterozigot 11
-3’UTR+267 G>C heterozigot 45
9 1 CCC-CCT P110P heterozigot 31
3 -€.870+16G>A heterozigot 21
-.870+82G>T heterozigot 35
-€.870+85G>C heterozigot 35
7 CGA-CGG R369R heterozigot 32
10 -3’UTR+88 A>G heterozigot 12
-3’UTR+224 A>G heterozigot 11
-3’UTR+267 G>C heterozigot 45
10 CCC-CCT P110P heterozigot 31
-.870+82G>T heterozigot 35
-€.870+85G>C heterozigot 35
7 CGA-CGG R369R heterozigot 32
10 3’UTR+267 G>C heterozigot 45
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Cinsiyet gelisim anomalilerinden sorumlu oldugu bilinen; 9p, 10q
delesyonlar1, Xp21-22 (DAX1 genini de igeren bolge) duplikasyonu ile daha 6nce
bildirilmeyen ve seks reversala neden olabilecek diger mikroduplikasyon/
mikrodelesyonlarin tespit edilmesi i¢in tiim hastalara array (2.7) analizi yapildi.
Hastalara ait array analiz sonuglar1 Tablo 4.3- Tablo 4.12’de gosterilmistir. Array
calisma sonuglarinda tespit edilen tiim veriler NCBI, DECIPHER ve DGV veri-
tabanlarindan faydalanilarak degerlendirilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde,
hastalarin  klinik bulgularin1  agiklayacak ve literatiirde cinsiyet gelisim
anomalilerinde daha once bildirilmis olan 9. kromozomun p kolunun ve 10.
kromozomun g kolunun terminal bolge delesyonlar1 ya da X kromozomunun p21-
p22 bolgesinin  duplikasyonu saptanmazken ¢esitli mikrodelesyon ve
mikroduplikasyonlar saptanmistir. Bunlardan 8q24.3 bolgesindeki kazang bolgesi,
Olgu 1 ve 4’de ortak kazang bolgesi olmasi ve bu bolgenin duplikasyonunun
yapilan bir caligmada gonadal disgenezili bir olguda da bulunmasi nedeni ile

dikkate deger bulunmustur (63).
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Tablo 4.3. Olgu 1’e ait array analizi sonuclar:

Kromozom Tip Baslangic Kb Genler
Bitis
8924.3 Kazang 144,238,010 1513,2 LY6H, GPIHBP1, ZFPA1, GLI4, ZNF696,
145,751,248 TOP1MT, C80RF51, RHPN1, MAFA, ZC3H3,

GSDMD, C80RF73, NAPRT1, EEF1D, TIGDS5,
PYCRL, TSTA3, ZNF623, ZNF707, BREAZ,
LOC100130274, MAPK15, FAM83H,
LOC100128338, SCRIB, MIR937, PUF60, NRBP2,
EPPK1, PLEC, MIR661, PARP10, GRINA,
SPATC1, OPLAH, EXOSC4, GPAAL, CYC1,
SHARPIN, MAF1, KIAA1875, CBORF30A,
HEATR7A, SCXB, SCXA, BOP1, HSF1, DGATL,
SCRT1, C8BORFK29, FBXL6, GPR172A, ADCKS5,
CPSF1, MIR939, MIR1234, SLC39A4, VPS28,
NFKBIL2, CYHR1, KIFC2, FOXH1, PPP1R16A,
GPT, MFSD3, RECQL4, LRRC14, LRRC24

Tablo 4.4. Olgu 2’ye ait array analizi sonuglari

Kromozom Tip Baslangig- Kb Genler

Bitis
1921.2 Kayip  147,065,130- 288,2 LOC388692
147,353,398
2q37.1 Kazan¢ 233,178,980- 233,6 DIS3L2,ALPP, ECEL1P2, ALPPL2,ALPI,
233,412,564 ECEL1, LOC646960, CHRND, CHRNG
7911.23 Kayip  74,145357- 246  GTF2I,NCF1,GTF2IRD2,
74391436 STAG3L2,PMS2P5,GATSL1
17pl1.2 Kazan¢ 17,439,501- 217  PEMT, RAIL
17,656,768

Tablo 4.5. Olgu 3’e ait array analizi sonuclari

Kromozom Tip Baslangic Kb Genler
Bitis

16p11.2 Kazang 34,490,200- 254,06 LOC283914, LOC146481,
34.744.260 LOC100130700

10g26.3 Kazang 135,218,338- 209,7 MTG1, SPRN, LOC619207, CYP2EL1,
135,428,108 SYCE1

Xp22.33 Kayip  1,211,483- 204,431 CRLF2, CSF2RA
1,415,914
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Tablo 4.6. Olgu 4’e ait array analizi sonuclari

Kromozom Tip Baslangic-
Bitis

Kb

Genler

30927.3 Kazan¢ 186,568,501-
186,782,534

8pll.1 Kazan¢g 16,629,141-
16,853,072

8024.3 Kazang 144,308,962-
145,817,594

11p15.4 Kazang 16,629,141-
16,853,072

214

295

1508

901

ADIPOQ, ST6GAL1

POTEA

ZFP41, GLI4, ZNF696, TOP1MT,
C80ORF51, RHPN1, MAFA, ZC3H3,
GSDMD, C80RF73, NAPRT1, EEF1D,
TIGD5, PYCRL, TSTA3, ZNF623,
ZNF707, BREA2, LOC100130274,
MAPK15, FAM83H, LOC100128338,
SCRIB, MIR937, PUF60, NRBP2,
EPPK1, PLEC, MIR661, PARP10,
GRINA, SPATC1, OPLAH,EXOSC4,
GPAA1, CYC1, SHARPIN, MAF1,
KIAA1875, CBORF30A, HEATR7A,
SCXB, SCXA, BOP1, HSF1, DGATL,
SCRT1, C8BORFK29, FBXL6, GPR172A,
ADCKS5, CPSF1, MIR939, MIR1234,
SLC39A4, VPS28, NFKBIL2, CYHR1,
KIFC2, FOXH1, PPP1R16A, GPT,
MFSD3, RECQL4, LRRC14, LRRC24,
MGC70857, ARHGAP39

INS-IGF2, IGF2, MIR483, IGF2AS, INS,
TH, ASCL2, C110RF21, TSPAN32,
CD81, TSSC4, TRPM5, KCNQ1,
KCNQ10T1, KCNQ1DN, CDKNIC,
SLC22A18AS, SLC22A18, PHLDA?Z,
NAP1L4, SNORA54

Tablo 4.7. Olgu 5’e ait array analizi sonuclari

Kromozom  Tip Baslangic- Kb Genler
Bitis

8p11.22 Kazang  39,226,335- 202,584 LOC643955,RNGTT
39,388,919
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Tablo 4.8. Olgu 6’ya ait array analiz sonuclari

Kromozom  Tip Baslangic Bitis Kb Genler
7q11.21 Kazang 57,881,351 62,759,719 4878,368 LOC643955
6q15 Kazang 89,449,946 89,737,643 287,697 RNGTT

Tablo 4.9. Olgu 7’ye ait array analizi sonuglari

Kromozom Tip Baslangic Bitis Kb Genler

14932.33 Kazang 106,251,486 106,740,452 488,966 KIAA0125,
ADAM6

16p11.2 Kazang 34,448,198 34,795,780 347,582 LOC283914,
LOC146481,
LOC100130700

Tablo 4.10. Olgu 8’e ait array analizi sonuclar:

Kromozom Tip Baslangic¢ Bitis Kb Genler

14932.33 Kazang 106,313,767 106,736,227 422,46 KI1AA0125,ADAM6
11q14.1 Kazang 78,361,133 78,778,557 417,424 ODz4

4921.1 Kazang 78,090,456 78,432,861 342,405 CCNG2

Yql1.22 Kazan¢ 22,216,931 22,516,184 287,975 TTTY16,TTTY12

Tablo 4.11. Olgu 9’a ait array analizi sonuclari

Kromozom Tip Baslangic Bitis Kb Genler
14932.33 Kazang 106,020,554 106,736,227 715,673 KIAA0125,
ADAM6

Tablo 4.12. Olgu 10’a ait analiz sonuglar:

Kromozom Tip Baslangi¢ Bitis Kb Genler

10926.3 Kazang 135,252,931 135,426,389 206,78 LOC619207,
CYP2EL,
SYCEL,
SPRNP1
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Calismanin son basamagi olarak tiim hastalara CBX2 geni dizi analizi

yaptlmistir. Olgu 2’ye ait CBX2 geni dizi analizi elektroferogram ornegi Sekil

4.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Olgu 2’ye ait CBX2 geninin (5. ekzon) dizi analizi 6rnegi

Olgu 1, 3 ve 6’da herhangi bir degisiklik gozlenmezken, Olgu 2, 4, 7, 8, 9
ve 10°da CBX2 geni 5. ekzonunda ¢.G1553A (rs3751957) MAF degeri 0,37 olan

SNP tespit edilmistir (Sekil 4.4.). Olgu 5’te 5. ekzonda MAF degeri 0,23 olan

C.1242G>A (rs3751956) SNP tespit edilmistir (Sekil.4.5).
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Sekil 4.4. Olgu 4’e ait CBX2 geninin dizi analizi ve tek niikleotid degisikligi

1
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]

Sekil 4.5. Olgu 5’e ait CBX2 geninin dizi analizi ve tek niikleotid degisikligi
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5. TARTISMA

Cinsiyet gelisim bozukluklari, klinik olarak siipheli genitalya ile seks
reversal arasinda degisen siddette bulgularla ortaya ¢ikan ve molekiiler temelleri
tam olarak anlagilamamis bir hastalik grubudur. Bu hastalarda etiyolojik nedenlere
yonelik yapilan arastirmalarin hastalara dogru tan1 konulmasmin yani sira,
hastaligin molekiiler mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi ve etiyolojik nedene
yonelik  tedavi  yaklasimlarinin  diizenlenmesine  katki  saglayacagi
distiniilmektedir.

Cinsiyet gelisim bozuklugu olan hastalar klinik olarak degerlendirildikten
sonra, literatiirde bildirilmis olan nedenlerin ekarte edilmesi amaciyla cinsiyet
gelisiminde ve farklilasmasinda etkili oldugu bilinen genler ile cinsiyet gelisim
bozukluguna neden oldugu bilinen kromozomal degisikliklerin aragtirilmasi ilk
yaklasim  olmaktadir.  Bilinen etiyolojik  faktorlerin  normal  olarak
degerlendirilmesi durumunda, yeni etiyolojik nedenlere yonelik arastirmalarin
yapilmas1 gerekmektedir.

Bizim ¢alismamizda, SRY geninde mutasyon tespit edilmeyen
olgularimizda WT1 ve CBX2 geninin dizi analizi ve kromozomal delesyon ve
duplikasyonlarin degerlendirilmesi i¢in Array analizi yapilarak otozomal genetik
faktorlerin hastalarimizdaki seks reversal fenotip tizerindeki etkisi arastirilmistir.
Seks reversala neden olan SOX9, ATRX, FOXL2, SF1 genleri, sendromik
ozelliklere ve ek anomalilere (mental retardasyon, adrenal yetmezlik vb.) neden

neden olduklari i¢in ¢alismaya dahil edilmemistir.
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Ik kez 1955 yilinda Swyer tarafindan primer amenoresi, uzun boyu ve disi
dis genitalyas1 bulunan 46,XY karyotipine sahip 2 kadin hasta “46,XY seks
reversal/ gercek hermafroditizm” olarak tanimlanmistir (44). 1959 yilinda Y
kromozomunun fare ve insanda erkek cinsiyet gelisimindeki 6nemi belirlenmekle
birlikte, erkek cinsiyetin gelisiminden ve TDF (testis determinating factor)
salinimindan sorumlu oldugu diisiinlilen gen bdlgesinin arastirilma siirecine
baslanmistir (8). Bu bolge, SRY geni tanimlanincaya kadar “TDF geni ” olarak
isimlendirilmistir.

46,XX karyotipli erkek fenotipli bir hastada, Y kromozomuna ait 230
kb’lik bir segmentin bulunmasi ve ayni bolgenin 46,XY disi fenotipli bir hastada
delete olmasi nedeniyle, Y kromozomuna ait bu bdlgenin cinsiyet belirlenmesinde
ana rol oynayan TDF geninin bir kismini ya da tamamini icerdigi Page ve ark.
tarafindan One strilmistir (51). SRY geni ise 46,XX Kkaryotipli erkek fenotipine
sahip 4 hastada, Y kromozomu iizerinde 35 kb’lik bir bdlgenin arastirilmasi ile
tanimlanmustir (52). 1993 yilinda SRY geninin, 3,8 kb biiyiikliigiinde intronu
olmayan bir gen oldugu, merkezinde DNA-baglayict HMG motifi icerdigi ve 24
kKD molekiiler agirliginda 204 aminoasitlik bir proteini kodladigi tespit edilmistir
(53).

Hawkins ve ark. 46,XY disi fenotipe sahip olan 17 hastanin 2’sinde SRY
geninde mutasyon tespit ettiklerini bildirmislerdir (54). Canto ve ark.’nin
yaptiklar1 bir ¢alismada, 2’si 46,XY, 9’u 45,X/46,XY, 3’ 45,X/46,X,idic(Y)

karyotipe sahip miks gonadal disgenezili 14 hastada SRY geninin ekzon bdolgesi ile
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birlikte 5°- ve 3’°- bolgelerinin de dizi analizi yapilmis ve herhangi bir mutasyon
saptanmadigi belirtilmistir (55).

46,XY seks reversal hastalarin %15’inde SRY genindeki mutasyonlarin
disi fenotipten sorumlu oldugu bilinmektedir (10). Bu nedenle 46,XY seks
reversal hastalarda, oOncelikle cinsiyetin erkek yoniinde farklilasmasi ve
gelisiminden sorumlu oldugu bilinen SRY geninin delesyonlarinin arastirilmasi ve
dizi analizi ile SRY gen mutasyonlarinin incelenmesi 6nem tagimaktadir.

Calismamizda, disi fenotipli ve 46,XY karyotipe sahip olan hastalarimizin
higbirinde SRY geninde mutasyon tespit edilmemistir. SRY geninde mutasyon
bulunmamasi, 46,XY seks reversal hastalarda, SRY geninin yanisira otozomal
lokuslarda yer alan bazi genlerin de etkili olabilecegini desteklemektedir. Daha
once yapilan calismalarda WT1, SF1, SOX9, CBX2, WNT4, DMRT1, DHH,
MAP3K1, FGF9 ve FOXL2 gibi baz1 otozomal genlerin de cinsiyet gelisiminde
etkisi oldugu gosterilmistir. Bu genlerden bazilarmin (WT1, SF1) SRY gen
ekspresyonunu indiikledigi ya da SRY geni tarafindan indiiklendikleri (SOX9) ve
bu sekilde cinsiyet gelisimi iizerinde fonksiyon gosterdikleri bilinmektedir (8).
46,XY seks reversal hastalarda, SRY geni normal olmasina ragmen erkek
cinsiyetin gelismemesi, bu otozomal genlerde mutasyonlarin olabilecegini akla
getirmektedir. SRY geninde mutasyon bulunmayan hastalarda cinsiyet gelisiminde
etkisi olan diger genlerin arastirilmas1 gerekmektedir.

WT1 genindeki mutasyonlarin, 46,XY gonadal disgenezileri de iceren
genitotliriner anomalilere neden oldugu ve WT1 geninin cinsiyet belirlenmesinde

onemli bir rol oynadig1 onceki ¢aligmalarda gosterilmistir (56). WT1 geni erken
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embriyo doneminde ilirogenital kabariklikta SF1 ile es zamanli eksprese olan bir
transkripsiyon faktoriidiir ve WTL1 proteinindeki bir kusur, gonad ve bobreklerin
farklilasmasinda bozukluga neden olmaktadir (57). WT1 ve SF1’in antimiillerian
hormon iizerinde diizenleyici bir etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir. WT1
mutasyonunda olusan kusurlu protein, SF1 ile sinerji gosterememekte ve bu
durum antimiillerian hormon aktivitesinin azalmasina neden olmaktadir (58).
Buna bagli olarak, WT1 mutasyonu olan 46,XY bireylerde miilleryan kanal
gelisimi izlenebilmektedir. Wilms® tiimor ve renal anomalisi olmayan, ciddi
hipospadias, bilateral inmemis testis, vajinal pos ve uterusu bulunan 46,XY
karyotipli bir olguda, WT1 geninin 9. ekzonunda arginini stop kodona ¢eviren bir
mutasyon (R390X) tespit edilmis ve bu olgunun klinik izleminde ¢ocukluk ve
adolesan donemde renal yetmezlik ya da Wilms’ timor gelismedigi gozlenmistir
(57). Bu olgu WT1 mutasyonlarinda Wilms’ tiimor gelismeden de cinsiyet gelisim
anomalisi izlenebilecegini gostermistir.

Nordenskjold ve ark. tarafindan (1995) yapilan bir ¢aligmada, SRY geninde
mutasyon bulunmayan 46,XY gonadal disgenezili 27 hastanin WT1 geni dizi
analizi sonucunda; 26 hastada herhangi bir mutasyona rastlanilmamis, buna
karsin, bir hastada ise daha once Drash Sendromunda tanimlanmis olan 8.
ekzondaki bir nokta mutasyonunun heterozigot olarak saptandigi bildirilmistir. Bu
olgu klinik olarak yeniden degerlendirildiginde, Drash sendromu ile uyumlu
bulundugu belirtilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, izole gonadal disgenezisi olan 26

hastada mutasyona rastlanilmamas: ve mutasyon bulunan tek olguda Wilms’
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timor goriilmesinden dolay1, Nordenskjold ve ark. izole gonadal disgenezide WT1
geninin major bir rol oynamadigi fikrini 6ne stirmiistiir (59).

Parsiyel gonadal disgenezisi olan 10 hastada yapilan bir c¢alismada
hastalarin higbirinde SRY geninde mutasyon bulunmadigi, WT1 geni dizi analizi
sonucunda ise bir hastada heterozigot mutasyon (1186G>A) tespit edildigi
belirtilmektedir. WT1 geninde (1186G>A) mutasyonu olan olguda Wilm’s timorii
hikayesi bulundugu ve hastanin renal yetmezlik nedeniyle kaybedildigi
bildirilmektedir. Bu ¢alismada, WT1 geni mutasyonunun ¢ogunlukla hastalarda
Wilm’s tiimoriine neden oldugu, 46,XY gonadal disgenezinin ise tek basina ya da
direkt olarak nedeni olmadigi 6ne siirtilmiistiir (11).

Kohler ve ark. tarafindan (2011), 46,XY cinsiyet gelisim anomalisi ciddi/
izole (hipospadias, vanishing testis sendromu) veya parsiyel/komplet seks reversal
olan 210 hastaya yapilan WT1 geninin dizi analizinde; ciddi hipospadiasi olan 80
hastanin 6’sinda ve vanishing testisi olan 10 hastanin birinde WT1 geninde
mutasyon tespit edilmistir. izole hipospadiasl olgularda ve seks reversal olgularda
ise mutasyon saptanmamustir. Bu calismada elde edilen veriler dogrultusunda,
izole hipospadiasi olan olgular diginda, tim cinsiyet gelisim anomalilerinde WT1
genine dizi analizi yapilmasi gerektigi One siirilmektedir. WT1 mutasyonu
saptanan hastalarin, ¢cocukluk ve adélesan doneminde yapilan klinik takiplerinde
bu olgulardan sadece birinde Wilm’s tiimor ortaya ciktigi bildirilmektedir (69).
Parsiyel/komplet seks reversal olgularin higbirinde WT1 gen mutasyonu
saptanmamasi, Nordenskjold ve ark.’nin parsiyel gonadal disgenezilerde, WT1

mutasyonu tespit etmedikleri ¢alismay1 desteklemektedir (59).
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WT1 gen mutasyonlari, Wilms’ tiimoér ve Fraiser Sendromu, Drash
Sendromu gibi sendromlara eslik eden genital anomalilere neden olabilecegi gibi,
cinsiyet gelisim anomalilerine de neden olabildigi i¢in; izole hipospadias
disindaki tiim cinsiyet gelisim anomalilerinde, 46,XY seks reversal olgularda,
renal anomali ya da Wilm’s tiimorii eslik etmese dahi, WT1 geninin dizi analizi
yapilmasinin uygun oldugu diistiniilmektedir (59).

Calismamizda SRY geni intakt olan 10 olguda yaptigimiz WT1 gen dizi
analizinde bugline kadar tanimlanan patojenik mutasyonlarin higbirine
rastlanmamakla birlikte, WT1 geninin 1, 7 ve 10. ekzonlarinda daha Once
polimorfizm olarak tanimlanmis olan degisiklikler izlenmistir. Bulunan bu
polimorfizmler ve minér allel frekanslar1 (Global minor allele frequency =MAF)
Tablo 4.2°de gosterilmektedir. Arastirmamizda izole 46,XY komplet seks reversal
hastalarda WT1 geninde mutasyon bulunmamasi, Kohler ve ark. ile Nordenskjold
ve ark.’nin sonugclari ile uyumlu goriilmektedir.

Literatiirde, siipheli genitalya ile seks reversal arasinda degisen siddetlerde
fenotip gosteren, 9. kromozomun p kolunun ve 10. kromozomun q kolunda
terminal delesyonu ve X kromozomunun p21-p22 bélgesinde duplikasyonu olan
olgular bildirilmistir. 10. kromozomun g kolunda terminal delesyonu olan 8 erkek
hastanin 2’sinde silipheli genitalya, diger 6’sinda inmemis testis, mikropenis ve
hipospadiasin degisik kombinasyonlarda goriildiigi bildirilmistir (60). Chung ve
ark.(1998) tarafindan fetal USG’de ciddi intrauterin gelisme geriligi, konjenital
kalp hastaligi ve tek umblikal arter izlenen bir olgunun amniyon mayiinden

yapilan kromozom analizinde; olgunun 46,XY karyotipine sahip oldugu, ancak
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10. kromozomun g25-qter bolgesinde delesyon saptandigi bildirilmistir (3). Bu
olguda disi dis genitalyanin varligi nedeniyle yapilan SRY geninin molekiiler
analizi neticesinde SRY geninin intakt oldugunun belirlenmesi {izerine,
arastirmacilar tarafindan fenotipten 10q25-qter delesyonun sorumlu oldugu ileri
stirilmistir (3).

Wilkie ve ark. tarafindan 46,XY Kkaryotipli, mental retardasyon, birgok
fenotipik anomali ve anormal genitalyasi olan iki olguda 10. kromozomun q
kolunda delesyon saptanmistir. Bu olgulardan 10. kromozomun q26.1 bolgesinde
izole delesyon saptanan hastada, disi dis genitalya goriilmiistiir. Ikinci olguda,
ebeveynde bulunan 10 ve 16. kromozomlar arasinda translokasyondan
kaynaklanan dengesiz gamet olusumu nedeniyle derivatif kromozom [46,XY -
10,+der(10)t(10;16)(g26.2;921)] saptanmis Ve bu olguda siipheli genitalya
goriilmiistir. Bu olgulardan yola ¢ikarak 10. kromozomun ¢ terminal
delesyonlarin erkek cinsiyet gelisimiyle gii¢lii bir iliskisi oldugu 6ne siirtilmiis
ve erkek cinsiyet gelisim anomalilerinde arastirilmasi gerektigi vurgulanmigtir
(60).

Yatsenko ve ark.(2009) tarafindan, daha 6nce karyotip analizi ya da FISH
analizi ile 10. kromozomun q kolunda terminal delesyon saptanmis 5 olguya array
caligmasi yapilmistir (61). Yatsenko ve ark. bu olgulardan sadece birinde, siipheli
genitalya ve parsiyel seks reversal oldugunu ve 10. kromozomun ¢25.3-26.1
bolgesinde delesyon bulundugunu bildirmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligsmalarda,
aragtirmacilar tarafindan 10. kromozomun g kolunun terminal delesyonu olan seks

reversal hastalarda 10g24-26.1 bolgesinde bulunan, Paired box gene 2 (PAX2)
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(10924.3-925.1), Glial cell line-derived neurotrophic factor receptor alpha 1
(GFRAL) (10925.3), Empty spiracles, drosophila homolog 2 (EMX2) (10926.11),
ve Fibroblast growth factor receptor 2 (FGFR2) (10926.12) genleri aday gen
olarak belirlenmis ve bu hastalarda etiyolojiden bu genlerin sorumlu oldugu 6ne
strilmistiir. Yatsenko ve ark., array analizi yaptiklart 5 olguda, saptadiklari
delesyonlar1 ve bu olgularin klinik bulgularimi goéz oniinde bulundurarak, 10.
kromozomun g kolunun terminalinde bulunan RH119261- D10S294 (10925.3-
026.12) bolgesini seks reversal igin kritik bolge olarak tanimlamis ve bu bolgede
yer alan EMX2 ve GFRAL genlerinin cinsiyet gelisiminden sorumlu aday genler
oldugunu ileri siirmiislerdir (Sekil 5.1). Yatsenko ve ark. tarafindan tanimlanan
kritik bolgeler, yiiksek ¢ozliniirliklii molekiiler ¢alismalara (array) dayanarak
belirlenmis ve bu nedenle kritik bolgeler belirlenirken, daha 6nce bildirilmis olan
ve array yapilmayan olgularin delesyon bolgeleri géz 6niine alinmamistir (61).
Literatiirde 9p21-pter (Jotterand ve ark.1976), 9p22.1-pter (Fryns ve
ark.,1986) 9p23-pter (Crocker ve ark.,1988, Ogata ve ark.,1997), 9p24.1-pter
(Vinci ve ark.,2007) ve 9p24.2-pter (Veltia ve ark.1998) delesyonlar1 bulunan
olgularda siipheli genitalya bildirilmistir. Son yillarda Quinonez ve ark. (2013)
tarafindan 46,XY karyotipe sahip 9p24.1 delesyonu bulunan iki olgu daha
bildirilmistir. Birinde siipheli genitalya digerinde komplet seks reversal izlenen bu
olgularda, 9p24.1 fizerinde lokalize olan DMRT1 gen delesyonunun anormal

cinsiyet gelisimine neden oldugu diisiiniilmiistiir (62).
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Sekil 5. 1. Yatsenko ve ark. tarafindan bildirilen 10g terminal delesyonlu 5
olgu ile literatiirde daha once bildirilmis olan 10q terminal
delesyonlu olgularin delesyon bdolgeleri ve belirlenen Kkritik

bolgeler

X kromozomunun p21-23 duplikasyonuna sahip oldugu bilinen 46,XY
seks reversal olgular literatiirde bildirilmektedir. Bardoni ve ark. (1994) tarafindan
yapilan bir derlemede literatiirde bildirilmis Xp parsiyel duplikasyonu olan 8
olgunun disi yada silipheli genitalyaya sahip olduklarini bildirmistir (34).
Arastirmacilar  tarafindan Xp21 lokusunda 160 kb’lik bir bdlgenin

duplikasyonunun 46,XY seks reversala neden oldugu one siiriilmiistiir. Daha
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sonra yapilan ¢alismalarla DAXlgeninin bu lokusta bulundugu ve
duplikasyonlarinin 46,XY seks reversala neden oldugu bulunmustur (15, 34).

Submikroskobik delesyon ve duplikasyonlarin tanimlanmasi amaciyla
kullanilan “Array Karsilastirmali Genom Hibridizasyonu (Comparative Genomic
Hybridization CGH)”, tekniginin, sendromik gonadal disgenezilerin %25’inin,
non-sendromik gonadal disgenezilerin %5,6’sinin etiyolojik nedenini ortaya
cikarilabildigi one siiriilmektedir (63).

Ledig ve ark. (2010), sendromik ya da nonsendromik 46,XY gonadal
disgenezisi olan 87 olguda, submikroskobik delesyon ve duplikasyonlart
saptamak amaciyla yaptiklar1 oligoniikleotid array (Agillent) analizinde, gonadal
disgenezilere neden oldugu bilinen DMRT1, SOX9, DAX1 genlerini de igeren
onceden belirlenmis kayip ve kazanclar tespit etmislerdir. Bunlarin disinda, XY
gonadal disgeneziler i¢in bircok aday kromozomal bélge bildirmislerdir (Tablo
5.1).

Norling ve ark. (2013) tarafindan, 46,XY cinsiyet gelisim anomalisine
sahip 9 olguda, cinsiyet gelisiminde etkisi oldugu bilinen 78 geni de igeren Array-
CGH platformu kullanilarak,, tiim genom array analizi yapilmis ve bu analizler
sonucunda 2 hastada Suppressor of Ty 3 homolog (S. cerevisiae) (SUPT3H)
(6p21.1), Chromosome 2 open reading frame 83 (C20RF80) (2q34),
Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type I, beta (PIP5K1B) (9921.11),
Protein kinase, cAMP-dependent, catalytic, gamma (PRKACG) (9¢21.11), ve
Family with sequence similarity 189, member A2 (FAM189A2) (9921.11) genleri

aday gen olarak belirlenmistir. Belirlenen genlerin, testikiiler dokuda eksprese
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olduklar1 ve fare deneylerinde gonadal disgeneziye neden olduklar1 bilinmektedir
(49).

Arastirmamizin sonucunda Norling ve ark.’nin ¢alismasi ile ortak bir bolge
bulunmazken Ledig ve ark.’nin bildirdigi aday bolgelerden biri olan 8.
kromozomun q24.3 bdélgesi, calismamizda hem Olgu 1°de hem Olgu4’de kazang
saptanmis olan tek ortak bolge ile ortiismektedir. Ledig ve ark. 8. kromozomun
q24.3 bolgesinde 3,817 Mb biiylikliigiinde bir kazang¢ saptamislar ve bu bdlgede
lokalize olan genlerin XY gonadal digenezi gelisiminden sorumlu olan aday

genler olduklarini belirtmislerdir (63).

Tablo 5.1. Literatiirde bildirilen gonadal disgenezili olgulara yapilan array
analizi sonucunda belirlenen aday kromozom bélgeleri ve bizim

calismamizdaki olgularin array analizi sonucunda goriilen

degisiklikler
Kromozom Baslangic bolgesi-  Kayip/ Ledig ve Norlingve Bizim
bolgesi Bitis bolgesi Kazang ark.(2010) ark. (2013) cahsmamzdaki
olgu sayis1  olgu sayis1  olgu sayisi
n=87 n=14 n=10

1p36.32 2694355- Kazang 1
3167922

1g921.2 147065130- Kayip 1(Olgu2)
147353398

2pl16.1 54990975- Kazang 1
55087598

2934 208743127- Kayip 1
208765512

20937.1 233178980- Kazang 1 (Olgu2)
233412564

3026.31 174296433 Kayip 1
174506577

3027.3 186568501- Kazang 1 (Olgu 4)
16629141

4912 57359930- Kazang 1
57572181
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4935.2 187504814- Kazang 1
187761728

6p21.1 44996834- Kazang 1
45215062

6q15 89449946- Kazang 1 (Olgu 6)
89737643

7q11.23 74145357 Kayip 1 (Olgu 2)
74391436

8pl1.22 39226335- Kazang 1 (Olgu 5)
39388919

9p21.3 20992666- Kayip 1
21192369

9g31.2 107403144- Kazang 1
107575411

10g11.23 50764788- Kazang 1
51264692

10926.3 135218338- Kazang 1 (Olgu3, Olgu 10)
135428108/
135252931-
135426389

11q14.1 78361133- Kazang
78778557

12924.13-  112762082- Kazang 1
g24.21 113002746




13g21.1- 57009787- Kazang 1
g21.2 57659539

16pll.2  34490200- Kazang 2 (Olgu 3, Olgu 7)
34744260/
34448198-
34795780

17q12 29356051- Kayip 1
29446047

219211 15913926- Kazang 1
16060366

Xpll.22 49848727- Kazang 1
50356530

Yqll.22 22216931- Kazang 1 (Olgu 8)
22516184
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Tablo 5. 2. Olgu 1, Olgu 4 ve Ledig ve ark.’nin ¢alismasindaki Olgu 20’ye ait

8. kromozomun q24.3 bolgesinde array analizi sonucunda

bulunan duplikasyonlarin baslangic-bitis bolgeleri ve belirlenen

aday genler

Kromozomal Kayip/ Baslangic-
bolge Kazan¢ Bitis

Genler

Olgul 80243 Kazang 144238010-
145751248

Olgu4 8g24.3 Kazang 144308962-
145819962

Ledig 8024.3 Kazang 142274733-
ve ark. 146092035
Olgu

20

LY6H, GPIHBP1, ZFP41**, GLI4**, ZNF696, TOP1MT™**,
C80RF51, RHPN1**, MAFA, ZC3H3**, GSDMD, C80RF73,
NAPRT1, EEF1D, TIGD5**, PYCRL**, TSTA3**, ZNF623,
ZNF707, BREA2**, LOC100130274, MAPK15, FAM83H*,
LOC100128338, SCRIB, MIR937, PUF60**, NRBP2, EPPK1,
PLEC*, MIR661, PARP10, GRINA, SPATC1, OPLAH, EXOSC4,
GPAAL, CYC1, SHARPIN, MAF1, KIAA1875, CBORF30A,
HEATRT7A, SCXB, SCXA, BOP1, HSF1, DGAT1, SCRT1,
C80ORFK29, FBXL6, GPR172A, ADCKS, CPSF1, MIR939,
MIR1234, SLC39A4*, VPS28, NFKBIL2, CYHR1, KIFC2,
FOXH1, PPP1R16A, GPT, MFSD3, RECQL4*, LRRC14,
LRRC24

ZFPA1**, GLI4**, ZNF696, TOP1IMT**, CBORF51, RHPN1**,
MAFA, ZC3H3**, GSDMD, C80RF73, NAPRT1, EEF1D,
TIGD5**, PYCRL**, TSTA3**, ZNF623, ZNF707, BREA2**,
LOC100130274, MAPK15, FAM83H*, LOC100128338, SCRIB,
MIR937, PUF60**, NRBP2, EPPK1, PLEC*, MIR661, PARP10,
GRINA, SPATC1, OPLAH,EXOSC4, GPAA1L, CYC1, SHARPIN,
MAF1, KIAA1875, CBORF30A, HEATRT7A, SCXB, SCXA, BOP1,
HSF1, DGAT1, SCRT1, CBORFK29, FBXL6, GPR172A, ADCKS5,
CPSF1, MIR939, MIR1234, SLC39A4*, VPS28, NFKBIL2,
CYHR1, KIFC2, FOXH1, PPP1R16A, GPT, MFSD3, RECQLA4*,
LRRC14, LRRC24, MGC70857, ARHGAP39

FLJ43860, GPR20, LOC731779, PTP4A3, BAIL, LINC00051,
MIR4472-1, TSNARE1, ARC, BAI1, CBORF55, JRK*,
LOC100288181, LY6D, LY6K, LYNX1, LYPD2, PSCA, SLURP1*,
CYP11B1*, CYP11B2*, CBORF31, LY6H, C8ORF51, GLI4,
GPIHBP1, LY6H, MAFA, RHPN1, TOP1MT, ZC3H3, ZFP41,
ZNF696, NAPRT1, EEF1D, TIGD5, PYCRL, TSTA3, ZNF623,
ZNF707, BREA2, LOC100130274, MAPK15, FAM83H*,
LOC100128338, SCRIB, MIR937, PUF60, NRBP2, EPPK1,
PLEC*, MIR661, PARP10, GRINA, SPATC1, OPLAH, EXOSC4,
GPAAL, CYC1, SHARPIN, MAF1, KIAA1875, CBORF30A,
HEATR7A, SCXB, SCXA, BOP1, HSF1, DGAT1, SCRT1,
C8ORFK29, FBXL6, GPR172A, ADCKS5, CPSF1, MIR939,
MIR1234, SLC39A4*, VPS28, NFKBIL2, CYHR1, KIFC2,
FOXH1, PPP1R16A, GPT, MFSD3, RECQL4*, LRRC14,
LRRC24, MGC70857, ARHGAP39, CBORF82, FAM203A, RPLS,
TONSL, ZNF251, ZNF34, ZNF517, ZNF7

Alt1 g¢izili genler, Ledig ve. ark.’min bir
duplikasyon bolgesinde bulunan genlerdir.

olgusu ve bizim 2 olgumuzda tespit edilen ortak

*Ledig ve ark.’nin aday gen olarak bildirdigi genler (63)

**Calismamizda belirledigimiz aday genler
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20C8orf51
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20GLI4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20GPIHBP1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20LY6H
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20MAFA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20RHPN1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20TOP1MT
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20ZC3H3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20ZFP41
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20ZNF696
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20C8orf82
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20FAM203A
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20RPL8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20TONSL
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20ZNF251
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20ZNF34
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20ZNF517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=homo%20sapiens%5bOrganism%5d%20AND%20ZNF7

Ledig ve ark., Jerky Mouse homolog (JRK), Secreted ly6/plaur domain-
containing protein 1 (SLURP1), Cytochrome p450, subfamily xib, polypeptide 1
(CYP11B1), Cytochrome p450, subfamily xib, polypeptide 2 (CYP11B2), Family
with sequence similarity, member H (FAM83H), Plectin 1 (PLEC1), Solute carrier
family 39 member 4 (SLC39A4) ve RECQ protein-like 4/ATP-Dependent DNA
Helicase Q4 (RECQL4) genlerini aday gen olarak gostermislerdir. Ledig ve
ark.’nin 8. kromozomun g24.3 bandinda duplikasyon tespit ettikleri 3,817 Mb’lik
bolge, calismamizda Olgu 1’de 1,513 Mb’lik, Olgu 4’de 1,508 Mb’lik kazang
saptanan bolgeleri kapsamaktadir. Ledig ve ark.’nin olgusunda ve bizim
olgularimizda tespit edilen ortak duplikasyon bolgesi ve igerdikleri genler Tablo
5.2’de gosterilmistir.

Iki olgumuzda saptadigimiz ve Ledig ve ark.’min olgusunda da ortak
duplikasyon bolgesinde bulunan FAM83H, PLEC1, SLC39A4 ve RECQL4
genleri, Ledig ve ark. tarafindan aday gen olarak belirlenmistir. Ancak bu genlerin
neden aday olarak secildigine dair bir agiklama yapilmamistir. Bu genler tek tek
degerlendirildiginde;

FAMB83H geni, dis minesinin kalsifikasyon ve yapisal gelisiminde rol
oynayan bir gen olup, Amelogenesis imperfekta (OMIM:130900)’dan sorumlu
oldugu bilinmektedir. Asya populasyonunda, FAM83H genini de igeren bdlgenin
duplikasyonunun %3,2 siklikta goriildiigiinii gosteren bir ¢alisma bulunmakta ve
ve bu oran polimorfizm lehine degerlendirilmektedir (50).

PLEC1 geni, “plectin 1” proteinini kodlamakta ve kollajen biyosentezi,

enzim modifikasyonu, hiicre-hiicre junction organizasyonu, hiicre iskeletinin
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norofilamentler ve keratin filamentlerle yeniden sekillenmesinde rol oynamaktadir
(49). Plecl geni igin yapilan fare deneylerinde, bu genin homozigot
mutasyonlarinm letal oldugu bildirilmektedir. insanda epidermolizis biillosanin
cesitli alt tiplerinde (OMIM 612138, 131950 ve 226670) ve Limb Girdle
Muskuler distrofi Tip 2Q (OMIM 613723)’da PLEC1 gen mutasyonlari
gorilmektedir. DGV verilerine gore, yapilan populasyon c¢alismalarinda,
%3,2’den %11’e kadar degisen siklikta PLEC1 geninin bulundugu bdlgede
duplikasyonlar bildirilmekte ve varyasyon olarak degerlendirilmektedir.

SLC39A4 geni, “Zinc/iron-regulated transporter-like protein (ZIP)”i
kodlamakta ve bu protein membranda yer alarak o6zellikle intestinal sistemde
¢inko transportunda rol almaktadir (49). SLC39A4 geni engok ince bagirsak ve
pankreas dokusunda olmak flizere viicuttaki tiim dokularda eksprese olmaktadir.
SLC39A4 geni mutasyonlarinin, Acrodermatitis Enteropathica’ya (OMIM
201100) neden oldugu belirtilmektedir. Ayrica yapilan ¢aligmalarda pankreas
kanserleri ile de iliskili bulunmustur (67). DGV verilerine gore, SLC39A4 genini
de igeren bolgenin duplikasyonu farkli ¢alismalarda %1,5 ile %3,2 arasinda
izlenmis ve polimorfizm olarak degerlendirilmistir (50).

RECQL4 geni, RECQ4 helikaz ailesinin iiyesi olan bir DNA helikaz
proteini kodlamaktadir. Bu genin homozigot mutasyonlarinin fare modellerinde
letal oldugu, yasayanlarda ise cilt ve iskelet defektleri ve kanser riskinde artis
goriildiigii belirtilmektedir (34). Insanda RECQL4 geni, baskin olarak timiis ve
testiste olmakla birlikte hemen hemen tiim dokularda eksprese olmaktadir. Baller-

Gerold Sendromu (OMIM 218600), RAPADILINO Sendromu (OMIM 266280),
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Rothmund- Thomson Sendromu (OMIM 268400)’nda RECQL4 geninin
mutasyonlar1 goriilmektedir. Asya populasyonunda yapilan bir c¢alismada
RECQL4 geni duplikasyonunun, 9%6,4 siklikta gorildigi bildirilmekte ve
varyasyon olarak degerlendirilmektedir (50).

Iki bagimsiz calismada benzer klinik bulgulara sahip toplam 3 gonadal
disgenezi hastasinda, FAM83H, PLEC1, SLC39A4 ve RECQL4 genlerinin
bulundugu, 8. kromozomun q24.3 bolgesinde duplikasyon belirlenmesi, seks
reversal etiyolojisinde 8. kromozomun q24.3 bélgesinin sorumlu olabilecegini
diistindtirmekle birlikte, bu genlerin duplikasyonlarinin DGV’de referans
gosterilen ¢aligmalarda polimorfizm olarak degerlendirildigi goriilmektedir.

Calismamizda iki olguda duplikasyon saptanan 8q24.3 bolgesinde bulunan
ortak genler elektronik veritabanlar1 yardimiyla analiz edilmistir. Ledig ve
ark.’nin olgularinda ve iki olgumuzda duplikasyon saptanan ortak bolgede
bulunan Zinc Finger Protein 41 (ZFP41), Gli-Kruppel family member 4 (GLI4),
Topoisomerase 1 mitochondrial (TOP1MT), Rhophilin, Rho GTPase Binding
Protein 1 (RHPN1), Zinc Finger, C3HC-Type Containing 1 (ZC3HC), Tigger
transposable element derived 5 (TIGD5), Pyrroline-5-carboxylate reductase-like
(PYCRL), Tissue specific transplantation antigen P35B (TSTA3), Breast cancer
estrogen-induced apoptosis 2 (BREA2) ve Poly-U binding splicing factor 60KDa
(PUF60) genlerinin kayip ya da kazanglar ile ilgili yeterli veri, veri tabanlarinda
bulunmamakla birlikte, Xu ve ark. (2011) tarafindan saglikli bireylerde yapilan bir
array caligmasinda bu bdolgenin duplikasyonunun 6553 kisiden sadece birinde

goriilmesi, bu bolgenin polimorfizm olmadigini ve igerdigi genlerin aday gen
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olabileceklerini diisiindiirmektedir (50). 8. kromozomun q24.3 bolgesinde bulunan
diger genler elektronik veritabanlarinda degerlendirilmis ve bu genlerin
duplikasyonlarinin saglikli bireylerde yapilan c¢esitli ¢alismalarla polimorfizm
olduklar1 gosterilmistir (50).

Ledig ve ark., 8 kromozomun q24.3 bolgesinde bulunan, gonadal
disgenezi i¢in aday gosterdikleri genleri veritabanlarindan elde edilen verilere
gore belirlediklerini bildirmekle birlikte bizim aday gen olarak gosterdigimiz
ZFP41, GLI4, TOP1IMT, RHPN1, ZC3HC, TIGD5, PYCRL, TSTA3, BREA2 ve
PUF60 genleri lizerinde durmamislardir. Bu genlerden 6zellikle ZFP41 geninin
testis, over ve disi genital yapilarin da dahil oldugu bir¢cok dokuda (beyin, bobrek,
kulak, retina vb.) eksprese oldugu ve transkripsiyonun diizenlenmesinde,
spermatogenez ve hiicre differansiasyonunda rol oynadigi yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir. Bu genin homozigot mutasyonlarinin fare modellerinde letal
oldugu, yasayanlarda ise cilt ve iskelet defektleri ve kanser riskinde artis
gorildigi belirtilmektedir (34, 49). ZFP41 geninin hiicre diferansiasyonunda ve
spermatogenezde rol oynamasi nedeniyle cinsiyet gelisiminde ve gonad
farklilasmasinda etkili bir gen olabilecegini diisiinmekteyiz. ileride yapilacak
caligmalar ZFP41 geninin cinsiyet gelisiminde etkili olup olmadiginin
gosterilmesi agisindan 6nem tagimaktadir.

Biason-Lauber ve ark. (2009) tarafindan bildirilen 46,XY seks reversal bir
hastanin, intrauterin dénemde ileri maternal yas nedeniyle yapilan amnion
mayiinde kromozom analizi neticesinde 46,XY karyotip saptanmig, ancak

dogumda disi fenotip ve normal histolojik yapida over dokusu izlendigi
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bildirilmistir (65). Etiyolojiyi aydinlatmak amaciyla, hastada oncelikle SOXO9,
SF1, DAX1 ve SRY genleri mutasyonlar agisindan arastirilmis ve herhangi bir
anomali saptanmamasi lizerine, daha Once fare deneyleri ile aday gen olarak
belirlenen CBX2 geninin molekiiler analizinde ekzon 5°te 2 farkli mutasyon
(bilesik heterozigot) varligi tanimlanmistir. Bu hasta, literatiirde CBX2 geninde
mutasyon tanimlanan tek seks reversal olgu olmakla birlikte, farelerde yapilmis
olan deneysel ¢alismalarin sonuglarini da desteklemektedir (65).

Fare deneylerinde Cbx2 gen kaybinin, sadece XY farelerde seks reversal
fenotipe neden olmadig, XX farelerde de gonadal gelisimi engelledigi ve
germline instabiliteye neden oldugu gosterilmektedir (65). Ayrica Katoh-Fukui ve
ark. (2011), Cbx2 homozigot knock-out farelerde testislerin hipoplazik oldugunu
belirtmekte ve Cbx2’nin testis farklilagmasinda SRY’nin ekspresyonunu
diizenledigini ileri siirmektedir (30). CBX2 proteini, histon modifikasyonu ile
kromatin yapinin diizenlenmesinde gorevli bir polycomb proteindir. Bu epigenetik
modifikasyon, normal hiicre proliferasyonu ve gelisimin kontroliinden sorumlu
genlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde gerekmektedir. Cbx2 geni knock-out
olan farelerin %50’si igin letal iken, yasayanlarinda adrenogenital ve dalak
gelisiminde defektler olustugu goriilmistiir. Sry geni intakt olan XY, Cbx2
homozigot mutant olan farelerde disi fenotip Ozellikleri goriilmiis fakat steril
olduklar1 bildirilmistir. Bu farelerde gonadlar incelendiginde hem folikiiller igeren
overler, hem de testikiiler ve ovaryen dokunun birlikte goriildiigii gonad yapisi
goriilmiistiir.  Cbx2 homozigot knock-out farelerde, Sox9 ekspresyonunun

azalmasi, Cbx2’nin Sry geninin regiilasyonunda rol oynadigini desteklemistir.
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Ayrica insanda CBX2’nin adrenal gelisimde SF1 ekspresyonunu diizenledigi
bulunmustur (65). Bu c¢alismalar, CBX2’nin erkek gonad gelisiminde etkili
oldugunu desteklemektedir.

XX karyotipli Cbx2 geni homozigot knock-out farelerde, ya kii¢iik overler
oldugu ya da overlerin gelismedigi gorilmistir. Cbx2 knock-out oositlerde,
mayotik kromozom yapisinda hasar goriilmesi, Cbx2’nin disi germ hiicrelerinde
yapisal stabilitenin korunmasinda goérevli oldugunu desteklemistir. Ayrica XX
karyotipli farede, Cbx2’nin X inaktivasyonunda oénemli oldugu one siiriilmiistiir
(64). Bu galismalar CBX2’nin disi gonadal gelisiminde de etkili oldugunu
gostermektedir.

Norling ve ark.’nin (2013) fare deneylerine ve literatiirde bildiren tek
olguya dayanarak yaptigi c¢alismada, 46,XY ve 46,XX karyotipe sahip gonadal
disgenezisi olan 47 hastada CBX2 geni mutasyon analizi sonucunda sadece 9 SNP
(dbSNP) ve 1 insersiyon tespit edildigi belirtilmektedir (Tablo 5.3.) (65).
Bildigimiz kadari ile bu caligma, CBX2 geninin insanda arastirildigi tek
calismadir.

Calismamizda 46,XY seks reversal olgularin tiimiine yapilan CBX2
geninin dizi analizinde; Olgu 1, 3 ve 6’da herhangi bir degisiklik gbézlenmezken,
Olgu 2, 4, 7, 8, 9 ve 10°da CBX2 geninin 5. ekzonunda MAF degeri 0,37 olan
SNP (c.1553G>A (rs3751957)) ve Olgu 5’te 5. ekzonda MAF degeri 0,24 olan
SNP (c.1242G>A (rs3751956)) tespit edildi (Tablo 5.3). Belirlenen SNP’ler,
Ensembl ve dbSNP veri tabanlarindan kontrol edildiginde bu degisikliklerin daha

once tanimlanmig varyant degisiklikler olduklar1 gosterildi (Tablo 5.3)
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Tablo 5. 3. Norling ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada ve bizim

cahismamizda CBX2 geninin dizi analizinde bulunan SNP’ler

SNP MAF/MAC  Lokalizasyon Niikleotid Norling ve Bizim
degisikligi ark.’min calismamizda
caliymasinda goriilen olgu
goriilen olgu sayis1
sayisl1
n=47 n=10
rs71368052 C=0.110/240 Promotor c.-52C>G G/G=45 -
rs150471517  Veri yok Intron 1 C.72+37G>A  G/A=3 -
rs56050112 C=0.230/503 intron 1 €.73-36T>C T/C=16 -
C/C=3
rs35124694 T=0.015/33  Ekzon 3 c.147C>T CIT=4 -
rs72231015 Veri yok intron 3 c.182+20 182 -/TG=9 -
+21insTG TG/ITG=3
rs113561509 C=0.013/28  intron4 €.288+666G> G/C=2 -
(BUTR) C
rs3751956 A=0.247/540 Ekzon5 €.1242G>A G/A=20 A/A=1
A/A=10
rs199566347  A=0,01/4 Ekzon 5 €.1356G>A G/A=1 -
rs141957173  G=0,01/2 Ekzon 5 c.1411C>G C/G=1 -
rs3751957 A=0.372/815 Ekzon5 c.1449G>A G/A=17 G/A=6
AIA=1

CBX2 geni i¢in insanda yapilan yeterli calisma olmamasi, bu gen i¢in daha
¢ok olgunun analiz edilmesi gerektigini diisiindiirmektedir. Fare deneylerine
dayanarak ve literatiirdeki tek olgunun heniiz erigkin yasa ulagmamasi ve infertil
olup olmadiginin bilinmemesi nedeniyle, sadece infertilite sikayeti olan hastalarda
CBX2 geninin etyolojide rol oynayabilecegi goriilmektedir (66).

Yapilan tim bu c¢alismalar 1s18inda, CBX2 geninin etkilerini daha iyi
anlamak i¢in sadece seks reversal hastalarda degil gonadal disgenezisi, infertilitesi
ve primer ovaryen yetmezligi olan tiim olgularda CBX2 geni analizinin yapilmasi
gerektigini diisiinmekteyiz. Olgu sayis1 artirilarak yapilacak daha genis
caligmalarmm CBX2 gen mutasyonlariin cinsiyet gelisimindeki rolii ve fenotipin

daha iyi anlagilmasinda faydali olacagi kanaatindeyiz.
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6. SONUC

Cinsiyet gelisim anomalilerinden sorumlu olan genlerin bazilari biliniyor
olmakla birlikte, hastalarin ancak %?20’sine molekiiler yontemlerle tani
konulabilmektedir. Dolayis1 ile heniiz bilinmeyen ancak bu durumdan sorumlu
yeni gen/genler oldugu asikardir.

46,XY seks reversal hastalarda, taniya giderken oncelikle bu hastaligin
%15’inden sorumlu oldugu bilinen SRY geni mutasyonlar1 arastirilmali ve
mutasyon saptanmayan hastalarda gonadal disgeneziye neden oldugu bilinen
WT1, SF1, SOX9, DAX1, DHH, MAP3K1, WNT4, CBX2 genleri
degerlendirilmelidir. Calismamizda 10 olgunun SRY, WT1 ve CBX2 genlerine dizi
analizi yapilmig ve patojenik mutasyon saptanmamustir.

Array sistemlerinin, sendromik gonadal disgenezilerin %25’nin, non-
sendromik gonadal disgenezilerin %5,6’sinin etiyolojik nedenini ortaya cikardigi
one siiriilmektedir. 46,XY seks reversala neden oldugu bilinen genlerde arastirma
yapildiktan sonra array sistemlerinin kullanilmasi delesyon/duplikasyonlarin ve
yeni gen/genlerin ortaya ¢ikmasini saglayabilecektir.

Yapilan c¢alismada biit¢enin yetersiz olmasi nedeniyle hasta sayisi sinirli
tutulmus ve hastalarin ebeveynlerine array analizi yapilamamistir. Bu ¢alismada
yapilan array analizi sonucunda; iki olguda 8. kromozomun 24.3 bolgesinde
duplikasyon saptanmis ve ayni bolgenin duplikasyonu daha once de gonadal
disgenezili bir olguda bildirilmistir. Bu nedenle seks reversal i¢in, 8. kKromozomun
q24.3 bolgesinin yeni bir aday kromozom bolgesi olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu

bolgede bulunan tiim genler, Genecards, HGMD ve DGV veritabanlarinda
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degerlendirilmistir. 8. kromozomun q24.3 bolgesinde bulunan, polimorfik
olmayan ve hakkinda yeterli veri bulunmayan basta spermatogenez ve hiicre
farklilasmasinda rol alan ZFP41 geni olmak iizere, GLI4, TOP1MT, RHPN1,
ZC3HC, TIGDS5, PYCRL, TSTA3, BREA2 ve PUF60 genlerinin seks reversal i¢in
aday gen olabilecegi distiniilmiistiir. Yapilacak ileri caligmalarla bu genlerin
cinsiyet gelisimindeki etkileri daha iyi anlagilacaktir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile 46,XY seks reversalin etiyolojisinde cinsiyet
kromozomlar1 disinda, otozomal genleri de kapsayan bir¢ok genetik faktoriin
etkili oldugu ve 46,XY seks reversal hastalarda etiyolojinin ortaya ¢ikarilabilmesi
icin bilinen genlerin taranmasinin yani sira yeni genlerin olabilecegi
unutulmamalhidir. Tim ekzom dizileme yonteminin gelisen teknoloji ve
maliyetinin giin gectikge azalmasi nedeni ile seks reversal gibi bircok genin
arastirilmasi gereken durumlarda algoritmalarda yer alabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica seks reversalin arastirilmasinda, hastaliktan sorumlu oldugu bilinen
genlerde mutasyon bulunmayan hastalarda, Array sistemlerinin kullanilmasinin da
yeni gen/genler bulunmasinda fayda saglayacagi diisiincesi bu c¢alisma ile

desteklenmistir.
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8. OZET

46,XY seks reversal, etiyolojisinde bircok genetik faktdriin rol oynadig
bir hastaliktir. 46,XY seks reversalin en sik nedenleri arasinda (%15) SRY geninde
goriilen mutasyonlar tanimlanmakla birlikte; SF1, SOX9, WT1, WNT4, FOXL2,
ATRX, DHH, MAP3K1 ve CBX2 gibi bir¢ok otozomal lokalizasyonlu genin de
mutasyonlarinda seks reversal ortaya c¢ikmaktadir. Bu genlerdeki mutasyonlar
izole ya da sendromik gonadal disgeneziye neden olmaktadir. Bu ¢alismada, izole
46,XY seks reversala neden oldugu bilinen SRY, WT1 ve CBX2 genine dizi analizi
yapilmis ve bu genlerde patojenik degisiklik izlenmemistir.

Tek gen mutasyonlart disinda 9. kromozomun p kolunun ve 10.
kromozomun g kolunun terminal bolge delesyonlari ile X kromozomunun p21-
p22 bolgesinin (DAX1) duplikasyonunun da 46,XY seks reversal hastaligi
etiyolojisinde bildirilmis olmasi nedeniyle, s6z konusu genlerde mutasyon
bulunmayan hastalara Array (Affymetrix Tim Genom SNP Array 2.7) analizi
yapilmistir.

Bu ¢alismada, daha once bildirilmis olan 9. kromozomun p kolu, 10.
kromozomun g kolunda delesyon ve X kromozomunun p21l-p22 bolgesinde
duplikasyon saptanmamakla birlikte birgok kayip ve kazang bdlgesi tespit
edilmistir. Iki olgumuzda, 8. kromozomun q24.3 bolgesinde saptanan
duplikasyonun, literatiirde gonadal disgenezisi olan bir olguda da bildirilmis
olmast nedeniyle bu bolgenin seks reversal etiyolojisinde rol oynayabilecegi
diistinilmiistiir. 8. kromozomun q24.3 bolgesinde bulunan ve duplikasyonlari veri

tabanlarinda polimorfik olarak bildirilmeyen, spermatogenez ve hiicre
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farklilasmasinda rol alan ve gonadlarda eksprese olan ZFP41 geni basta olmak
tizere, GLI4, TOP1IMT, RHPN1, ZC3HC, TIGD5, PYCRL, TSTA3, BREA2 ve

PUF60 genleri aday gen olabilecegi diistiniilmiistiir.

Anahtar kelimeler: 46,XY seks reversal, Array, CBX2
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9. SUMMARY

“Researcing for Etiological Factors in Patients with 46, XY Female
Phenotype”

Disorders of sex development (DSD) involve several conditions ranging in
severity from mild genital abnormalities to complete sex reversal, that result from
abnormalities during gonadal determination and differentiation. Sex determination
and differentiation in humans are processes that involve the interaction of several
genes such as SF1, SOX9, WT1, WNT4, DAX1, FOXL2, ATRX, DHH, MAP3K1
and CBX2. The Sex determining Region on the Y gene (SRY) is located on the
short arm of the Y-chromosome and is the crucial switch that initiates testis
determination and subsequent male development. Mutations in SRY gene are
responsible for sex reversal in approximately 15%of 46,XY sex reversal (46,XY
DSD) cases.

In this study we research mutations for SRY, WT1 and CBX2 genes with
DNA sequence analysis. No pathogenic mutation was detected in these genes. We
used the Array (Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 2.7) to analyse
copy number variation in 10 individuals with unexplained 46,XY sex reversal.
Choromosome 8q24.3 duplication detected in two cases, this region previously
reported in a patient with gonadal dysgenesis. So we focused this region and we
describe ZFP41, GLI4, TOP1MT, RHPN1, ZC3HC, TIGD5, PYCRL, TSTAS,
BREA2 and PUF6 genes as candidate genes, which could have been responsible

for sex reversal.
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Many genes need to be investigated to revealed to the etiology of 46,XY
sex reversal. This study supports that using array systems provides better to have
novel gene/genes.

Keywords: 46,XY sex reversal, Array, CBX2
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