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CINSIYET ANOMALISI OLUP 46, XY KARYOTIPINE SAHIiP
HASTALARDA SOX9 VE SRY TUM GEN ANALIZi

Ogrencinin Ad1 ve Soyadi: Esra ILDENIZ
Damsmam: Dr.Ogr.Uyesi Diclehan ORAL
Anabilim Dali: Tibbi Biyoloji

1.0ZET

1.1 Tiirk¢e Ozet

Amagc: Bu caligmamizda bolgemizde karsilastigimiz cinsiyet anomalili hastalarda
bipotansiyel gonad gelisimi sonrasi meydana gelen degisimlerde SRY ve SOX9
genlerinin etkisinin arastirilmasi ve bu genlerdeki mutasyonlarin testis ve ovaryum
olusumuna olasi etkileri incelenerek elde edilecek verilerin 1s181nda literatiire yeni
bilgilerin kazandirilmas1 hedeflenmektedir.

Gerec ve Yontemler: Universitemizin Tibbi Biyoloji- Genetik Laboratuvarlarina
Cinsiyet anomalisi siiphesiyle basvuran 0-45 yas araligindaki 60 hastadan alinan
kandan izole ettigimiz DNA Ornekleri kullanilarak ¢alisma gergeklestirildi.
Sitogenetik ¢alismalar sonucunda 46, XY ¢ikan hastalara SRY ve SOX9 gen analizi
yapildi. Hasta bireylerin SRY ve SOX9 gen analizleri RT-PCR ile amplifiye edilerek
elde edilen veriler bilgisayar sistemi kullanilarak degerlendirildi.

Bulgular: Yaptigimiz ¢alisma sonucunda cinsiyet anomalisi tanis1 ile gelen 60
hastadan 46,XY olan bireyler sitogenetik analiz sonuclarma gore tespit edildi ve bu
hastalardaki SRY ve SOX9 gen bolgelerinin varligi ve yokluguna bakilarak 44 tane
46,XY Dbireyden 4 tanesinde SRY gen bdlgesi bulunmayip SOX9 gen bdlgesi
bulunmustur

Sonu¢: SOX9 geni otozomal kromozom {izerinde bulunup SRY genine bagli aktivite
gostermektedir. Bunun sonucunda tiim bireylerde SOX9 geni var olup SRY genine
bagli olarak cinsel organ gelisiminde etkilidir. Bu ¢alismada SRY ve SOX9 gen
bolgelerinin karyotip sonucu ile iliskili oldugu bununda cinsiyet gelisimi ve cinsel
organ gelisimi iizerinde rol oynamis olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: SOX9 geni, SRY geni, cinsiyet anomalisi



SOX9 AND SRY ALL GENE ANALYSIS IN PATIENTS WITH GENDER
ANOMALIS AND 46, XY CARYOTYPE
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Department: Medical Biology

1.2.Abstract

Aim: In this study, it is aimed to investigate the effects of SRY and SOX9 genes in
the changes that occur after the development of bipotential gonads in patients with
gender anomalies in our region, and to provide new information to the literature in the
light of the data to be obtained by examining the possible effects of mutations in these
genes on the formation of testis and ovary.

Metarials and Methods: The study was carried out using DNA samples isolated from
the blood taken from 60 patients aged 0-45 years who applied to the Medical Biology-
Genetics Laboratories of our university with the suspicion of gender anomaly. As a
result of cytogenetic studies, SRY and SOX9 gene analyzes were performed on
patients with karyotype 46, XY. The SRY and SOX9 gene analyzes of the patients
were amplified by RT-PCR and the data obtained were evaluated using a computer
system.

Result: As a result of our study, 46,XY individuals out of 60 patients who came with
the diagnosis of gender anomaly were determined according to the results of
cytogenetic analysis, and the presence and absence of SRY - SOX9 gene regions in
these patients were examined and the SRY gene region was not found in 4 of 44 46,XY
individuals, but the SOX9 gene region was found.

Conclution: The SOX9 gene is located on the autosomal chromosome and shows
activity depending on the SRY gene. As a result, all individuals have the SOX9 gene
and it is effective in the development of the genitals depending on the SRY gene. As
a result of this study, it is thought that the SRY-SOX9 gene regions are associated with
the karyotype result, which may play a role in sex development and sexual organ
development.

Keywords: SOX9 gene, SRY gene, sex anomaly



2.GIRIS

Insanin tiim hiicrelerinde 23 anneden, 23 de babadan gelen toplam 46 kromozom

bulunur.46 kromozomun 44 tanesi otozomal geriye kalan 2 kromozom ise
gonozomal kromozomlar olup X ve Y olarak isimlendirilmistir. Saglikli bir
bireyde 22 cift otozomal 2 tanede cinsiyet kromozomu bulunmaktadir.Buna gore
erkeklerde gonozomal kromozom XY dir. Kadinlarda gonozomal kromozom ise
XX dir. Baz1 bireylerde 46, XY — 46, XX kromozom yapis1 disinda baska
kromozom yapilar1 da bulunabilmektedir (1). Bunun gibi durumlar cinsiyet
gelisim bozuklugundan (CBG) kaynaklanmaktadir. CBG kromozom yapisi,
gonadlar, dis genital organlarin gesitli derecelerde anatomik yapinin birbiriyle
uyumsuz oldugu durumlar olarak tanmimlanmaktadir (2). Kromozom kurulus,
gonad olusumu veya anatomik olarak cinsel organlarin gelisimindeki problemler
cinsiyet gelisim bozukluklar1 olarak adlandirilan bir takim konjenital
rahatsizliklara neden olmaktadir. Genelde CGB yerine, hermafroditizm, ambigus
genitale, intersex, gibi degisik isimler de kullanilmaktadir. Bunlar gonadal,
kromozomal ya da anatomik cinsiyeti kapsayan kromozom-fenotip uyumsuzlugu
sonucu olusur. Genellikle hormon aktivitesindeki anormallik veya hormon
tiretimindeki bozukluklar ile meydana gelirler (3).

Cinsel gelisim anomalilerinin genetik nedenleri:

» Kromozomal mutasyonlar
» Tek gen defektleri (otozomal, gonozomal)

» Multifaktoryel nedenlerdir.

Kromozomal mutasyonlar sonucunda olusan cinsel gelisim bozukluklari:

Y kromozomu iizerindeki SRY bolgesindeki yapisal diizensizlikler sonucu ortaya
cikan XX ve XY CGB dur (4). 46 XY CGB’ de dis genital yapinin fenotipi; normal
disi, kuskulu genital yap1 (ambiguous) veya mikropenisi olan bir erkek olabilir (5).
46XY testikiiler bozuklugunun prevelansi yaklagik 1/20.000 dir. Bu anomalinin %15
SRY geni, DAX1 geni, SOX9 geni mutasyonundan kaynaklanmaktadir (4).



Memelilerde cinsiyet, bir testis belirleyici faktér (TDF) kodlayan Y kromozomu
tarafindan  belirlenir. Bu faktor, farklilasmamis embriyonik  gonadlarin
yumurtaliklardan ¢ok testisler olarak gelismesine neden olur. Testisler daha sonra tiim
erkek cinsel 6zelliklerinden sorumlu olan erkek cinsiyet hormonlarini tiretir.

1990 yilinda, cinsiyet belirleyici gen TDF tanimlandi ve insanlarda SRY olarak
adlandirildi. Cinsiyet belirlemede yer alan Y'ye bagli olmayan diger genler daha sonra
SRY' deki mutasyonlarla agiklanmayan cinsiyet tersine ¢evrilmis XY hastalarin
genetik analizi ile bulundu. Bu genler WT1, SF1, DAX1 ve SOX9'dur. Normal cinsel
gelisim, cinsiyet belirleme, cinsel farklilasma ve cinsel davranista rol oynayan bir dizi

farkl1 genin islevsel ve gelisimsel entegrasyonundan kaynaklanabilir (6).

Calismamizda RT-PCR yontemi kullanilarak belirledigimiz gen bolgelerine bakarak
etkilerini aragtirdik. Bu sayede ¢ikan sonuglar dogrultusunda bu gen bolgelerinin
cinsiyet belirlemelerindeki etkisini 6grenmeye calistik. Boylelikle yapilacak benzer

arastirmalar icin On veriler olusturmayi amagladik.



3.GENEL BIiLGILER

3.1.Cinsiyet Belirsizligi Nedir?

Bazi bebeklerin dis genital yapilar1 tam olarak ayirt edilemeye bilmektedir. Bunun
sonucunda kesin bir cinsiyet bilgisi verilemeyebilir. Bazi durumlarda bebegin dis
genital yapisina bakarak cinsiyet ayrimini yapabilsek bile bebegin kromozomal yapisi
dis genital yapisi ile uyumsuz olabilmektedir. Bu gibi vakalara cinsiyet gelisim
bozuklugu tanis1 verilmektedir. Bebegin olusmaya basladig: ilk haftalarda gonadlar
kiz veya erkek cinsiyetine uygun olarak degisim gostermemektedir. Bu degisimler
kromozomlardaki genler ve hormonlarin etkisi ile kizlarda over, erkeklerde ise testis
olusumunu saglamaktadir. Insanlarda var olan 23 ¢ift kromozomun son ¢ifti cinsiyetin
belirlenmesinden  sorumlu  kromozomlardir. Saghikli kadin bireylerde X
kromozomundan 2 tane varken saglikli erkek bireylerde X ve Y kromozomlarindan
birer tane bulunur. Y kromozomu {izerindeki bir genden dolay1 (SRY) yumurta testis
yoniinde gelisir, testisten salgilanan testosteron hormonu tarafindan penis, skrotum ve
tiretra gelisir. Gebeligin 7 ve 8. ayinda testisler karin i¢inden torbalara gecer. SRY
geninin olmadig1 durumda yumurtalar overe dogru farklilagir ve rahim, tiipler olusur.
Genetik, hormonal ve cevresel etkilerden dolay1 cinsiyet gelisimi asamalarinda

aksama olursa bu durum cinsiyet gelisim bozukluklarina neden olur (7).



Tablo 1: Bazi genlerin mutasyon\delesyon ve duplikasyon\translokasyonlarinin

gonadal farklilagma iizerine etkilerini iceren tablo asagida ézetlenmistir. (8)

2 Eslik eden Seks reversal\ Miiller
Kromozomdaki| Gonadal 5 3
okalinsvena geligim diger kuskulu vapilarimn
e bozukluklar genital vap gelisimi
Gen mutasyonu veya delesyonuna bagh (fonksivonun kaybolmasi)
1 Kugkulu genital | 1.Degisken
Disstnsria . WAGR vapi (erkek)
WT1 1pl3 (erbek ve disi) | 2-Penys-Drash 2 Kuskulu genital | 2 Degisken
i 3 Frasier send yapi'seks reversal | (erkek)
3.Scks reversal 3. Evet (erkek)
SF-1 9q33 stgcnczns Adrenal yetmeziik | Seks reversal Evet (erkek)
(erkek)
Seks reversal .
SRY Ypll Erkek-over \kuskulu genital er_e k
(degisken)
yapi
Adrenal yemezlik
S ve hipogonatropik
DAX-1 Xp21 Disgenexzis hipogonadizm\ Yok Yok
(erkek) ; =
bozulmusg
spermatogenezis
Digenezis
Seks reversal
Sy 74 3.9 veya Over' Kamptomelik \ : i
SOX9 17q24 3-25.1 bkt displazi \e.'ygu:lus'kulu Degisken
(erkek) geanisiysm
AMH 19p13.3-132 N Evet(erkek)
Gen duplikasyonu veya translokasyonuna bagh (fonksivon kazamilmasi)
Y'nin SRY Scks reversal
parcasinin Ypll3 Diside testis stipheli genital Yok
duplikasyonu yapi
Disgenez1
veya Seks reversal,
DAX1 s e ,
duplikasyonu duplXp21 ()ch\ - k'uskulu genital Degisken
ovotestus yap
(erkek)
Wntd Disgenezi kuskulu gemital g
duplikasyonu dopip3s (erkek) yapi Bvet
SOX9 24 3.95 Laal! kuskulu genital
duplikasyonu Dupl17q24.3-25.1 | Diside testis yapi Yok

3.1.1. Cinsiyet ayrimi nasil yapilir?

[k bakista bir ¢ocugun kiz ya da erkek oldugu ayrimi yapilamiyorsa uzman kisiler

tarafindan Once ayrmtili bir pedigri alimir ve kisiye detayli muayene yapilir.

Sonrasinda cinsiyet belirsizliginin nedenlerini

gortintiileme tetkikleri ve gerekli testler yapilmalidir.

anlayabilmek

igin

radyolojik




Kromozom analizi

Hormon ve kan testleri
Genitotiretrogram testi

I¢ organlarm igin ultrasonografi

Yumurta dokulariin varlig1 veya yoklugu

YV VvV V V V V

Ailenin fikri ve gerekli islemler i¢in aile karari (7).

3.1.2. Tedavi yontemleri

Cinsel bozuklugun tedavisi cinsiyet gelisim bozuklugunun gesidine gore farklilik
gosterir. Uygun cinsiyete karar verildikten sonra diizeltici ameliyatlar, bazi organlarin
cikarilmasi veya olusturulmasi gerekmektedir veya hormonal tedavilerle birey tedavi
edilir. Tedavi her hasta i¢in farkli olup hastanin durumuna gére en uygun tedavi segilir

ve bunun igin aileyle goriisiilerek planlama yapilir (7).

3.1.3. Cinsiyet belirsizliginin nedenleri

Androgen Sendromu

Bobrek iistii bezlerdeki bir mutasyonun neden oldugu kalitsal bir hastaliktir. Bu
hastaliga sahip olan kisilerde bobrek {istii bezleri rutin fonksiyonlarini yapamadig igin
tiretiminden sorumlu oldugu kortizol ve aldosteron hormonu olmasi gereken seviyede
salgilanamaz. Yeteri kadar salgilanmayan kortizol ve aldosteron hormonu, hipofiz ve
hipotalamusta sexiil hormon dengesinin bozulmasmna neden olur. Bu durum
kadinlarda erkeksi dig gériiniime neden olurken, erkek ¢ocuklarda ise erken gelismeye

neden olur (1).

Klinefelter Sendromu

Cogunlukla erkeklerde goriilen bu rahatsizliga Klinefelter Sendromu adi verilmistir.
Karyotipi 47,XXY seklindedir. Ekstradan bir X kromozomu bulunur. Cocukluk
caglarinda cinsel organlart normal gelisme gosterir, ergenlik caginda ise testis

kiiglilmesi ve bundan dolay: testosteron seviyesinde azalma ve spermlerde fonksiyon



bozuklugu gorilir. Klinefelter-Sendromunun toplumdaki indeksi 1:590 ile 1:900

arasidir.

Tipik Ozellikleri:

> Sperm yoklu veya azligi
Uzun boy
Uzun kollar
Dirseklerde kirisikliklar
Kiigiik testis ve penis.

Kas zayiflig

YV V VYV V V VY

Ozgiiven eksikligi ve buna bagl olarak sosyal iletisim kurmada birtakim

zorluklar goriiliir.

Intersexsiialite

Cinsel organ olusumu dollenmenin ilk evresinde gerceklesmez. Ancak ilerleyen
asamalarda ya testosteron iiretilerek penis olusur ya da testosteron iiretilmedigi i¢in
vajina olusur. Interseksiieller fizyolojik, genetik ve hormonal olarak kadin veya erkek
sinifina girmez. Bu hastalarin biiyiik bir kisminda mikropenis ve biiyiik bir vajina
bulunabilirken bazilarinda da kiigiik bir penise benzeyen sadece biiylik bir klitoris

bulunur (2).

Turner Sendromu

Sadece kadinlarda ortaya c¢ikan genetik bir hastalik olup karyotip goriintiisii 45,X
seklindedir. Toplumdaki insidans1 1:2500 civarindadir. 2 X kromozomundan bir tanesi

ya hi¢ yoktur ya da bir parcasi kaybolmustur.

Tipik Ozellikleri:
> Genis ya da yele boyun
> Infertilite

> Gelismemis yumurtaliklar



> Boy kisalig1 (~1,45 m).

> Diiz ve disa doniik tirnaklar

Swyer Sendromu

XY-Kadim1 olarak da bilinmektedir. Bu hastalarda testosteron hormonunun
salgilanmasi kismen ya da tamamen yok oldugundan bu hastalar genotipik 6zellikleri
erkek olup fenotipik ozellikleri kadindir. Bu hastalarda Y kromozomu iizerinde
bulunan SRY denilen kismi ya normalden kisadir ya da bu gen bolgesi
bulunmamaktadir. Bu kisalik SRY geni tarafindan kodlanan TDF hormonunun hatali
iretilmesine neden olur ve bu da erkeksi goriinlimii saglayan testosteron hormonu
tiretiminin kismen ya da tamamen durmasina neden olur. XY-kadininin insidansi

1:3000 dir. Bu hastaliga sahip embriyolarin %98°1 hamileligin ilk ayinda oliir.

Tipik Ozellikler
> primer amenore ,yumurtalik bulunmaz

Fenotipik 6zelliklerinin kadina benzemesi

Y

Seyrek kil yapisi

Y

> Biiyiik bir klitorise
> Vajina ve rahime sahiptirler (1).

3.2. Cinsel Farkhilasma

Benzer sekonder cinsel o6zellikleri ve psikoseksiiel oryantasyonu olan fertil bir
erigkinin gorlinlimii, genetik cinsiyetin déllenmede olugmasiyla baslayan mantikli ve
belirli bir siray1 izler. Sonrasinda Y kromozomunun erkek cinsiyeti gelisimini
belirleyen kismimin varligi veya yoklugu gonadal cinsiyeti belirler ve boylece
farklilasmamisg embriyonik gonadin testis veya overe doniisiimiinii saglar. Bunu
takiben i¢ genital yollarin ve dis genital yapinin farklilasmasi benzer bir diizeni takip
eder. Yani farklilasmamis genel primordia, eger fetal testisin salgilariyla erkek

yoniinde gelisim olmazsa disi olmaya egilimlidir. Dogumda goriilen dis genital yap1



hem cinsiyet rolii hem kanuni cinsiyet i¢in temel teskil eder. Daha sonra piiberte
esnasinda ve sonrasinda testis ve over hormonlari, sekonder cinsel 6zellikleri uyarir ve
bu hem psikoseksiiel kimligin olusmasma hem de eriskin tireme yeteneklerinin
kazanilmasini saglar. Tablo 2.de klinikte disi-erkek ayiriminda kullanilan olgiitler

Ozetlenmistir (9-10-11).

Tablo 2: Disi ve erkekte cinsel farklilagsmay etkileyen faktorler ve ayirt edici
olciitler (9)

Belirleyici faktorler

Disi gelisim Erkek gelisim Ayirt edici olgiitler

Genetik cinsiyet Homogametik (XX) | Heterogametik (XY) Karyotip

Y-bagimli testis-belirleyici faktor

Gonadal cinsiyet | Oositler (TDF) Histoloji

I¢ Genital kanallar | Dogal gelisim Mullc::nyen tiibiting fakior, Ultrasonografi
testosteron

Dis genital yapt Dogal geligim Dihidrotestosteron,testosteron Kilinik inceleme

Psikososyal

SRR Psikososyal faktorler,testosteron | Gozlem
faktorler

Cinsiyet kisilik

Ergenlik Ostradiol Testosteron Hormon analizi

3.2.1. Cinsiyet kromozomlarinin 6zellikleri ve fonksiyonlari

A.Y kromozomu: Y kromozomu en 6zellesmis kromozomdur. Tamamen cinsiyetin
belirlenmesinde ve fertilitenin kontroliinde goérevlidir. Y kromozomundaki genler
sadece erkeklerde bulunur. Y kromozomu insan kromozomlarinin en kii¢iigiidiir. Y
kromozomu tiim genomun yaklasik %2— 3’linli kapsamaktadir. Kromozomlarin kisa
kolu p ve uzun kolu q olarak adlandirilir. Y kromozomu 6kromatin, psdédootozomal ve
heterokromatin bolgelerinden olusur. Psddootozomal bolgeler (PARs), g’nin (PAR2)
ve p’nin (PAR1) u¢ kisimlarinda bulunur. Bu kisimlar, mayoz sathasinda X
kromozomunun psddootozomal kisimlart ile rekombinasyona girerler. Psédootozomal

kisimdaki genler, otozomal genler gibi kalitilir (12).

Y kromozomunun biiyiik bir kism1 (%95) rekombinasyona girmeyen bolge (NRY)
denilen ve bu kromozomda heterokromatin ve 6kromatin denilen bdlgeleri meydana

getirir. Heterokromatin bolge q’nun distalinde bulunur ve genetik olarak islevsiz



olarak kabul edilen bu bdlgenin biiyiik bir kismin1 DYZ1 ve DYZ2 denilen tekrar
dizileri olusturur. Okromatin bdlge ise PAR1’in distalinde yer alir ve p ve q’ nun
parasentromerik bolgeleri ile sentromer bolgesini meydana getirir (Sekil 1).
Cinsiyetin belirlenmesi boy kontrolii ve Turner stigmata ve spermatogenezden
sorumlu tiim genler bu alanda yerlesmis durumdadir (13). Cinsiyet belirleyici Y
kromozomunun kisa kolu tizerindeki psddootozomal bdlgenin hemen yaninda testis
belirleyen faktér geni (TDF) SRY (cinsiyeti belirleyici bolge Y) vardir. Bu bolge en
azindan 9X homolog ve 11 testis spesifik geni igerir. Testis spesifik genlerden bazilari
spermatogenez icin gerekli gibi goriinen DAZ, RBM ve SPGY gibi baz1 genleri ve
disgenetik gonadlardan gonadoblastomanin gelisimiyle ilgili genler igerir. Heniiz

belirlenemeyen diger genlerin genel goriiniimle ilgili oldugu diistiniilmektedir (14).

Psbdootozomal bélge—.
(PARI) [ 1 3 SRY
= USPY
- | oy
Yp | = Uty
3 TB4Y
Semmn_.’n \KRY
EIF1AY
5 |J Az RPS4Y?
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‘q 1 \ZF¢ .
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Sekil 1: Y kromozomu iizerindeki genler (7).

B. X kromozomu: X kromozomu bir haploide (22 otozom+X) total DNA’nin %5
kadarini igeren biiylik bir submetasentrik kromozomdur. Y kromozomunun tersine X
kromozomu viicuttaki her sistemin fonksiyonuyla ilgilidir ve 280°den fazla belirlenmis
genetik lokus igermektedir. Bu lokuslar hem erkek hem de disilerin cinsel
farklilasmasinda onemli rol oynayan genleri icermektedir (14). Erkeklerde genital

farklilagsma ve sekonder seksiiel karakterlerde 6nemli yeri olan androjen reseptor geni



Xq11-12 bandinda yerlesmistir. Delesyon haritalanmas1 X’ in uzun kolundaki genlerin
(Xqll ve Xg22 arasindaki bandlar) Klinefelter sendromunun belirtilerinin ortaya
¢ikmasiyla ilgili olduklarin1 géstermistir (15). Turner sendromundaki gonadal
disgenezide de goriildiigii gibi normal over farklilasmasi igin her iki X kromozomu da
gereklidir. Normal over farklilasmasi ve fonksiyonu i¢in dnemli olan Xq13 ve Xq27
bantlarinin arasinda bulunan X kromozomunun uzun kolu iizerinde kritik bir segment
vardir. Bu bolgede kirilma veya yapisal anomalileri olan disiler gonadal disgenezi,
primer veya sekonder amenore ve infertiliteye yol acan prematiir follikiiler atreziyle
karsimiza c¢ikarlar. Kisa kol (Xp) tizerindeki bazi delesyonlar sadece normal cinsel
gelisimi olan kisa boylulara yol a¢sa da monozomi (45 X) veya izokromozom gibi
daha siddetli anormalliklerle birlikte tam bir Turner sendromuna neden olur (14-15).
X kromozomu {lizerindeki diger genlerinde cinsel farklilasmada rolii vardir. DDS
(Dosage sensitive sex reversal-DXA-1 geni) gerek disi gerekse erkek tip cinsel
farklilasmada etkili genler tasir. DAX-1 geni hem over ve hem de testis
farklilagsmasinda 6nemli rol oynar. Bu genin delesyonu ve fonksiyon kaybina sebep
olan mutasyonlarinda adrenal hipoplazi ve hipoganadotropik hipogonadizme neden
olur (14). X kromozomu lizerinde ayrica Y kromozomunda bulunmayan ¢ok sayida
cift olmayan gen bulunmaktadir. Bunlardaki defektler monozomi X’li disiler ve
hemizigos erkeklerde hastalia sebep olur. Bu X’e bagli gecen hastalik drnekleri
arasinda renk korliigii, hemofili A, hemofili B ve lokusu uzun kol iizerinde yerlesmis
bulunan glikoz 6 fosfat dehidrogenaz eksikligi gosterilebilir. Gelisimin erken
doneminde diside bir X kromozomunun inaktivasyonu ile bu kompansasyon saglanir
boylece X e bagli genlerin eksprese edilen dozu erkek ve diside esitlenir. Boylece disi
aktif paternal ve maternal X kromozomlari agisindan mozaik olur. Bir hiicredeki X
kromozomu sayisi ne olursa olsun birisi inaktive olur. Inaktivasyondan sonra aktif
X’in yapisal olarak anormal oldugu hiicre dizileri normal olanlara gore daha az etkili

replike olur ve boylece bu diziye karsi seleksiyon olusabilir (14).

3.3.SRY Geni

Erkek yoniinden cinsiyet farklilasmasi gebeligin 5-6. haftasinda gerceklesir ve Y
kromozomunda bulunan sifrelere ihtiyag duyar (16). Insanda normalde Y
kromozomunda bulunan bilgilerin yoklugu veya eksprese olamamasi durumunda over

gelisimi baslar ve disi goriintiisii gézlenir. Y kromozomunun kisa kolunda lokalize
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olan SRY geni Testis gelisiminde gorev alir (16). Sertoli hiicresinin olusumunda da
SRY geninin biiyiik bir rolii vardir (16,17). SRY tek eksonlu basit bir yapiya sahip bir
gendir. 5 ' kusatma dizisi TATA veya CAAT kutulari icermez; GC agisindan zengindir
ve transkripsiyonu gii¢clendirdigi bilinen iki sirali Sp1 tanima bolgesi igerir (18). Tek
ekzondan olusan 845 nukleotid uzunluguna sahip 204 amino asit kodlaya bilen bu gen
SRY genidir.SRY geni tarafindan kodlanan protein (HMG) motifi tasidigindan dolay1
transkripsiyon faktorii olarak gorev yapmaktadir (17).

“The Human Gene Mutation Database'de’” (19) ve yapilan diger ¢alismalarin
sonucuna gore bu gen hem promotor bolge hem de ekzon mutasyonlarini
bildirilmektedir. XY cinsiyet doniisiimii olgularinda SRY gen mutasyonlari
bildirilmistir (20-21). SRY geninde ortaya ¢ikan mutasyonlar gonadlarin testis
yoniinde gelismesini engelleyerek disi fenotipi ile XY cinsiyet doniisiimii ve Swyer
sendromu gelisimine neden olmaktadir. Bu genden kaynakli farkli mutasyonlar

gonadal disgenezi vakalariin %15'ini olusturmaktadir (22).

Memeli Y kromozomundaki SRY geni siiphesiz testisi belirleme gérevi goriir ancak
hala nasil oldugu belirsizdir. Baglangigta SRY" nin testis belirleme yolundaki diger
genleri aktive etmek icin dogrudan hareket ettigi varsayiliyordu. SRY' nin SOX3
(SRY' nin evrimlestigi) ve SOX9 genleri ile etkilesime girerek dolayl olarak islev
gordiigiine dair alternatif bir hipotez sunulmaktadir. Spesifik olarak kadinlarda
SOX3'in SOX9 islevini engelledigini ancak erkeklerde SRY' nin SOX3'i
engelledigini ve SOX9'un testis belirleyici roliinli yerine getirmesine izin verdigini
ileri stiriilmektedir. Bu hipotez, ii¢ genden herhangi birinin eksiklikleri veya asiri
tiretimi olan XX ve XY bireylerinin fenotiplerinin test edilebilir tahminlerini yapar ve
XX (SRY) erkek vakalarin1 ve SRY yoklugunda farklilagsmay1 aciklayabilir. Hipotez
ayni zamanda ginimiiz memelilerinin baskin SRY cinsiyet belirleme sisteminin
SOX3 dozajina dayanan eski bir sistemden evrimlesmis olabilecegine dair bir yol

onermektedir (23).

3.4.50X9 Geni
SOX-9(cinsiyet belirleyici bolge kutusu 9) CCTTGAG dizisini HMG kutusu sinifi
DNA baglayici proteinlerin diger iiyeleriyle birlikte tanir. SOX9 ayrica erkek cinsel

gelisiminde ¢ok dnemli bir rol oynayan SRY proteini tarafindan diizenlenen otozomal
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bir gendir. SOX9 geni otozomal oldugundan XX fetiislerde ve yetiskinlerde de ifade
edilebilir SOX9, Sf1 ile ¢alisarak, disi tireme sisteminin olusumunu engellemek
icin Sertoli hiicrelerinde AMH iiretebilir. (24) Erkek cinsel organlarimin gelisimini
desteklemek icin birka¢ baska genle de etkilesime girer. FGF9'un SOX9 tarafindan
aktivasyonu, erkek gelisiminde testis kordonlarinin olusturulmast ve Sertoli

hiicrelerinin ¢ogalmasi gibi hayati siiregleri baslatir (25).

Testis indiiksiyonu memelilerde gonadal Sry ve Sox9 ekspresyonu ile ve Sry'nin
olmadigr omurgalilarda Sox9 ekspresyonu ile iliskilidir. Memelilerde Sry, Sox9
ekspresyonunu yukari dogru diizenleyerek testis indiikksiyonunu baslatabilir ancak bu
hipotezi destekleyen dogrudan kanitlar eksiktir. Testislerin Sry yoklugunda gelistigi
Sry-negatif XX cinsiyet tersine ¢gevirme (XXSR) modelleri testis indiiksiyonunda Sry
ve Sox9 arasindaki baglantiy1 saglayabilir. Sry ve Sox9 ekspresyonunun zamanlamasi,
testis belirlemedeki bir rolle tutarlidir: Sry ekspresyonu testislerde CS 16'da baslar,
ardindan CS 17'de Sox9 ekspresyonunun yukari regiilasyonu izler (26).

XY Gonad XX Gonad
SRi . -+—— FGF9 ——— Wnt4/B-catenin
- PGDS
SOX9 SOX9

U Ovary development

Testis development
FOXL2

Sekil 2: SOX9 Geninin cinsiyet gelisimi iizerindeki rolii
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3.5. SRY-SOX9 Mekanizmasi

Memelilerde, erkek cinsiyet tayini ve spermatogenez, Y kromozomundaki genler
tarafindan kontrol edilir. Memeli Y kromozomunun hizli evriminin, erkek
tiremesinde Kritik bir isleve sahip olanlar disinda birka¢ gen igermesine neden oldugu
hipotezi altinda bu islevler i¢in aday genleri saptamak ve test etmek icin evrimsel
karsilastirmalar kullanilabilir. U¢ ana mevcut memeliler grubundan (plasentaller,
keseli hayvanlar ve monotremler) cinsiyet kromozomlarinin gen igeriginin
karsilastiritlmasi, X kromozomunun bir kisminin ve Y'nin karsilik gelen bir bolgesinin
tim memeliler tarafindan paylasildigii ve ¢ok eski olmasi gerektigini
gostermektedir. Memeli Y'nin evrimi bir cinsiyet kromozomunun psddootozomal
bolgesine otozomal bolgeler eklendikge birkag ekleme ve yipratma dongiisiinde
gerceklesti  digerinin  {lizerine Yyeniden birlesti ve Y'de bozuldu. Bu, Y
kromozomundaki ¢ogu genin ve sdzde genin neden X iizerinde akraba oldugunu
acikliyor. Goriiniise gore SRY geninin kendisi olduk¢a korunmus X-baglantili gen
SOX3 ile yakindan iliskili oldugu icin bir istisna degildir. U¢ memeli gruptaki SRY /
SOX baz dizisinin ve gen konumunun karsilastirilmasi, SRY'nin, HMG kutusunun
disindaki tiim dizilerin mutasyonu ve kaybiyla SOX3'ten nispeten yakin zamanda
evrimlestigini gostermektedir. Burada bir transkripsiyonel aktivator olarak hareket
etmek yerine SRY geninin paralogu SOX3'li inhibe etme gorevi gordiigii ve bu da
eski bir otozomal cinsiyet belirleyici gen SOX9'u inhibe ettigi 6ne siiriilmektedir (23-
27).

XY gonad XX gonad
SOXg
-
a - - p - P - P
/—‘ "\

K./ FGFOIFGFR2:

Sekil 3: SOX9 Geninin diger genlerle etkilesimleri

Testis belirleyici faktor (TDF), Y kromozomunun Ypl1.3 bolgesinde bulunan 35-

kilobaz agirliginda baz cifti dizisidir ve bu alan Y kromozomunun cinsiyet belirleyici
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bolgesi (SRY) olarak adlandirilir. Memelilerde erkek embriyosunda cinsiyet
belirlenmesi i¢in ilk molekiiler sinyal, farklilasmamis gonadal ¢ikintidaki somatik
hiicrelerin bir alt grubu tarafindan SRY ekspresyonudur. Bu gegici SRY ekpresyonu
pre-Sertoli hiicrelerinin farklilasmasina neden olur, aksi taktirde bu hiicreler granuloza
hiicrelerine farklilasip disi cinsiyete yonelirler. Sonucta SRY gen bolgesi eksik veya
degistirilmis oldugunda, undiferansiye gonadlar over yoniinde ilerler. Gonad
determinasyonunda ilk basamak bir takim transkripsiyon faktorlerinin ve hiicre
sinyallerinin birbiriyle etkilemesi asamasidir (28).Testis determinasyonu intrauterin,
gebe kalindiktan sonraki altinct haftanin  sonunda  fetal testisin sertoli
hiicreleri farklilasmaya ve anti-Miillerian hormonu salgilamaya baslar. Oniimiizdeki
iki hafta icinde Leydig hiicreleri belirir ve testosteron salgilamaya baglar. Yumurtalik
farklilagsmas: testisinkini 4-5 hafta takip eder (L.HenryPh.D., 2014)(29).

Y kromozomu (Ypll) SRY geni, birtakim cinsiyet belirleyici faktorleri igeren bir
yolagi aktive eder. WT1, CBX2 (M33) SF1, GATA4/FOG2 genlerin aktivasyonu SRY
aktivasyonunda kritik rol oynamaktadir. SRY geni ekspresyonu, SOX9 (SRY iliskili
HMG box bolgesi) gen aktivasyonuna yol agar. Bu SOX9 geni 7q24.3-25.1bdlgesinde
lokalizedir ve erken testikiiler gelisim i¢in ¢ok onemlidir. SOX9 aktivasyonu PGD2
ve FGF9 genlerinin aktive olmasini salar. Bu her iki gende XY gonadlarda ileri pozitif
besleme yolu ile SOX9' u aktif halde tutarlar. FGF9 ile WNT4/RSPO1/-catenin
sinyalleri arasindaki denge FGF9 lehine oldugu zaman fetiis erkek gelisim yoluna
dogru ilerlemektedir. Diger taraftan DMRT1, ARTX ve DHH ve bazi otozomal genler

de testis determinasyonunda rol almaktadir (28).
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Sekil 4: Bazi otozomal genlerin testis determinasyonundaki rolleri

3.6. Genital Sistem Yapisi

CGB’ larmi anlayabilmek icin normal cinsiyet gelisimini anlamak gerekir. i¢
genitallerin gelisimi ayni taraftaki gonada, dis genitallerinde gelisimi ise testesteron
ve dihidrotestesterona (DHT) baglidir. Testesteron 5a- reduktaz enzimiyle DHT ye
indirgenir. Bu enzim genital dokuda bulunur. Streak gonad ya da over varliginda i¢
genital kanal disi yoniinde geliserek uterus ve fallop tiipii meydana gelir. Testisin
varliginda i¢ genital kanal erkek yoniinde gelisir ve epididim, vazdeferens ve seminal
vezikiiller olugsur. DHT varsa genital ¢ikintidan fallus, yoksa klitoris gelisir (Sekil 5)
(30).
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Sekil 5: Normal cinsiyet gelisimini (31)

Erkek cinsel farklilasmasi ve gelisiminde birgok gen goérev almasina ragmen
androjenlerin kontrol ettigi genler bu siiregte temel bir rol oynar. Androjen
aktivitesiyle her iki cinsiyet yoniinde farklilagsma potansiyeline sahip i¢ ve dis genital
yapilar, geri doniisiimsiiz olarak erkek yonde farklilagsma gostermektedir. Embriyonun
cinsiyeti genetik olarak fertilizasyon ile belirlenmektedir. Ancak gelisimin 7. haftasina
kadar cinsiyet tam olarak erkek veya disi yonde morfolojik 6zellik
gostermemektedirler. Gonadlar, erken evrede genital veya gonadal kabarti olarak
isimlendirilen bir g¢ift dikey yapidan olusur. Genital kabarti, ¢6lomik epitelin
proliferasyonu ve alttaki mezensimin yogunlagsmasi ile meydana gelir. Germ hiicreleri
6. haftaya kadar genital kabartiya tasinmamaktadir. Insan embriyosundaki primordiyal
hiicreler gelisimin erken evresinde allantois yakinindaki yolk kesesi duvarinda
endoderm hiicreleri arasinda olusmaya baglamaktadir. Primordiyal hiicreler ameboid
hareketlerle arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca go¢ ederek 5. haftanin
baslangicinda primitif gonadlara ulasir ve gelisimin 6. haftasinda genital kabartilara
yerlesirler. Bu goc¢ gerceklesmedigi takdirde gonad gelisimi olmamaktadir.
Primordiyal germ hiicreleri, gonadlarin over veya testis yoniinde gelismesinde
indiikleyici bir role sahiptir. Primordiyal hiicreler, genital kabartiya ulasmadan kisa bir

slire 6nce buradaki ¢6lomik epitel hiicreleri cogalmaya baslar ve penetrasyon yoluyla
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mezenkim altina geger. Bu sekilde, primitif seks kordonlar1 adi verilen diizensiz sekilli
yapilar olusmaya baslar. Bu kordonlar disi ve erkek embriyolarda yiizey epiteline
yapisiktir ve herhangi bir yonde farklilasmalari olanaksizdir. Bu yapiya farklilasmamis

gonad ismi verilmektedir (32).

3.6.1 Testis gelisim asamalari

Genetik olarak erkek olan embriyo XY kromozom yapisina sahiptir. Y
kromozomunun sentezledigi testis-determining factor (TDF) etkisiyle, primitif seks
kordonlar1 ¢ogalmaya devam ederek medullay1 geger; testis veya meduller kordonlari
olusturur. Meduller kordonlardan daha sonra rete testis yapisi gelismektedir. Gelisimin
ileri agamalarinda, testis kordonlarinin yiizey epiteli ile baglantis1 koparak arada tunica
albuginea (beyaz tabaka) olarak isimlendirilen fibroz konnektif doku olusur. Dérdiincii
ayda testis kordonlar1 at nali seklini alir ve kordonlarin devaminda rete testis yapisi
bulunur. Bu dénemde testis kordonlar1 primitif germ hiicrelerini ve sertoli hiicrelerini
icermektedir. Leydig hiicreleri gonad kabartisindaki mezenkimden koken almaktadir.
Leydig hiicreleri testis kordonlarin farklilagmasindan hemen sonra olugmaktadir.
Gebeligin 8. haftasinda fotal gonadlarda bulunan leydig hiicreleri tarafindan
testosteron Uretimi baglamaktadir ve bu asamada testisler genital kanal (duct) ve dis
genital yap1 farklilagsmasini baglatabilecek yetenektedir. Testosteron, wolf kanallarinda
eksprese edilen AR iizerinde lokal etki yaparak bu yapilarin dejenerasyonunu
onlemekte; vas deferens, epididimis ve 6 seminal vezikiiliin olusumunu saglamaktadir
(33). Testosteron kana salindiktan sonra etkisini endokrin olarak gostermektedir. Bu
sekilde genital tiiberkiilden dis genital yapmin farklilasmasinda ve prostat
morfogenezinde gorev yapmaktadir. Testosteronun fotal dokulardaki konsantrasyonu
diisiiktiir. Ancak dis genital yap1 ve prostat dokusunda 5 a-rediiktaz tip II enzimi
tarafindan  testosterondan  dihidrotestosteron  meydana  gelmektedir  (31).
Dihidrotestosteron, testosterona gore 10 kat daha giiclii bir etki olusturmaktadir (34).
Testis kordonlar1 puberte donemine kadar solid tabiatta kalirlar. Kordonlarda liimen
olustuktan sonra seminiferdz tiibiil olarak adlandirilirlar. Seminiferéz tiibiiller rete
testis ile birlesmektedir. Rete testislerin devami efferent kanalciklar (ductuli

efferentes) olarak isimlendirilmektedir. Efferent kanalciklar, rete testis ile mezonefrik
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kanal veya wolf kanal1 olarak da bilinen deferens kanal (ductus deferens) arasinda

baglant1 kurmaktadir.

3.6.2 Genital kanallarin farkhlasma siireci

Genital kanallarin gelisimi ve dis genital yapinin olusmasi, intrauterin hayatta fetiiste
dolasan hormonlarin etkisi altinda meydana gelmektedir. Fetal testislerden salgilanan
AMH paramezonefrik kanalin gerilemesine neden olur. Testosteron, testislerde
iretilen ve hedef dokulara ulasan major androjendir. Testosteron, dokularda 5a
rediiktaz enzimi araciligiyla dihidrotestosterona  doniistiiriilir.  Testosteron,
mezonefrik kanallarin virilizasyonuna aracilik ederken; dihidrotestosteron ise erkekte
dis genital yapiin gelismesini saglamaktadir. Mezonefrozun geriledigi esnada bazi
bosaltic1 tubiiller, rete testis kordonlar1 ile baglanti kurarak efferent kanalciklari
meydana getirir. Mezonefrik kanallar, erkekte ana genital kanallarin kdken aldigi
yapidir. Efferent kanalciklardan sonra 7 mezonefrik kanal uzun ve kivrimli bir hal alir;
bu yap1 duktus epididimis olarak adlandirilmaktadir. Mezonefrik kanal, duktus
epididimis ile seminal vezikiil arasinda kalin bir kas tabakasi kazanir. Bu yap1 duktus
deferens olarak isimlendirilir. Seminal vezikiilden sonraki yapiya ise ejakiilator kanal
denilmektedir. Embriyo gelisiminin 3. haftasinda primitif ¢izgiden koken alan
mezenkim hiicreleri, kloakal membran civarina go¢ ederek burada bir ¢ift kloakal
katlanma meydana getirir. Bu katlanmalar membranin kranyal kisminda birleserek
genital tiiberkiil yapisin1 olusturmaktadir. 6. haftada, kloakal membran tirogenital ve
anal membranlara boliniir. Kloakal katlanmalar ise iretral ve anal katlanmalar
meydana getirmektedir. Bu olaylar devam ederken, iiretral katlanmalarin yan
kisimlarinda genital siskinlikler olusur. Bu siskinliklerden, erkeklerde skrotal siskinlik
olarak isimlendirilen yapilar gelismektedir. Prostat, organogenezin ilk agamalarinda
epitelyal tomurcuktan olusmaya baglamaktadir. Bu donemde sadece epitelyum
¢evresinde bulunan mezenkimde androjen reseptor ekspresyonu gergeklesmekte;
epitelyal tomurcugun gelisiminin, mezenkimden epitele iletilen androjen bagimli
parakrin sinyaller araciligiyla oldugu bilinmektedir (35). Gebeligin 10-12.
haftalarinda, tiirogenital siniisten disariya dogru uzanan bir c¢ikintidan prostat
morfogenezi baglamaktadir. Androjenler prostat morfogenezi ve farklilagsmasi i¢in

yeterlidir (32).
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4.GERECLER ve YONTEMLER

Calismamuz1 Dicle Universitesi Tip fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’na gelen
46 XY Cinsiyet Anomalisi 6n tanisi sahip 0-45 yas aras1 60 hastadan alinan kanlardan

elde ettigimiz DNA ile gergeklestirdik.

4.1 Kullanilan Geregler
Etiiv

Combi-Spin (Biosan FLV-2400N)
15 ml’lik konik santrifiij tlipleri
Saleler

Buzdolab1

Laboratuvar saati

Benmari

Mikropipetler

Buzdolabi

Rt-PCR cihazi (GeneAmp PCR System 9700)
Plate Septa 96-Well

Mikroskop

Elektronik duyarl terazi

Meziirler

Vorteks

Lam
Flaster

Spanch
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4.2 Yontemler

4.2.1 Hastalardan kan alinmasi

Dicle Universitesi Tip fakiiltesi Hastanesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’46 XY
Cinsiyet Anomalisi 6n tanisi ile gelen 0-45 yas araligindaki 60 kisiden EDTA'l1 tiipler

i¢inde kanlar alindi.

4.2.2 Alinan kanlardan DNA eldesi

5-10 ml tam kandan DNA izole etmek icin uygun bir protokol kullanilarak DNA

izolasyonunu gerceklestirdik.

4.2.3. Hiicrenin preparasyonu

> Oncelikle dolaptaki kanlarm erimesi igin belli bir siire disarda beklettik

» Sonra Kanlar Sodyum- EDTA 'l mor tiiplere alind1.

> On sogutma igin santrifiij 4 ° C ye alindu.

» 50 ml'lik falkon tiipe 5-10 ml kan ve 40 ml Reaktif A eklendi.

» Tiip 2 dakika elle hafif¢e ¢alkalandi.

» 4°Cde 3000 rpm de 10 dakika santrifuj birakild.

» Falkon tiipii i¢indeki pelete zarar vermeden i¢ine ¢amasir suyu eklenen behere
bosaltildi.

4.2.4. Hiicre lizisi

» Altta kalan pelletin tizerine 2 ml Reaktif B eklendi.
» Pipetaj yapildi.
» Her tiipe pipetaj yapildiktan sonra 15 ml'lik tiiplere aktarildi

4.2.5. Proteinlerin uzaklastirilmasi

» Calisma basinda Benmari 65 ° C kadar 1sitildi.

» 15 ml'lik her tiipe 500 ml Sodyum Perklorat eklendi.

» Tipler oda 1sisinda 15 dakika Rotary mixe koyuldu.

» Tipler benmaride (65 ° C) 30 dakika inkiibasyona birakildi.
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4.2.6. DNA ayristirilmasi

>

>
>
>

Benmariden ¢ikarilan her tiipe 2 ml kloroform (-20 C de muhafaza edilmeli)
eklendi.

Kloroformdan sonra tiipler 10 dakika rotermixte karistirildi.

Santrifiij 1s1s1 tekrar yiikseltildi

Tiipler 15-20 ° C sicakliga ve 1400 rpm ayarlanan santrifiijde 10 dakika

dondiirtildi.

4.2.7. DNA cokelmesi

>

Tiipiim i¢inde DNA bulunan tist kisim pastor pipeti ile alinarak 15 ml ‘lik farkli
bir tiipe aktarildu.

4 ° C'de dolapta olmasi gereken etanol iginde DNA bulunan tiipe DNA
miktarinin 2 kat: kadar eklendi. Iyice karismasi igin yavasca elle tiip cevrilerek
DNA'nin yogunlastirilmasi saglandi.

Oze ile yogunlasan DNA yavasca alindi

Ucunda DNA bulunan 6ze 1,5 ml lik eppendorf tiipe ters birakilarak 5-10
dakika bekletilerek kurutuldu.

DNA kuruduktan sonra DNA’nin bulundugu kisim tiipiin i¢inde olacak
sekilde kesildi.

Icinde DNA bulunan eppendorf tiiplerinin iizerine 200 pl distile su eklendi.

4.2.8. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyou

Yapilan ¢aligmada toplam hacim 20 pl dir. Primerleri sulandirmak i¢in TE buffer
kullanildi. Her bir hasta i¢in SRY ve SOX9 primerleri kullanilarak RT-PCR testi
yapildi. RT- PCR testinde kullanilan malzemeler (tablo 3 ’te) gosterilmistir. RT-PCR

da kullanilan primerlerin baz dizilimi (tablo 4’ta), RT-PCR i¢in gerekli dongii kosullari

(tablo 5°te) gosterilmistir.
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Tablo 3: Ger¢ek zamanl PCR icerigi

Tek Kullanimlik DNA Reverse Primer | Forward Primer | SyberGreen
Enjeksiyon Suyu MasterMix(Qiagen)
7 ul 2 ul 0.5 ul 0.5 ul 10 pl

Kullanilan Toplam Hacim = 20 pl

Tablo 4: Primer dizileri

SRY F: 5’-GGATGACTGTACGAAAGCCACAC -3’
R:5>-TTTGTCCAGTGGCTGTAGCGGT -3’

SOX9 F: 5>-AGGAAGCTCGCGGACCAGTAC -3’
R:5’-GGTGGTCCTTCTTGTGCTGCAC -3’

Tablo 5: Gergek zamanli PCR dingii kosullar

Adim Hedef sicaklik Siire Dongii Sayist
[k Denatiirasyon 95°C 15 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 15 saniye 40
Annealing 63°C 20 saniye (SRY i¢in) | 40

55°C 20 saniye (SOX9 i¢in)
Elongasyon 72°C 20 saniye 40
(Uzama)

*Primerlerin sadece baglanmasi ve okumasi i¢in farkh dongii kosullar:

uygulanmstir.
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5. BULGULAR

Yapilan bu ¢alismada Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik
Tam Laboratuvarma yonlendirilen cinsiyet anomalisi tanis1 ile gelen 60 hastay1
kapsamaktadir. Calisma gurubumuzdaki 60 hastaya sitogenetik analiz yapmak i¢in
hastalardan alinan periferik kandan lenfosit kiiltiirii yontemi ile karyotip analizi yapildi
ve sonuglar degerlendirildi. 60 hastaya SRY- SOX9 gen bdlgelerinin varligi veya
yoklugunun tespiti i¢in dnceden yapilmis olan DNA izolasyonu sonucunda elde edilen
DNA lar ve hedef primerler kullanilarak RT-PCR yontemi ile elde ettigimiz veriler
degerlendirilmistir. Yapilan bu calismada karyotip analiz sonucu 6nemli olup bu
sonuclara gore elde edilen gen bolgelerinin varligi ve yoklugu incelenerek
degerlendirme yapilmistir. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda cinsiyet anomalisi tanisi ile
gelen 60 hastadan 46XY olan hastalar sitogenetik analiz sonuglarina gore tespit edildi
ve bu hastalardaki SRY ve SOX9 gen bolgelerinin varligi ve yokluguna bakilarak 44
tane 46XY hastadan 4 tanesinde SRY gen bdlgesi bulunmayip SOX9 gen bolgesi
bulunmustur 46 XX Kkaryotipine sahip 16 kadin hastadan 3 tanesinde SRY geni

bulunup 13 tanesinde bulunmazken SOX9 genleri tiim hastalarda bulunmustur.

5.1 Sitogenetik Sonug

60 hasta gurubunda yapilan sitogenetik analizde 60 hastadan, 1 (%1,7) tanesi
Klinefelter sendromu (47,XXY), 43 tanesi (%71,7) 46,XY (erkek), 16 tanesi (%26,7)
46,XX(kadn) karyotipine sahip oldugu goriildii. Bu karyotip sonuglart géz oniine
alinarak gen bolgeleri ile arasindaki iligki incelendi. Calisma grubumuzda bulunan

farklt kromozom yapisina sahip tiim olgular (tablo 6) da verilmistir.
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Tablo 6: Bireylerin karyotip sonucu

Karyotip Sonucu

Frequency | Percent | Cumulative Percent
Valid | 46,XX 16 26,7 26,7
46,XY 43 71,7 98,3
47, XXY 1 1,7 100
Total 60 100

Tablo 7: Cinsiyete gore yiizdelik degerler

Cinsiyet
Frequency | Percent | Cumulative Percent
Valid | Erkek 44 733 | 73,3
Kadin 16 26,7 | 100
Total 60 100

5.2 Rt- PCR Sonuglar

Yapilan bu ¢alismada 60 bireyde 2 farkli gen bolgesi (SRY, SOX9) 2 farkli primer
kullanarak hedef genlerin olup olmadigi ve bu genlerin cinsiyet iizerindeki etkileri
arastirtlmistir. Tiim hastalarin RT- PCR testi sonunda primer baglanma egrileri kontrol

edildi. Baglanan primerlerin sinyallerine gore artan Orneklerin erime egrileri goz

Oniine aliarak sonuglar degerlendirildi.
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Sekil 11: SOX9 Primerinin erime egrisi (melting curve)

5.3 Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Yorumlanmasi

Her bir primerin Melting curve’lar (sekil 9) ve (sekil 11° de) gosterilmistir. Erime
egrileri dikkate alinmis olup buna gore gen bolgelerinin varligi ve yoklugunun cinsiyet
iizerindeki etkisi arastirilldi ve elde edilen veriler dogrultusunda sonuglar

degerlendirildi.
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5.4 Cahsmada Kullanilan Istatistiksel Analizler

Yaptigimiz bu ¢alismada istatistiksel analiz i¢in SPSS programi kullanilda.
Tanimlayict istatistikleri; kategorik degiskenler i¢in karyotip sonucu,cinsiyet ve gen
bolgeleri ; sayisal degiskenler i¢in sayr ve yiizdelik degerleri verilmistir. Bu
calismamizda ele aldigimiz iki farkli 6rneklem grubunu belirledigimiz gen bolgeleri
ile iliskilerini kiyaslayip aralarinda anlamli bir fark olup olmadigini tespit etmek i¢in

Ki-Kare (Chi-Square) Testi uygulanmustir.

5.4.1 SOX9 gen analizi

SOX9 primerin uygulandigi 60 bireyin higbirinde mutasyon saptanamamistir. SOX9
geni otozomal bir kromozom tizerinde oldugu i¢in tim bireylerde bu gen bdolgesi
bulunmaktadir. SRY geninin varlig1 veya yokluguna gore sadece uyguladigi aktivite
degismektedir. SOX9 geni, SRY bulunmasi durumunda erkek birey geligsmesi i¢in
diger genlerle i¢ genital yapmin gelisiminde rol oynarken SRY geni bulunmazken
farkli gen bolgeleriyle is birligi sonucu disi birey i¢ genital yapisinin gelismesinde rol

oynamaktadir.

Tablo 8: SOX9 geninin bireylerde bulunma yiizdesi

Sox9 geni
Cumulative
Frequency |Percent |Valid Percent | Percent
Valid |Var |60 100 100 100

5.4.2.SRY gen analizi

Primerin uygulandigi 60 bireydeki 46,XX karyotipine sahip 16 bireyin 13’iinde SRY
bulunmazken 44 erkegin (46,XY) 40 tanesinde SRY geni var olup (%90,91) 4’linde
(% 9,09) SRY geni saptanmamistir. Yapilan istatistiksel analizde 46,XY cinsiyet
anomalisi ile gelen 44 bireyden 4’linde mutasyon saptanmustir. Erkek bireylerde SRY
gen bolgesinin varligi s6z konusuyken kadin bireylerde bu gen bolgesinin normal
sartlarda bulunmamasi gerekmektedir. Ama cinsiyet anomalisi durumunda hastalarda

bu durum tam tersi olmaktadir. Bu ¢alismamizda SRY geni bulundurmayan 46XY
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hastalarin tespiti yapilmis olup 44 erkek bireyden 4 tanesinde SRY geni

bulunmamaktadir.

Tablo 9: SRY geninin cinsiyete gére dagilimi

Crosstab
Sry geni
Yoktur Vardir Total
Cinsiyet Kadin 13 3 16
Erkek 4 40 44
Total 17 43 60

Ki-Kare=30,088 P=0,000 Fark anlamlidur.

CINSIYETE GORE SRY GENi DAGILISI
45
40
35
30
25

FREKANS

20
15 13

; .
0
KADIN ERKEK
CINSIYET

3

(6]

B YOKTUR mVARDIR

Sekil 12: Cinsiyete gore Sry geninin dagilimi
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Tablo 10: SRY geninin karyotip sonucuna gore dagilimi

Crosstab
Sry geni
Yoktur | Vardir Total

Karyotip 46,XX Kadin 13 3 16
Sonucu 46,XY Erkek 4 39 43

47, XXY Genetik 0 1 1

Anomali
Total 17 43 60

Ki-Kare=30,129 P=0,00 fark anlamlidir.

SRY genine gore karyotip dagilisi

HYOKTUR m VARDIR

45
39
40
35
30
2
Z 2
by
W 20
[N
- 13
10
4
3
5 1
0

46,XX KADIN 46,XY ERKEK 46,XXY GENETIK ANOMALI

KARYOTIP SONUCU

Sekil 13: SRY genine gore karyotip dagilimi
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6. TARTISMA ve SONUCLAR

Cinsiyet anomalisi X veya Y Cinsiyet kromozomlarmin sayica eksikligine,
fazlahigmma veya gen bolgelerinin duplikasyon/ delesyonuna baglidir. Cinsel
farklilagmada gorevli olan DMRT1, DMRT3, WNT4, SOX9, SF1, SRY ve DAX1 gibi
genler ve bu genlerdeki kusurlar, ekspresyon diizeyleri degisen siddette cinsel gelisim

bozukluklarina neden olabilir (36).

Yaptigimiz bu ¢aligmada cinsiyet anomali 6n tanist ile gelen hastalardan 46 XY
karyotipine sahip hastalarda SRY ve SOX9 geni varligi incelendi bu calisma
sonucunda erkek bireylerde SRY pozitif kadinlarda negatif olmas1 beklenmektedir.
SOX9 geni de her iki cinsiyet grubunda pozitif olmalidir. SOX9 geni tiim bireylerde
pozitif olup SRY geni 46 XY Karyotipine sahip 44 hastadan 4 tanesinde negatif
cikmigtir. Bu durum negatif ¢ikan 4 hastanin genetik testleri yapilmis olup dis ve i¢
genital yapilarinda herhangi bir ayrim yapilamamis olup bu incelemeler sonucunda
daha faydal1 bir bilgi saglayabilmek ve cinsiyet gelisim bozuklugu tespiti igin farkl
testler onerilmektedir. Dis genital yapilarina bakilarak ayrimi yapilamayan yani
kuskulu genital yapi, cinsel organlarin kiz veya erkek yoniinde tam farklilagsmamais
olmasi nedeniyle ortaya ¢ikan cinsiyet belirsizligini ifade eder ve genel olarak 4500
dogumda bir goriiliir (37-38). Interseks yeni bir tanimlama ile cinsel gelisim bozuklugu
olarak adlandirilmakta ve kromozomal, gonadal veya anatomik cinsel yapilarin atipik

oldugu dogumsal durumlar tarif etmektedir (39)
Cinsel gelisim bozuklugu belirtileri dogumda;

1

Agik bir sekilde kuskulu dis genital yap1

2- Disi dis genital yapi ile birlikte klitoris hipertrofisi

3- Goriintimde erkek dis genital yapiyla birlikte inmemis testis, mikropenis

4- Aile bireylerinde cinsel gelisim bozuklugunun varligi

5- Prenatal karyotip ile genital goriiniim arasindaki farklilik seklinde belirtilir
(39).

Cocukluk veya ergenlik doneminde tam1 konulmas1 durumu;
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1- Daha 6nceden taninmamis kuskulu genital yap1
2- Gecikmis veya tamamlanmamis piiberte bulgulari
3- Diside virilizasyon bulgularinin ortaya ¢ikmasi

Primer amenore

(62 BENNNN
T 1

Erkekte meme gelisimi seklinde siralanabilir (39).

Y kromozomu erkek cinsiyet gelisimini i¢in belirleyici faktordiir. Y kromozomu
embriyoyu normalde disiye dogru giden siirecten uzaklastirir. Fisher, tim erkeksi
ozelliklerin Y kromozomu iizerindeki genlerin kontroliinde olmasinin sart olmadigina
isaret etmistir. Clinkii Y ile baglantili sadece tek bir gen gonadi erkek yonde
farklilagtirmaktadir. Sonrasinda testikiiler hormonlar, otozomal biitiindeki genler
tarafindan bu islem izlenmektedir. Bu stratejiye gore herhangi bir gen cinsel ayrimin

olusmasina katkida bulunabilir (40-41).

Onceden yapilan arastirilmalarda Y kromozomunun kisa kolunda yerlesmis olan
SRY genin tek basina testis gelisimini saglayabildigi varsayiliyordu (SRY nin dnceki
adi; TDF =testis belirleyici faktor) sonradan bulunan baska yeni genlerin de testis
olusumunda rol aldig1 anlasilmistir. (Otozomal kromozomlarda sox9, wt-1, wnt-4, sf-
1; Gonozomal bir kromozom olan X kromozomunun kisa kolunda ise dax-1 geni 6rnek
verilebilir.) Sox9, fgf9, pigd2 gibi genler dozaja bagli olarak testis yoniinde gelismeyi
saglarken wnt4, foxl2, dax1, b-catenin geni ise over yoniinde gelismeyi saglar (42). Y
kromozomunun kisa kolunda lokalize olan SRY geni ‘pseodoautosomal region 1’
denilen alana yakin bir konuma yerlesmis durumdadir. PAR1 mayozun, profaz I
asamasinda “crossing over” denilen genlerin yer degistirmesi olaymin en sik
gerceklestigi bolgedir ve bazi durumlarda SRY geni de bu degisimine katilabilir. Bu
yiizden embriyonun cinsiyet gelisiminin basladigr evrede XY kromozom yapisina
sahip olmasina ragmen SRY geni olmadig1 i¢in disi olarak, XX kromozomuna sahip

oldugu durumda ise SRY geni bulundugu i¢in erkek olarak gelisim gosterecektir (43).

SRY geni cinsiyetin belirlenmesinin ilk basamaginda farklilasmamis gonadin sertoli
hiicrelerinin ¢ekirdek kisminda bulunur. Insanlarda embriyo gelisiminin ilk 6
haftasinda germ hiicreleri heniiz farklilasmamistir hem kiz hem de erkek birey i¢in

aynidirlar. Kisacas disilik ve erkeklik yoniinde gelisim s6z konusu degildir (44).
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Gonad farklilasmas1 uygun genetik bilesenler varsa ve cinsiyet erkek yoniinde
gelisecekse gelisimin 7. haftasinda testis farklilasmaya baslar. Testikiiler yapilar
gelismeye baslar bunlar; sertoli hiicresinden spermatogoniaya olusumuna kadar olan
bir dontlistimdiir. Sertoli hiicreleri 8. haftada hormon iiretmeye baglar. SRY geninin
olmadig1 zaman disi yoniinde gelisme gosterir. 2-6. aylarda overler gelismeye baslar.
Ama cinsiyet gelisimi sadece genlere bagli olmayip hormonlarinda bu durum tizerinde
etkisi bulunmaktadir. Hormonal farklilasmada erkek karyotipine sahip bireyde
testisler, i¢ ve dis genital farklilasma igin gerekli steroid ve protein yapisindaki
hormonlari salgilar. Leydig hiicreleri tarafindan salgilanan testosteron erkek yoniinde
gelismesini saglarken, sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan anti miillerian hormon
miiller kanalin1 gerileterek uterus gelisimini engeller. Erkeklerde testosteron 8-9.
haftalarda iiretilmeye baslar. 9-14. Haftanin sonunda wolf kanallarinin gelistirdigi

yapilar olusur.28. haftadan sonunda farklilagma tamamlanir (42).

SRY" nin Sertoli hiicresi olusumunda etkili gen oldugu bilinmektedir (45-46). SRY
geni tarafindan kodlanan protein HMG kismini tasimakta ve bundan dolay:
transkripsiyon faktorii olarak ¢alismaktadir (46). SRY geni mutasyonlar1 XY cinsiyet
dontigiimii olgularinda bildirilmistir (47-48). Erkek/disi yoniindeki cinsiyet dontigiimii
SRY geni mutasyonlarina bagl olarak gerceklesir. (49). HMG bolgesi iceren SRY
geni tek ekzonlu bir yapidan olusur. DNA'ya baglanma ve DNA'y1 biikme 6zelligine
sahiptir. Bundan dolayi transkripsiyon asamasini diizenledigi diigiiniilmektedir (50-

51).

Insanlarda, 46, XX cinsiyetin tersine cevrilmesi, SOX9'un duplikasyonu (asir1
ekspresyonu) ve SRY geninin varligi ile belirlenir. 46 XY cinsiyet tersine
cevrilmesinin DAX1 ve WNT4 genlerinin artirilmasi, SOX9, SF1, WT1 ve DMRT1-
DMRT2 genlerinin  haplo yetersizligi cinsiyet doniisiimlerini  etkiledigi
diisiiniilmektedir (52-53). Cinsiyetin doniistimleri sadece SRY geni ile agiklanamaz.
Bunun yaninda cinsiyet belirleme kademesindeki diger genlerdeki "islev kazanim1" ve
"islev kayb1" gibi mutasyonlarinin cinsiyetin tersine donmesine neden olabilecegini
distiniilmektedir. Diger bir olasilik, kritik genlerin dozajinin yani ekspresyon
seviyeleri de cinsiyet belirlemeyi etkileyebilmektedir. Cesitli otozomal genler
(WT1, SOX9, WNT4, DMRT1) ve cinsiyete bagli genler (DAX1, SRY) cinsiyet
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belirleme siirecinde etkilesime girerler. Ancak tam etki mekanizmalar1 tam olarak

anlagilamamistir (54-55).

Q yu ve arkadaglarinin yaptig1 calismada SRY geni, kan ve gonad orneklerinde
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak ve SRY motifini dogrudan siraladi. 16
olgunun 15'1 SRY pozitifti, bunlarin 13'd (%86,7) testis dokusu varligini ve 2'si testis
dokusu olmayan yumurtaliklar1 gosterdi. Bir SRY negatif vakasi testis dokusunun
varligint gosterdi. Bu calismaya gore periferik kan karyotipi gonadal tipini
yansitmaz. Bu hastaligin kaynagi SRY geni disinda testisle ilgili faktorler olabilir (56).
Diger bir ¢alisma, Levente Lazar ve arkadaslari tarafindan yapilan bu calismanin
amaci, SRY bolgesinin gergek zamanli PCR amplifikasyonunun giivenilirligini ve
tekrarlana bilirligini kontrol etmekti. Amniyonik sivi ornekleri 11-22. Gebelik
haftalar1 arasinda 56 gebeden alindi. Cinsiyeti belirlemek i¢in SRY bdlgesinin RT-
PCR analizi yapildi. 50 gebeligin 26'sinda sitogenetik analizde erkek fetiis bulundu.
PCR sonucunda 27 vakada SRY bolgesi pozitif olup, 46'lik bir XY karyotip vakasinda
SRY bdlgesi i¢in PCR reaksiyonu negatifti bunun sonucunda bu yontemin cinsiyeti

belirlemek i¢in kolay, invaziv olmayan bir yontem oldugu diisiiniilmiistiir (57).

Peter Goodfellow adinda bir arastirmact cevabr 1980 yilinda Y kromozomunda
lokalize olan ve cinsiyetin belirlenmesinden sorumlu bir gen ile ilgili ¢alisma yapti.
Yaptig1 bu ¢alisma sonucunda SRY genini buldu. Swyer sendromuna teshisi konulan
kadin hastalarda Y kromozomu bulunmasina ragmen Y kromozomu iizerinde bulunan
SRY geni ya mutasyona ugramistir ya da bu gen bulunmamaktadir. Bundan dolay1
erkek kromozom yapisina sahip bireylerin erkek genital yapisi gelismemektedir.
Goodfellow diger bir ¢alismasinda SRY geninin islevini detayli olarak acgiklamistir.
Bu ¢alisma da XX kromozom yapisina sahip disi farelere SRY geninin bir kopyasini
vermistir. Bu c¢alisma sonucunda farelerin erkek genital yapisini gelistirdigi ve

erkeklere 6zgii davranislar gosterdigi tespit edilmistir (58).
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3 - Mutated
or missing
SRY gene

X X X X X
SRY-
gene

XX female XX male XY male XY female

Sekil 14: SRY genine bagh cinsiyet degisimi (59)

Sonug olarak, SOX9 geni otozomal kromozom {iizerinde bulunup SRY genine bagl
olarak aktivite gostermektedir bunun sonucunda tiim bireylerde SOX9 geni var olup

SRY genine bagli olarak cinsel organ gelisiminde etkilidir.

SRY geni ise erkek bireylerde pozitif olmasi gereken bir gen olup yaptigimiz
calismada 44 erkek bireyden 4’iinde bu gen bolgesi yoktur bu da SRY geninin bu 4
bireyin cinsiyet gelisimi ve cinsel organ gelisimi iizerinde rol oynamis olabilecegini
ileri stirmektedir. SRY negatif ¢ikan hastalarda yapilan laboratuvar ¢alismasi sonuglari
ve genital sistem incelemeleri sonucunda kuskulu bir genital yapiya sahip oldugu tespit
edildi. Bunun sonucunda bu hastalarin Swyer sendromu belirtileri gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica cinsiyet anomalisi 6zelliklede cinsel organ gelisiminde rol oynayan
bu gen bolgelerinin bu tiir vakalarda karyotip analizinin gerekliligini de ortaya
cikarmigtir. Asagidaki tabloda yapilan ¢alisma sonucunda SRY geninin varligi ve

yoklugu degerlendirilmistir.

Tablo 11: SRY geninin yiizdelik dagilimi

Sry geni
Valid Cumulative
Frequency | Percent Percent Percent
Valid |var 43 71,7 71,7 71,7
yok 17 28,3 28,3 100
Total 60 100 100
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Yapilan bu ¢alisma sonucunda bu gen bolgelerinin karyotip sonucu ile iligkili oldugu
ve bu gen bolgeleri yapilacak olan cinsiyetle ilgili calismalarda ek bilgi saglayacaktir.
Buna bagh olarak ihtiyaci olan bireylere uygun genetik danisma verilerek kisiye,
ailesine ve gelecek kusaklara bu tiir hastaliklar hakkinda farkindalik olusturulmasi
saglanabilir. Bu bulgu ayrica, cinsiyet belirlemenin birden fazla genetik faktor

tarafindan diizenlenen karmasik bir siire¢ oldugunu gostermektedir.
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