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GIRIS

Cinsiyet anomalilerinin tegshisinde en Onemli kriter-
lerden biri, hastanin genetik cinsiyetinin tayin edilmesidir.
Bu konuda; kromozom analizi ydntemi ve yapilmasi ¢ok basit

bir test olan X kromatini tayin yontemi kullanilmaktadir(28).

X kromatini (Barr body), normal disilerin somatik hiic-
re gekirdeklerinin periferinde bulunan ve cinsiyet tayininde
kullanilan bir kromatin kitlesi olup, erkeklerde bulunmaz(22,
23). Diploid hiicrelerde X kromozomlarindan biri inaktif hale
gecerek X kromatinini olusturur(2). X kromozomlarindan biri-
nin inaktivasyonu, yalnizca iki veya daha fazla X kromozomu
igeren hiicre ¢ekirdeklerinde olur. X kromatini, o hiicredeki
X kromozom sayisinin bir eksigi olarak ifade edilmektedir(2,
24). Normal kadinda, XX karyotipi oldugu i¢in tek X kromatini
bulunmaktadir. Normal erkeklerde ise XY karyotipi nedeni ile
X kromatini bulunmamaktadir(l16,30). Erkeklerde bir veya daha
fazla X kromatin bulgulari, X kromozom anomalileri ile ilis-
kilidir. Kadinlarda ise, ¢ok diisiik veya fazla sayida olmasi,

X kromozomu say1l anomalilerinin gdstergesidir(18).

Moore ve Barr (1955), yanak mukozasindan alinan yayma
preparatlarinda X kromatin sayimlarinin 6zellikle X kromozom
diizensizliklerine bali hastaliklarin tanisinda klinik olarak
¢ok yararli oldugunu ve bu ydntemin kolaylikla uygulanabile-
cegini ortaya koymuslardir(2). X kromatin testinde, pratikte
belirgin ¢ekirdegi olan ve kolay elde edilebilen hiicreler
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kullanilmaktadir. Yanak mukozasinin bazal epitel hiicreleri,
X kromatin incelemeleri i¢in ¢ok uygundur. Yanak mukozasi
yayma yontemi, hem basitligi hem de ucuzlugu nedeniyle g¢ok
kullanilan yararli bir tarama yodntemi olarak kabul edilmis-
tir(2,5,25).

X kromozom sayi anomalilerinin tesbitinde X kromatin
testi pratik bir y6ntemdir(23). Cinsiyet kromozomlari ydniin-
den mozaik olan bireylerin saptanmasinda da bu test Onemli-
dir. Ornegin X kromatin orani diisiik bulunan bireylerde mozaik
durum diigiiniilerek bir 6n tani konulabilir. XX/XO mozaisizmi
gosteren Turner vakalarainda, X kromatin orani diismektedir.
X kromatini, X kromozomunun yapisal anomalileri hakkinda da
bilgi vermektedir. Boyle anomalilerde X kromatini normalden

biiyiik veya kii¢iik gdriinmektedir(2,23,28).

Glinlimiizde, cinsiyet kromozom anomalilerinin teshisinde
laboratuvar ¢alismasi olarak, kromozom karyotip analizleri
yapilmaktadir. Bu metod en dogru sonucu vermesine ragmen, pa-
hali ve uzun siiren bir g¢alisma gerektirmektedir. Yanak muko-
zasindan alinan epitel hiicrelerinin yayma preparatlari ile
yapilan X kromatini testi, kromozomal karyotipin yerini alma-
makla birlikte, laboratuvar ¢alismalarinda kisa silirede uygu-
lanmasi ve ucuz olmasi nedeniyle pratik bir deger tasimakta-
dir(2,18,26). Dolayisiyla kromozomal anomalilerin tanisinda
basit bir tarama testi olarak kullanilmaktadir(13). Ayrica
periferik kan dokusuna ek olarak bir baska dokuyu (epitel)
incelememize olanak verdiginden, dokusal mozaisizm durumla-
rinda deri biopsisi ve fibroblast kiiltiirinden karyotip yapil-
madan &nce .yine tarama testi olarak son derece yararlidir.
X kromozomunun sayisal ve yapisal anomalilerinin ve dokusal
mezoisizmin saptanmasinda, kromozom analizinden &nce bir ta-
rama testi olarak yanak mukozasi yaymalarinda X kromatin ta-
yini eskiden beri kullanilagelen bir ydntemdir. Galismamizin
amaci, normal disi ve erkeklerden elde edilen yanak mukozasi
yaymalarinda degisik boyama ydntemlerini uygulamak ve labora-
tuvarimiz i¢in en uygun olan ydntemi ve materyalimizde cinsi-

yet kromatininin normal deferlerini saptamaktir.



GENEL BILGILER

Cinsiyet kromatini, seks kromatini, Barr cisimcigi gi-
bi adlar verilen X kromatini, yalnizca disi memeli hiicrele-
rinde interfaz nukleusunda bulunan ¢ekirdek zarina yapismis
6zel bir kromatindir(2,9,13,17,19,23,25). I1k kez 1937 yilin-
da zoolog Geitler tarafindan, bdceklerde X kromozomunun in-
terfaz nukleusunda ayri bir kromatin kitlesi halinde yogun-
lasmis oldugu goésterilmistir(l). Daha sonra 1949 yilinda, di-
si ve erkek kedilerin sinir hiicrelerinin morfolojik Gzellik-
leri ilizerine galismalar yapan Barr ve Bertram tarafindan gos-~
terilmistir. Bu aragtirmacilar "Barr cisimcigi" adi ile ani-
lacak olan X kromatininin yalnizca disi kedilerin sinir hiic~-
relerinde bulunduBunu, erkeklerde ise bdyle bir kromatinin
bulunmadigini tesbit etmislerdir(2,5,18,26,28,30). Bu arada
Barr ¢esitli boyama teknikleri kullanarak (Feulgen, Cersyl
echt violet, Hematoxylin-~Eozin, Methyl green pyronin) X kro-
matininin DNA'dan zengin oldugunu gdstermistir(12,15). Daha
sonraki <¢alismalarda X kromatininin kedilerin oteki viicut
hiicrelerinde de bulundugu gésterilmistir(2,9,25). Kanada'da
Moore ve Barr (1955) ve ABD'de Marberger ve arkadaslari, nuk-
leer seks tayinini daha da kolaylastirmak amaciyla yanak mu-
kozasindan alinan epitel hiicrelerinin yayma preparatlarini
incelemisler ve bu hiicrelerde de X kromatininin gdsterilebi-
lecegini bulmuslardir(5,26).



X Kromatininin Morfolojisi

X kromatini, yaklasik bir mikron ¢apinda olup, genel-
likle nukleus periferinde bulunur. Bir yiizi diz, ¢ekirdek
ig¢ine bakan yiizii ise disbiikey, yarimkiire veya liggen seklinde-
dir. Genellikle koyu boyanan kati bir cisim goriiniimindedir.
DNA igeriginden dolayi Feulgen pozitif reaksiyon verir(1,3,9,
11,17,18,22,23,24,26).

Cesitli tip insan seks kromatinleri 1incelenirken X
kromatininin iki par¢ali bir yapisi olduBu bulunmus ve bunun
i¢in "Diplococus" deyiminin kullanilmasi dnerilmistir (Crouch
ve Barr; 1954, Klinger; 1957-1958)(1). Bu iki parg¢ali yapz1,
birbirine siki bagli iki yari kiireden olusmustur. Polarize
151k mikroskobu ile detayli X kromatin yapisi incelenmis ve
X kromatinlerinin tek tarafi a¢ik veya yarim daire seklinde,
¢ifte halkalar olusturduklari goriilmistiir (Resim 1). Bu yapi-
nin 0zelligi tam olarak tarif edilmemesine ragmen, orjinal
ornekler katlanmis X kromozomlari goriliniisiini ileri siirmekte-
dir(26).

Resim 1~ Nukleus periferinde, tek tarafi agik veya yarim daire seklindeki
X kromatininin gdriiniigii(26).



X Kromatininin Kokeni

X kromatini ya da Barr Cisimcigi, X kromozomlarindan
birinin rastgele olarak yoBunlasmasi ve inaktivasyonu sonucu
olusmakta ve yalniz hiicre siklusunun interfaz evresinde
(S evresinde) gbrﬁlebilméktedir. Normal disideki 2X kromozo-
mundan birisi, heterokromatik hale gelerek interfazda yogun-

lasir ve X kromatinini olusturur(2,28).

Disilerdeki 2X kromozomu arasindaki fark, otoradyogra-
fik teknikler kullanilarak gésterilmistir (Taylor, 1957). Bu
tekniklerle, DNA ya o6zgii Timidin bazi ¢ok diisiik enerjili B
radyasyoenu veren, radyoaktif hidrojen (Tritium, H3) ile iga-
retlenir ve S devresinin sonlarina do§ru, hiicrelerin iiremekte
oldugu ortama konur. Bdylece H3 Timidin, DNA sentezine ve do-
layisiyla kromozom yapisina katilir. Isaretlenmis materyal
0zel fotografik emiilsiyon ve kagitlarla temas ettirilir, a¢i-
ga ¢ikan giimiis taneciklerinin sayi ve dagilisi saptanir. Boy-
lece kromozomlar spesifik olarak isaretlenirler. Yapilan ¢a-
lismalar, normal disinin 2X kromozomundan birisinin otozom-
larla ayni anda isaretlenmesine ragmen, digerinin daha geg
isaretlendigini gostermigtir. Bu da X kromozomlarindan biri-
nin DNA sentezine ge¢ basladigini ve dolayisiyla sentezini
daha ge¢ tamamladigini gdsterir(l,25). Bu ge¢ DNA sentezleyen
X kromozomu, heterokromatin durumunu interfazda da siirdiirerek
seks kromatinini olusturmaktadir (German 1962, Gilbert ve
ark., 1962)(25,28).

Heterokromatik X kromozomlarini olusturan, ge¢ replike
olmus X kromozomlarinin, ayri X kromatinlerinin olusmasinda
rol oynadigini gésteren kanitlar vardir. Bu kanitlar su se-
kilde 6zetlenmektedir:

1- Geg replike olan X kromozomlarinin, metafaz plagin-
da periferal bir yerlesme efiliminde olduklari gdriiliir (X kro-

matininin ¢ekirdek zarina yapisik goriinmesinin nedeni).



2- Ayni kromozom ¢ogunlukla biikiilmiis bir gdriiniime sa-

3- Bunun gibi ge¢ replike olan kromozomlar, erkek hiic-

relerinde bulunmazlar.
4~ XXXXY bireylerde, 3X kromozomu ge¢ replike olur,
5- XXXXX disilerinde 4X kromozomu ge¢ replike olur.

6- X kromatini lizerinde isaretlenen kisim, ge¢ replike

olan X kromozomundakinin aynidir.

Normal disilerdeki 2X kromozomu arasindaki morfolojik
farklilig1 gdsteren sitolojik ¢alismalar, tek X kromatininin
yapisi hakkinda daha iyi bilgiler saglar. Geg¢ replike olan
X kromozomlari, kendi homologlarindan daha kisadir ve sentro-
mere yakin olan her kolda negatif heteropiknotik segmentlere
sahiptirler(1,25).

Lyon Hipotezi (Lyonizasyon)

Disilerdeki 2X kromozomuna karsilik, erkeklerde bir
X ve bir Y kromozomu bulunmaktadir. Ilk bakista diside 2X
kromozomunun bulunmasi, bu kromozom ilizerindeki genlerle olus-
turulan proteinlerin ve dolayisiyla ilgili 6zelliklerin, er-
kekten bir kat daha fazla olacagi izlenimini vermektedir. Oy-
sa, X kromozomu {lizerindeki genlerin olusturdugu nitelikler
bakimindan, disi ve erkek arasinda hi¢ bir fark bulunamamis-
tir. Bu durumu Miiller 1932 yilinda aydinlatmis ve disilerde

fazla genlerde dozaj kompanzasyonu olustugunu bildirmistir.

Mary Lyon, Miiller tarafindan a¢iklanmaya ¢alisilan di-
sideki fazla X kromozomu durumunu, kendi adiyla anilan Lyon
hipotezi (Lyonizasyon) ile aydinlatmistir (1961, 1962)(2,13,
21,25,28).
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Lyon hipotezine gdre;

1- Normal disilerin somatik hiicrelerindeki 2X kromozo-
mundan, yalniz biri aktif, digeri fonksiyonel olarak inaktif-
dir.Inaktif olan bu X kromozomu, X kromatinini olusturmakta-

dir.

2- X kromozomlarindan birinin inaktivasyonu, embriyo-

nal hayatin ikinci haftasinda baslar.

3- Inaktiflesen X kromozomu, yavru hiicrelere inaktif
olarak geger. Fakat inaktif kromozomun dagilisi rastgele ol-
maktadir. Bir hiicrede anneden gelen X (Xm), diger hiicrede de

babadan gelen X (Xp) inaktif olabilir.

Bir baska deyimle, normal disi X kromozomlarindaki
genlerin etkinligi bakimindan mozaiktir. Bir hiicresinde baba
kokenli X kromozomu aktif (gdrev yapiyor), digerinde anne kd-
kenli X aktif olabilmektedir.

Inaktivasyonun net etkisi X kromozomal genlerinin er-

kek ve disi hiicrelerinde esit olmasini saglamaktair.

Aktif ve inaktif kromozomlarin dagilisi asag:r yukara
yari yariyadir. Inaktif olan X kromozomlarinin % 50'si anne-
den, % 50'si babadan gelen X kromozomlaridir(1,2,7,13,20,21,
25,28).

Lyonizasyon daha genis olarak s$dyle agiklanmaktadair:

\ Normal disinin (Redﬁk;iyon boliinmesine ugramis olgun
“6vum harig) biitiin viicut hiicrelerinde, iki tane X kromozomu
bulunur. Bu X ler sekil, biiylikliik bakimindan denk ve es kro-
mozomlardir. Bunlarin biri ovumla anneden, &6teki spermiumla
babadan gelmektedir. Dollenmeden sonra, normal mitoz bdliinme-

leri ile yavru hiicrelere (Blastomer) ge¢mektedirler. Bu ana



kadar, her iki X kromozomu {izerindeki genler belli goérevleri
yerine getirmektedirler. Embriyonel hayatin asagi yukari on-
besinci ve onaltinci gilinlinde, blastomer sayisi 32 oldugu za-
man X lerden biri inaktiflesir ve bu inaktiflesmenin geriye
doniisiimi yoktur. Aktivitesini yitirmis X kromozomu heteropik-
notik nitelik kazanmakta ve bu heterokromatik X, somatik hiic-
relerde goriilen X kromatinine dOniismektedir. X kromatini, em-
briyonel hayatin baslarinda goOriilmeyip, ancak ikinci haftanin

sonlarina dogru goriilmektedir(7,21,25).

X kromozomlarindan birinin inaktif olmasi rastgeledir.
Ve bu inaktif X kromozomunun yavru hiicrelere gegisi de rast-
gele olmaktadir. Fakat belli bir hiicrede rnegin, Xp inaktif
olmussa, ondan meydana gelecek tiim yavru hiicreler ayni inak-
tif kromozomu tasiyacaklardir. Bir kisim hiicrelerde anneden
gelen, bir kisim hiicrelerde de babadan gelen X kromozomlarinin
inaktif olmasi nedeniyle normal kadin mozaiktir(21,25) (Se-
kil 1).

Ge¢ replikasyon, yogunlasma, ¢ekirdek =zarina vyakain
yerlesim ve DNA metillesmesi defisiklikleri, inaktif X kromo-
zomunun 6zelliklerinden sayilmaktadir. X kromozomunun tiimiiniin-
mii inaktif oldugu, yoksa belli gen lokuslarinin mi1 gdrev yap-
mad1g1r uzun yillardan beri tartigilmaktadir. X kromozomunun
biiyiik 6l¢iide inaktif oldugu sanilmaktadir(1l,13,25). Bir gorii-
ge gbre; X kromozomunun sentromere yakin uzun kolunda "X kro-
matin kondanzasyon merkezi'" bulunmaktadir. Kondanzasyon, yani
genetik inaktivasyon buradan baslayip yayilmaktadir (Therman
ve ark., 1974). Fakat bazi genlerin inaktivasyona ugramadik-
lari anlasilmistir. Ozellikle X kromozomunun kisa kolundaki
bazi lokuslar lyonize edilmemektedir. Polani'ye gdre (1982)
buralari erkek mayozunda Y kromozomu ile egslesebilen kesimle-
ridir(25).



f1k blastomerler

implantasyon

15.-16.giin

Sekil 1- Lyon Hipotezi: Zigotta normal ya da aktif 2X kromozomu vardir.
Bu X lerin biri anneden (Xm), dteki babadan (Xp) gelmistir. Mi-
toz bidliinme ile normal olarak yavru hiicrelere gegerler. implan-
tasyondan sonraki giinlerde (15.-16.embriyonel giin) X lerden biri
inaktif olur (Alt siradaki biiyiik X ler). Somatik hiicrelerdeki
X kromatini inaktiflegen X kromozomu tarafindan meydana gelir.
Inaktif X kromozomlari yavru hiicrelere, olasilik ilkelerine uy-
gun olarak geger. Bir hiicrede Xm, digerinde Xp inaktif olarak
bulunabilir(25).

Normal disilerin, oogonia ve primer oositlerinde (ana
germ hiicreleri) 2X kromozomu bulunmaélna ragmen, X kromatini
secilmemektedir (Ohno ve ark., 1960). Bu da oogenezise giden
hiicrelerin X kromozomlarinin, normal aktivitelerini siirdirdii-

giinii gdstermektedir(7,25).

Lyon hipotezini destekleyen deneysel olarak elde edil-

mis sitogenetik ve genetik bulgular vardir:

a) Sitogenetik Bulgular

Disi hiicrelerdeki 2X kromozomundan biri ge¢ replike

olarak X kromatinini meydana getirmektedir. Bu ge¢ replike



olan X kromozomu genetik olarak inaktivasyona ugramaktadair.
Her hiicrede, ya anneden ya da babadan gelen X kromozomu inak-
tif olmaktadir. At ile esefin hibridi olan katirda, otoradyo-
grafik ¢alismalarla bu olay deneysel olarak gosterilmistir.
At ve esegin X kromozomlari morfolojik olarak farkli oldugu
i¢in, katirda birbirinden farkl:i 2X kromozomu bulunmaktadair.
Katirda biri daha metasentrik olan bu 2X kromozomun biri an-
neden digeri de babadan gelmistir. Bu kromozomlar, H3 Timidin
ile isaretlenmistir. Isaretlenme sonucunda Lyon hipotezine
gbore yalniz bir X kromozomu ge¢ replike olacagindan, belli
bir anda belli bir hiicrede yalniz bir X kromozomu isaretlene-
cek, digerinde isaret olmayacaktir. Ve bir hiicrede anneden,

digerinde babadan gelen X kromozomu isaret almis olacaktir.
Deneyin sonucunda; hiicrelerin yaklasik yarisinda anne-

den, diger yarisinda ise babadan gelen X kromozomunun isaret
aldig1 goriilmiistir(28).

b) Genetik Bulgular :

Bu bulgular Beutler'in glukoz-6-fosfatdehidrogenaz
(G-6-PD) enzimi ig¢in, heterozigot olan kadinlarda yaptigi de-
neylerden elde edilmistir. Heterozigot olan bir kadinin erit-
rositleri, histokimyasal metodlarla boyandiginda G-6-PD enzi-
mi pozitif ve G-6-PD enzimi negatif olan iki tip hiicre popii-
lasyonu goriilmistiir. Hiicrelerden bazilarinda mutant geni ta-
siyan X kromozomu inaktiftir. Bu nedenle, bu hiicre enzim ek-
sikligi gostermeyip, boya almaktadir. Oysa diger bir hiicrede
normal geni tasiyan X kromozomu inaktif olacaktir. Fakat mu-
tant geni tasiyan X kromozomu aktif oldugundan, bu hiicrede

enzim eksikligi goriilmekte ve boya almamaktadir(13,28).

Lyon hipotezinin aleyhinde de bazi bulgular vardair.

Bu bulgular stdyle Ozetlenmektedir:



- 11 -

a) Normal kadinda 2X den biri inaktif hale gelir ve
tek X kromozomu fonksiyonel halde kalir. Turner (X0) vakala-
rinda tek bir fonksiyonel X kromozomu olacagindan bu vakala-
rin fenotiplerinin normal olmasi gerekirdi, oysa Turner send-
romlu hastalar belirli fenotipik Ozellikler gdstermektedir-

ler.

b) X kromozomunun birden fazla oldugu halde bunlardan
biri hari¢, digerleri inaktif hale geleceginden XXX ve XXXX
karyotipindeki kisilerin normal olmalari beklenirdi. Fakat
X kromozomunun sayilsinin artmasi, kiside buna paralel olarak
artan anomalilere sebep olmaktadir. Ayni sekilde XXY (Kline-
felter sendromu) vakalari da normal XY erkeklerden klinik
olarak farklidirlar. Bu fark XXXY gibi X kromozomunun sayisi-
nin arttigi Klinefelter vakalarinda daha da belirgin olmakta-

dir.

Aleyhdeki bu bulgular, kismen teorik olarak séyle izah
edilmektedir:

a) Normal gelisme igin iki adet X kromozomu gerekmek-
tedir. Normal insanda biri inaktif oluncaya kadar embriyoda
2X kromozomu da aktif olup, normal geligsmeyi saglamaktadir.
Inaktivasyon embriyonik hayatin 15-16.giinlerinde tamamlanmak-
tadir. Oysa Turner vakalarinda (X0), 2.X kromozomu embriyoda

ilk giinden itibaren yoktur.

b) X kromozomunun inaktivasyonunun tam olmamasi yani
heterokromatik X kromozomunun bir kismi inaktive olup, ufak
bir kisminin ise genetik olarak aktif kalmasi bir izah tarzi

olarak ileri siirilmiistir.

Baz1 dokularda ise, 6nceden inaktive olmus X kromozo-
munun yeniden aktive oldugu ileri siiriilmiistiir. Fakat bu izah
tarzi bugiin i¢in miimkiin goriilmemektedir ve buna ait hig¢ bir

deneysel bulgu yoktur(28).
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Sonu¢ olarak Lyon hipotezinin Onemi ve geregi sdyle
dzetlenebilir: Diside 2X kromozomu ve bu kromozomlar ilizerinde
genler (X'e bagli genler) vardir. Bu genlerin bir kism yap:i-
sal, bir kismi islevsel proteinleri sentezlemektedir. Erkekte
ise tek X kromozom bulunmaktadir. Fakat disi hi¢ bir zaman
X'e bagli genlerin kararlastirdigi yapisal ve islevsel ele-

manlar yoniinden, tek X kromozomlu erkefin iki kati degildir.

X Kromatininin Normal Sikligi

Digilerin bir ¢ok dokusunun interfaz hiicre ¢ekirdekle-

ri, X kromatininin incelenmesinde elverislidir.

Yanak mukozasi yaymalarinda, vajinal yaymalarda, kan
yaymalarinda, fikse edilmis doku kesitlerinde, sa¢ kokleri
hiicrelerinde, amniyotik =zarlarda X kromatini go&riilebilir(9,
23) .

Her disi somatik hiicrede X kromatini goriilmesine rag-
men, goriilme oranlari dokudan dokuya biiyiik farkliliklar gds-
termektedir. Yanak mukozasindan elde edilmis preparatlarda
bu oran Barr tarafindan 7% 25-30 olarak bildirilmistir(9).
1956 yilinda A.D.Dixon ve J.B.D.Torr tarafindan % 30-50, 1959
yi1linda H.R.Guard tarafindan 7 41-69, 1964 yilinda Grob ve
Kupperman tarafindan 7% 10-65, De Beer tarafindan ise 7 5-80
arasinda bulunmustur(5,12,18).

Oysa sinir hiicrelerinden yapllan‘histolojik preparat-
larda 7% 85, amniyotik =zarlarda 7% 95 gibi yiksek X kromatin
degerleri elde edilmistir(2,23,25,28). Killtiirlerdeki fibro-
blastlarda ve epitel hiicrelerinde X kromatin sikligi disik
bulunmustur(l,25). Ayrica Malign tiimdr hiicrelerinde de X kro-

matin oraninin diisik oldugu gésterilmistir(18).

Gebe kadinlarda dogumdan hemen Once ve sonra siklik
degisebilmektedir (Taylor, 1963). Yeni dogan kiz bebeklerde
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de X kromatin oranai diisiikk bulunmustur (% 4-10). Fakat onuncu giinden
itibaren normal degerlere ulagmaktadir. X kromatin oraninin,
kadinin yaslanmasi ile de diistiigii ileri silirtilmektedir (Jacobs
ve ark., 1963).

Platt ve Kailin (1964) genel psikolojik durumla, X
kromatinleri arasinda bir iliski oldugunu ileri siirmislerdir.
Kanser merkezlerine yatan kadinlarda X kromatin orani diisik
bulunmustur. Yine tedavi amaciyla dstrogen, testosteron, pro-
gesteron, yiksek kortizon ve ACTH alan hastalar diisiik X kro-
matin sikligi géstermislerdir. Ayrica kongenital siirrenal hi-
perplazi ve hipotroidi olgularinda X kromatini oraninin nor-

malden diisiik oldugu bildirilmistir(1,2,25,27,28,29).

Yapilan bir c¢alismada, bazi kimyasal ajanlarin (plas-
tikler, bdcek ilaci kalintilari, deterjanlar, klorlu beyazla-
ticilar, amonyak, dizel yagi, gaz ve basit sobalarin yanma
artiklari) sebep oldugu allerjik ve toksik reaksiyon gdsteren
bir grup kadinda X kromatin oraninin diisiik oldugu bulunmus-
tur(18,26).

X Kromatinindeki Sayisal Farkliliklar

Herhangi bir hiicrede bulunan X kromatini sayisi, o
hiicredeki X kromozomu sayisi ile direkt olarak iliskilidir.
XY, X0, XYY bireyleri, X kromatinine sahip degildirler (Nega-
tif kromatin)(22). XX, XXY ve XXYY bireyleri, tek X kromati-
nine sahiptirler. XXX, XXXY ve XXXYY bireylerinde 2, XXXX ve
XXXXY bireylerinde ise 3 tane X kromatini bulunur ($ekil 1).
Bu gézlemler X kromatininin sayi diizensizlikleri ve n-1 denk-
leminin temelini teskil eder. Diploid hiicrelerdeki X kroma-
tinlerinin sayisi, o hiicrede bulunan X kromozomlari sayisinin
bir eksigidir ve B=n-1 formiili ile gdsterilip "n-1 kurala"
olarak bilinir(1,2,8,13,21,24,25,28).
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Formiilde:

B, X kromatin sayisini (Barr cisimcigi, seks kromatini),

n ise diploid hiicrelerdeki X kromozom sayisini gdstermekte-
dir.

45, X0 (Turner sendromu, kadin)
46, XY (Normal erkek)
47, XYY (YY sendromlu erkek)

46, XX (Normal kadin)
47, XXY (Klinefelter sendromu, erkek)

47, XXX (Triple X sendromu, kadin)
48, XXXY (Triple X-Y sendromu, erkek)

48, XXXX (Tetra X sendromu, kadin)
49, XXXXY (Tetra X-Y sendromu, erkek)

49, XXXXX (Penta X sendromu, kadin)

0000 O

Sekil 2- X kromatini ile X kromozomu arasindaki iliski(2).

Birden fazla X kromozomu oldugunda, fazla X kromozom-
lar:1 ayri seks kromatin cisimleri olarak gériilmektedir. Daha
sonraki aragtirmalar sonucunda, otozomlarin seks kromatinle-
rinin saptanmasinda rol oynadigi gdsterilmistir. Harnden
(1961), poliploid hiicrelerdeki X kromatini sayisina otozomla-

rinda etkisini gdstermek amaciyla n-1 kuralinin degistirilmis
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bir sgeklini sunmustur. Buna gére; B=X - g dir. Buradaki B
simgesi yine X kromatini sayisini, X simgesi hiicrede bulunan
X kromozomlari sayisini ve P simgesi de hiicrenin ploidi dere-

cesini gdstermektedir(1,2,26).

Seks kromatin sikliginin orani, X kromozomunun kisa kol
izokromozomu o0ldugu hallerde diismektedir. Bunun yaninda, ora-
nin yiiksek bulunmasi karyotipte 2 den fazla X kromozomu ola-
bilecegini veya vzun kol izokromozomu olasiliklarini akla ge-
tirmelidir(25).

X kromatin sayisinin normalden sapmasina neden olan
durumlardan birisi de organizmanin mozaik olmasidir. Yani kro-
mozom yapilari degisik birden ¢ok hiicre gruplarindan olusan
organizmalardaki X kromatin sayisi 0 ile normal degerler ara-
sinda bulunmaktadir. Ornegin XX ve XO hiicreleri birlikte tasi-
yan mozaik Turner olgularinda, X kromatin sayisi normalden
daha az ¢ikmaktadir (Z 10-15 gibi)(2,28,31).

X Kromatininin Biiyiikliigiindeki Farkliliklar

X kromatininin normalden biiyiik ya da kiigiik goriinmesi,
X kromozomlarinda yapisal bir anomalinin bulunduunu géstermis-
tir. Yapisal anomali gosteren X kromozomlari diferlerinden
daha ge¢ DNA sentezinde bulunurlar. Bu ge¢ replike olan X
kromozomu, hilicredeki X kromatinini olusturur. ﬁrnegin normal-
den daha kiigiik gbriinen X kromatini, X kromozomunda bir eksil-
me (46, XXq-ya da 46, XXp-), bir kisa kol izokromozomu (46,
XXpi) ya da bir ring kromozomu (46, XXr) oldufunu gdsterir.
Buna kargilik, normalden daha biiyiik gdriinen X kromatini ise,
X kromozomundaki bir artma ya da uzun kol izokromozomunu gés-
terir(1,2,8,25,28) (Sekil 3).
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Sentromerin hatali béliinmesi

Izokromozom olusumu

Normal X -kromatini(46,XX)

Normalden biiyiik X kromatini

46, X, i(Xq)
46, XX, Xq*
46, XX, Xp*

Normalden kiiciik X kromatini
46, X, del (Xp)

46, X, del (Xq)

46, X, r (X)

46, X, i (Xp)

Sekil 3~ X kromatini biiyiikliigii ile X kromozomunun
arasindaki iliski

yapisal diizensizligi

Bazi antibiyotiklerin (chloramphenicol ve benzyl peni-

silin), X kromozomunun replikasyonunun

inhibisyonuna

olarak X kromatininin biylikligiini azaltabildigi bildirilmis-

tir(l).
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Genel Popiilasyonda Anormal Seks Kromatin Bulgulari

Dogustan seks kromatin anomalilerinin sikligi; Kanada
(Moore, 1959), Isvigre (Bergaman, 1961) ve Iskogcya'da (Maclean
ve ark., 1961) arastirilmistir. Bu incelemeler yeni dogan
8600 erkek ve 6600 disinin nukleer seksini kapsamaktadar.
Bunlarda kromatin pozitif erkek bebekler 1000 dojumda 2.65,
kromatin negatif disi bebekler 0.3 kadardir. Disi bebeklerde
2X kromatini bulunma sikligi, 1000 dogumda 1.33 olarak hesap-
lanmistir (Maclean ve ark., 1961). Bombay'da 2058 erkekde ve
1832 disi yeni dogan ¢ocukta, gercek seks ve seks kromatin
bulgulari arasinda bir ayricalik bulunmamistir (Subray ve
Prabhaker, 1962). Isvigre'de (Wiesli, 1962), 1563 yeni dogan
erkek bebek arasinda bir tane X kromatini olan erkek bebek
bulmustur. Bu bebekte, anencephalik bir bebektir. 1466 yeni

dogan disi bebekte ise anormallik olmadigi goézlemmistir(l,
25).

Mental Oziirliilerde X Kromatin Bulgulara

Zekaca yetersiz bireyler arasinda kromatin negatif di-
siler binde 0.5, zekaca yetersiz erkekler ig¢inde kromatin po-
zitif kisilerin orani binde 10 kadar bulunmustur(l,25). Yine
zekaca yetersiz,K disilerde yapilan bir ¢alismada da, iki kro-
matinli disilerin orani binde 4.2, baska bir g¢alismada binde
7 olarak bulunmustur(l). Finlandiya'da de 1la Chapelia ve
Hortling, 342 zihinsel bozuklugu olan erkek okul d8rencisinde

pozitif kromatin oranini 0.88 bulmuslardir(l).

Seks Kromatininin Klinikte Uygulanmasi

Seks kromatini klinikte eskiden beri ¢esitli amaglarla
kullanilmistir. Ornegin, cinsiyet fizyolojisi bozukluklarinda
tarama testi olarak seks kromatin arastirmasina bagvurulmak-
tadir(25). Ayrica bantlama olmaksizin, rutin boyanan karyo-

tiplerin degerlendirilmesinde de, seks kromatini yararli ola-
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bilir. Ornegin X kromozomunun morfolojisi, C grubu kromozom-
larindan 6 ve 7 numaralil kromozomlara c¢ok benzemektedir. Bir
hiicrede, C grubunda bir fazla kromozom bulundugunda bunun X
kromozomu mu, yoksa C grubundan baska bir kromozom mu oldugu-

nu anlamada seks kromatin tayini yararli olmaktadir(28).

Yine 1960 ve 1970'1i yillarin basinda seks kromatin
tayini ile doBacak cocugun cinsiyetini Onceden saptamak ig¢in
¢alismalar yapilmistir(l). Amniyosentez yolu ile, bazi kalit-
sal hastaliklarda hem cinsiyeti anlamak, hem de hastaliga
beklenen ¢ocugun erkek ise abortusu i¢in endikasyon saglamak
amaciyla X kromatin yéntemi uygulanmistir (Riis ve Fuchs,
1960; hemofili tasiyicisi bir kadinin hemofilik erkek c¢ocugu
dogurma riski yilksek oldugundan diigsiirme izni alabilmek igin,

fetusun amniyon sivisi hiicrelerinde X kromatini aramislar-
dir)(25).

Seks kromatin testi bazi hiicrelerin taninmasi ig¢in
kullanilmistir. Ornegin, homolog deri transplantasyonlarinda
veya kemik iligi transplantasyonlarinda, alici ve vericiyi
ayri cinslerden se¢ip daha sonra alicidaki transplant mater-
yalinde cinsiyet kromatini tayin ederek, transplamtasyonun

basarili olup olmadigi hakkinda bilgi edinilmistir(1,25,28).

Primer cinsiyet oraninin saptanmasinda, spontan diisiik
materyalinde cinsiyet tayininde de X kromatini kullanilmig-
t1r(25,28).

Seks kromatininin tayini, Adli Tipta da ¢ok Gnemlidir.
Sag¢, kil gibi doku parg¢alarinda seks kromatin orani arastiri-

larak cinsiyet tayini yapilmaktadir(l,6).

Bugiin i¢in en ¢ok X kromozomunun sayisal anomalilerinin
saptanmasinda tarama testi olarak veya dokusal mosaisizmi
gbstermede 6n test olarak kullanilmaktadir.Cinsiyet anomali-
lerinde genellikle kuskulu genital durumunda ise asla kulla-

nilmamalidair.
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Literatiirde bildirilen ve yapilan calismalarda kulla-

nilmis olan X kromatini boyama metodlari sunlardir:

Guard boyama metodu(2,10,12,19,26), Hematoxylin-Eozin
boyama metodu(4,19), Papanicolaou boyama metodu(4,10), Feulgen
boyama metodu(19,23), Thionin boyama metodu (Klinger-Ludwig)(19,
23,26), Crsyl-Violet (Moore-Barr)(1,2,5,9,23), Carbol Fuchsin
boyama metodu (Eskelund 1956, Barr 1965)(2,19,23), Aceto-
Orcein boyama metodu(l19,26), Giemza boyama metodu(9),

Pinacyanol boyama metodu(1l4).

Galismamizda ilk d6rt boyama metodu kullanilmistair.
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MATERYEL VE METOD

Calismamizda, sekonder seks karakterleri gelismis ve
en az doért yirldir menstruasyon godren 30 normal disinin yanak
mukozalarindan alinan epitel yaymalari kullanildi. Kontrol ola-

rak 10 normal erkekte de X kromatini boyamasi uygulandi.

Yanak mukozasi yaymalari alinmadan 6nce, kisinin agza
iyice c¢alkalatilarak, besin artiklarinin giderilmesi saglan-
di. Daha sonra tahta bir spatiil yardimiyla, sa ve sol yana-
gin i¢ yiizeyinden alinan yaymalar, iyice temizlenmis lamlar
iizerine ince bir sekilde yayildi. Yanak mukozasindan yaymalar
alinirken, yanagin i¢ yizeyi sikica fakat hafif hafif kazina-
rak, derin epiteliyal tabakalar elde edildi. Alinan materyel
temiz lamlar ilizerine yayildiktan hemen sonra, kurumadan ige-
risinde % 96 ethanol bulunan 100 ml'lik sale ig¢inde tespit
edildi. Yanak mukozasi yaymalari % 96 ethanol igerisinde en

az 30 dakika, en fazla 48 saat birakilda.

Otuz disiden alinan yanak mukoza yaymalarinda, her bir
kisiye ait olan preparatlarda dért ayri boyama teknigi uygu-
landi. Sonucta elde edilen degerler karsilastirildi. Her di-
sinin yayma preparatinda burusma veya herhangi bir hasar be-
lirtisi olmayan, iistiiste gelmemis, niikleer biinyeye sahip 100
agiz epitel hiicresi sayildi. Bu hiicrelerin piknotik olmayan,
diizgiin zarli nikleuslari incelenerek, sadece periferik kitle-
ye sahip olan niikleuslar, X kromatini a¢isindan pozitif ola-
rak degerlendirildi. Kromatin poZitifligi yizde deger olarak

belirlendi.
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Uygulanan boyama teknikleri sunlardir:

1- Guard boyama teknigi(2,10,12,19,26).
2- Hematoxylin-Eozin teknigi(4,19).

3~ Papanicolaou boyama teknigi(4,10).
4- Feulgen boyama teknigi(19,23).

Literatiirde kullanilan baska boya ydntemleri bulunmak-
la beraber, denedigimiz ve galismalarimizda esas olarak kabul
ettigimiz bu dort boyama ydntemini se¢memizdeki neden; yapi-
lan galigsmalarda en ¢ok kullanilan, sonu¢larindan olumlu ola-
rak sdz edilen boyama teknikleri olmasidir. Ayrica kullanilan
maddelerin ucuz olmasi ve kolay saglanmasi da, tercih etme-

mizde rol oynamigtair.

1- GUARD BOYAMA TEKNIGI:

Soliisyonlar:

1- Biebrich scarlet soliisyonu:

Biebrich scarlet 1.0 gr
Phoshotungstic acid 0.3 gr
Glacial acetic acid 5 ml
Z 50 etil alkol 100 ml

Hazirlanisi:

Hassas terazide tartilan 0.3 gr phoshotungstic acid
ve 1 gr Biebrich scarlet maddeleri bir erlen iginde % 50'1lik
100 ml etil alkolde ¢&ziindii. Uzerine 5 ml Glacial acetic acid

ilave edildi.
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Fast Green FCF soliisyonu:

Fast green FCF ' 0.5 gr
Phosphomolybdic acid 0.3 gr
Phosphotungstic acid 0.3 gr
Glacial acetic acid 5.0 ml
Z 50 etil alkol 100 ml

Hazirlanisi:

Hassas terazide tartilan 0.5 gr Fast green FCF, 0.3

gr Phosphomolybdic acid ve 0.3 gr Phosphotungstic acid, bir

erlen i¢ine konarak 7 50'lik 100 ml etil alkol icerisinde co-

ziindii. Icerisine 5 ml Glacial acetic acid ilave edildi.

Teknik:

%Z 96 alkolde fiksasyondan sonra, Z 70 alkolde lam-
lar 2 dakika bekletildi.

Biebrich scarlet soliisyonunda 15 dakika boyand:

% 50 alkolde iyice ¢alkalandi.

1-4 saat siire ile Fast green FCF soliisyonunda bira-
kildr (Bir gece birakilmas: ile daha iyi sonug
alindigi goriildii).

Z 50 alkolde galkalandi.

%Z 70, %Z 95 alkollerin her birinde 2 dakika dehidre

edildi.

Her birinde 2 dakika bekletilmek suretiyle, 3 kez
ayri ksilolde birakild:.

Kanada balsam kapatma maddesi kullanilarak, yayma-

larin iizeri lamelle kapatildi.
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2- HEMATOXYLIN-EOZIN BOYAMA TEKNIGI

Soliisyonlar:

1- Harris Hematoxylin Boyasi:

Z 10 absoli alkolde hematoxylin 5 ml
Mercuric oxide (civa oksid) 0.25 gr
Z 10 sulu potasyum alum (Sap) 100 ml
Glacial acetic asid 4 ml

Hazirlaniszi:

10 gr Hematoxylin, bir erlen igerisinde, 100 ml absoli
alkolde 1sitilarak ¢oziindii. Daha sonra, Hemstexylin soliisyo-
nundan 5 ml alinip, % 10 luk 100 ml potasyum alum soliisyonu
ile karistirildi. Bu karisim tekrar hizli bir sekilde kayna-
ti1ldi ve alev lizerinden ¢ekildikten sonra, lizerine yavas yavas
0.25 gr Mercuric oxide ilave edildi. Soliisyon, koyu menekse
rengini alir almaz, boya soliisyonunun bulundugu kap, icginde
soguk su bulunan bir kap igerisine konup, sogutuldu. Uzerine,

% 4'liik acetic acidten 4 ml ilave edildi.

2- Eozin soliisyonu:

Eozin Z 3 sudaki soliisyonu 100 ml
Alkol Z 70 125 ml
Distile su 375 ml

Hazirlanisi:

Eozin boyasindan 3 gr tartilarak, bir erlen ig¢inde 100
ml distile suda ¢oziindii. Daha sonra, % 70'lik alkolden 125
ml galkalayarak ilave edildi. 375 ml distile su ilave edile-

rek karistirildy.
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3- Asit alkol:

% 70 alkol 100 ml
HCL (Saf) 1 ml

Hazairlaniszi:

A 70 derecelik alkolden, 100 ml alinarak, iizerine 1
ml saf HCL asit ilave edildi.

Teknik:

1- Yanak mukozasinin bulundugu lamlar, tespit islemin-
den sonra, distile suda yikandi.

2~ Harris hemotoxylin de 5-15 dakika boyandz.

3- Akarsu altinda yikandi.

4~ Asit alkolde birkag¢ saniye farklilastirilda.

5- Tekrar akarsuda yikanda

6- Eozin ile 10-60 saniye kadar boyandi ve tekrar suda
yikandx.

7- % 95 alkolde ve asetonda hizla dehidre edildi.

8- Iki defa 2 ayri ksilolden geg¢irildi.

9- Kanada balsami ile lamelle kapatildi.

3- PAPANICOLAOU BOYAMA TEKNIGI

Soliisyonlar:

1- Harris Hematoxylin soliisyonu (2.Metodda anlatildig:
gibi hazirlanmaktadir) .
2- Orange G 6
Art.6888 Papanicolaous 16sung 2 a
Orange G-Losung (OG 6) (Merck) 100 ml
3- E, 65
Papanicolaous Lésung 3 ¢ (Merck) 100 ml
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Teknik:

1- 7 96 alkolden alinan lamlar, sirasiyla % 80, % 70
ve % 50 alkol serilerinden iyice ¢alkalanarak gegi-
rildi.

2- Lamlar distile suda iyice yikandi (Ortalama 15 kez
daldirilip ¢ikartildi).

3- Hematoxylin boyasinda 2-3 dakika boyandi (Bu siire
Hemotoxylin boyasinin yeniligine gdre ayarlandz.
Boya eski oldugu zaman daha kisa tutuldu.)

4- Cesme suyunda 6 dakika yikandi.

5- % 50, %2 70, %Z 80 ve Z 96 alkol serilerinden gegi-
rildi

6- Orange G6 soliisyonunda 3 dakika boyandzi.

7- 1ki ayri1 % 96 alkolde iyice galkalandi.

8- EA 65 soliisyonunda 2 dakika birakildz.

9- Ug kez 3 ayri % 96 alkolde ¢alkalandi.

10- U¢ kez 3 ayri asetondan geg¢irildi.
11- Dort ayri ksilolde 2 ser dakika bekletildi ve kana-
da balsami ile kapatildi.

4- FEULGEN BOYAMA TEKNIGE

Soliisyonlar:

1- Schiff soliisyonunun hazirlanisi:

1 gr Basic fuchsin 200 cc distile su igersine konup,
karistivilarak kaynatildi (5 dakika kaynatmak yeterlidir).
50°¢C ye kadar sogutulup, siiziildi. 20 cc N-HCL ilave edildi.
25°¢C ye kadar sofutuldu ve 1 gr Sodyum bisiilfit ilave edildi.
Agi1z1 kapali olarak, 24-48 saat karanlikta, oda 1sisinda bek-
letildi. Onceden pembe olan soliisyonun rengi, karanlikta bek-
letildigi siire i¢inde sogan kabugu rengine dondii. Daha sonra,
2 gr aktif komiir konup, 1 dakika karigtirildiktan sonra, sii-

ziildi. Soliisyonun rengi beyaz oldu.



2- N-HCL
Konsantre HCL 8.3 ml
Distile su 91.6 ml
3- 5 N-HCL
Konsantre HCL 41.6 ml
Distile su 58.4 ml

4- Yikama soliisyonunun hazirlaniszi:

%Z 10 Sodyum bisiilfit (veya Sodyum metabisiilfit) 10 ml
1 N HCL 10 ml

200 ml distile su ile tamamlandzi.

~ Bu teknikte, yayma preparatlarin fiksasyonunda Davidson
fiksatifi kullanildx.

Davidson Fiksatifi:

Formalin (% 40 formaldehyde) 20 ml
% 95 alkol 35 ml
Glacial acetic acid 10 ml
Distile su 35 ml

Hazirlanisai:

Bir dereceli kaba, 20 ml formalin alindi. Uzerine,
Z 95'1ik alkolden 35 ml ilave edildi. Daha sonra, 10 ml
Glacial acetic acide eklendi. En son olarak, 35 ml distile

su ilave edilerek karistirildx.



5- Light Green Soliisyonu:

Light green 1 gr

Distile su 100 ml

Hazirlanisi:

1 gr Light green tartilarak, bir erlen i¢inde, 100 ml

distile su ile, yavas yavas calkalamak suretiyle ¢oziindii.

testi,

Teknik:

Yayma preparatlari 20 dakika fiksatifte bekletil-
dikten sonra, distile su ile ¢alkalandi.

5 N HCL de, oda 1sisinda 20 dakika bekletildi.
Lamlar distile suda 3 dakika yikandz:.

Schiff soliisyonunda, oda 1sisinda 1,5 saat karan-
likta bekletildi.

Yikama soliisyonunda 5 dakika birakild:i.

Cesme suyunda 15 dakika yikandz.

Light green ile 1-2 saniye boyandi (Zit boya).
Cesme suyunda yikandiktan sonra % 70, % 80 ve %
%Z 96 alkol serilerinden gegirildi.

¢ ayri ksilolde, 5 dakika bekletildi. Kanada bal-

saml ile lamelle kapatildi.

Sonug¢larin analizinde, Wilcoxon eslestirilmis 2 &rnek

istatistiksel yontem olarak kullanild:i.
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BULGULAR

Tablo 1'de 30 normal disiden alinan yanak mukozasi
yaymalarinda do6rt ayri boyama metodunun uygulanmasi ile elde

edilen X kromatini sonug¢lari goriilmektedir.

TABLO 1

Doért Boyama Metodu Ile Otuz Normal Diside
Kromatin Pozitiflik Yiizdeleri

Kisi Guard | Pananicolaou | Feulgen | Hematoxylin-Eozin

(2) (%) () ()
1 25 35 30 29
2 26 22 25 30
3 22 35 24 28
4 20 24 30 18
5 20 18 25 19
6 32 29 27 29
7 28 23 26 ' 22
8 35 36 24 20
9 22 22 22 20
10 24 30 30 23
11 26 38 30 25
12 28 26 25 20
13 18 26 28 20
14 28 28 28 23
15 22 33 24 22
16 29 25 25 22
17 20 26 23 22
18 38 28 26 23
19 30 36 28 21
20 25 35 30 20
21 19 25 22 28
22 21 32 23 20
23 24 30 25 22
24 25 38 27 19
25 28 25 25 24
26 22 20 20 25
27 24 20 15 20
28 25 18 25 10
29 20 40 22 17
30 31 24 27 38
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Tablo 2'de her d&rt boyama metodu ile elde edilen en

yiksek, en diisik ve medyan (ortanca) degerleri gdsterilmis-

tir.
TABLO 2
Dért Boyama Metoduna Gore
X Kromatin Degerlerinin Dagilimi

Guard | Papanicolaou | Feulgen | Hematoxylin- 0§§ii22?n4

(%) (%) (%) Eozin 7
fn disik | g 18 15 10 15.2
eSer
on viksek | 5 40 30 38 36.5
eger
ortalama | 55,9 28.2 25.3 22.6 25.3
eger
Medyan
(Ortanca) 25 26 25 22

Guard boyama metodunu uyguladigimiz 30 diside; en diisiik
deger % 18, en yiksek deger Z 38 idi. Tim degerlerin ortala-

masi % 25.2 olup, medyan (ortanca) % 25 bulundu.

Papanicolaou boyama metodunu uyguladigimiz ayni 30 di-
side; en diisiik deger % 18, en yiiksek deger Z 40 idi. Tim de-
gerlerin ortalamasi1(% 282)olup, medyan (ortanca) % 26 bulundu.

Feulgen boyama metodu ile; en diisiik deger 7% 15, en
yiksek deger Z 30 idi. Tiim degerlerin ortalamasi % 25.3 olup,
medyan (ortanca) Z 25 bulundu.

Ayni 30 diside uyguladigimiz Hematoxylin-Eozin boyama
metodu ile en diisiik deger 7 10, en yiiksek deger Z 38 idi. Tiim
degerlerin ortalamasi % 22.6 olup, medyan (ortanca) %Z 22 bu-

lundu.
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Burada goriildligii gibi en yiiksek X kromatin degeri % 40
ve en yiiksek ortalama X kromatini degeri (% 28.2) Papanicolaou

boyama metodu ile elde edilmistir.

Feulgen ve Guard boyama metodlari ile, ortalama X kro-
matini degeri birbirine ¢ok yakin bulundu (Feulgen 7% 25.3,
Guard 7 25.2).

Dort boyama metodunu uyguladigimiz 30 diside, en diisiik
X kromatin degeri (% 10) ve en kiigiik ortalama X kromatin de-
geri (% 22.6) Hematoxylin-Eozin ile elde edildi.

Uyguladigimiz farkli boyama metodlarina ait X kromatin
ylizdelerinin kisi sayisina gore dagilimlari ve farkliliklari-
nin istatistiksel olarak degerlendirilmesi Tablo 3, 4 ve 5'de

gésterilmistir,

TABLO 3

Hematoxylin-Eozin ve Feulgen Metodlarina Ait
X Kromatin Yiizdelerinin Kisi Sayisina Goére Dagilima

Boyama Metodlarr | X Kromatin Z si { Kisi Sayisi

10
17
18
19
20
Hematoxylin-Eozin 21
22
23
24
25
28
29
30
38
15
20
22
23
. 24
Feulgen 25
26
27
28
30

W L] Lo N | =3 Lo | Do Lo = | =t ] =) D] DN [N =] L] U =2~ o] 3| =2 =
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Burada goriildigi gibi, Hematoxylin-Eozin ve Feulgen
boyama metodlar:i ile yapilan X kromatin sayimlarinda, bu iki
boyama metodu arasinda farklilik vardair. Tablo 1 verileri
kullanilarak, Wilcoxon eslestirilmis 2 Ornek testi uygulandi-
ginda, bu fark istatistiksel olarak anlamli: bulunmustur
(Z=2,365 p=0,009). Feulgen boyama metodu, Hematoxylin-Eozin

boyama metoduna gdre daha yilksek sonuglar vermektedir.

TABLO 4

Feulgen ve Guard Boyama Metodlarina Ait
X Kromatin Yiizdelerinin Kisi Sayisina Gére Dagilima

Boyama Metodlari X Kromatin %7 si | Kisi Sayasi

15
20
22
23
Feulgen 24
25
26
27
28
30
18
19
20
21
22
24
25
Guard 26
28
29
30
31
32
35
38

et it [t [t [t [ (o B0 {0 B0 10 fis (0 it il o o v = Ho {0 Jeo i 11

Feulgen ve Guard boyama metodlari ile yapilan X kroma-
tin sayimlarinda, bu iki boyama metodu arasinda, Tablo 1 ve-
rileri kullanilarak, Wilcoxon eslestirilmis 2 drnek testi uy-
gulandiginda anlamli istatistiksel bir farklilik bulunamamis-
tir (Z=0,391 p=0,348).
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TABLO 5

Guard ve Papanicolaou Boyama Metodlarina Ait
X Kromatin Yiizdelerinin Kisi Sayisina G6re Dagilimi

Boyama Metodlari X Kromatin % si | Kisi Sayisa

18
19
20
21
22
24
25
26
Guard 28
29
30
31
32
35
38
18
20
22
23
24
25
Papanicolaou 26
28
29
30
32
33
35
36
38
40

1= NI (DO 1L =t 1= IO = 1N K 103 1N T 1N 1N RO = = b= [ b= 10 DO |~ 100 |~ = [ | e

Guard ve Papanicolaou boyama metodlari ile yapilan X
kromatin sayimlarinda, bu iki boyama metodu arasinda, Wilcoxon
egslestirilmig 2 &rnek testi sonuglarina gdre, istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (Z=1,943 p=0,027).
Papanicolaou boyama metodu, Guard boyama metoduna gére daha

yliiksek X kromatin sonu¢lari vermektedir.

Tablo 6'da, toplam dort boyama metodu sonucunda elde
edilen X kromatin ylizdelerinin kisilere gdre dagilimi goriil-

mektedir.
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TABLO 6

Toplam Dért Boyama Metodu Sonucunda Elde Edilen
X Kromatin Yiizdelerinin Kigsilere Gdre Dagilima

BOYAMA METODLART X Kromatin Yizdesi

kist | %2 1-10 % 11-20 % 21-30 Z 31-40
GUARD - 6 20 4
PAPANICOLAOU - 4 16 10
FEULGEN - 2 28 -
HEMATOXYLIN-EOZIN 1 11 17 1

Guard, Papanicolaou ve Feulgen boyama metodlarinda
% 1-10 arasinda X kromatin degeri saptanamamistir. Hematoxy-
lin-Eozin boyama metodunda ise yalnizca bir kiside % 1-10
arasinda X kromatin deBeri saptanmistir. % 11-20 arasindaki
X kromatin degerleri, Guard boyama metodunda 6 kiside, Papa-
nicolaou boyama metodunda 4 kiside, Feulgen'de 2 kiside
ve Hemotoksilin-Eozin boyama metodunda ise 11 kigide elde

edilmistir.

% 21-30 arasindaki X kromatin degerleri, Guard boyama
metodu ile 20 kiside, Papanicolaou boyama metodu ile 16 kisi-
de, Feulgen boyama ile 28 kiside, Hemotoxylin-Eozin boyama

metodu ile ise; 17 kiside elde edilmistir.

% 31-40 arasindaki X kromatin degerleri Guard boyama
metodu ile 4 kigside, Papanicolaou boyama metodu ile 10 kiside
goriilmistiir. Feulgen boyama metodu ile % 31-40 arasinda deger
bulunamamistir. Hemotoxylin-Eozin boyama ile ise 1 kiside

elde edilmistir.

Calismamizda uyguladigimiz dort boya metodu iginde,
Papanicolaou metodunun pratikligi, X kromatininin. gdzlenme-

sindeki kolayligi, en yiiksek degeri (% 40) ve yine en yiiksek
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ortalama X kromatini degerini (% 28.2) vermesi nedeniyle, X
kromatini i¢in uygun boyama metodu oldugu kanisina varilmis-
tir. Bu nedenle, bu metodun sayimi yapan kisilere bagli ola-
bilecek hata oranini saptamak amaci ile, 10 normal erkek ve
10 normal disiden alinan yanak mukozasi yayma preparatlarz,
birbirinden bagimsiz 3 ayri kisi tarafindan analiz edildi
(Tablo 7). Her 3 kisinin yaptigi tiim sayimlarda erkeklere ait
yaymalarda X kromatini gézlenmedigi halde, disilerden alinan
yanak mukoza yaymalarinda % 23-47 arasinda degisen X kromatin
degerleri elde edilmistir. Goriildiigi gibi disilere ait yayma-
larda 3 ayri kisinin buldufu degerler birbirine yakin bulun-

mustur.

TABLO 7

Papanicolaou Boyama Metodu Sonucunda Normal 10 Disi ve
10 Erkekten Alinan Yanak Mukoza Yaymalarinda
Bagimsiz Olarak 3 Ayri Kisi Tarafindan Bulunan
X Kromatin Degerleri

Kisi
Erkek 1.Sayim 2.Sayim 3.Sayim

1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
6 0 0 0
7 0 0 0
8 0 0 0
9 0 0 0
10 0 0 0
Disgi 1.Sayim 2.5ayim 3.Sayim
1 25 30 26
2 33 28 34
3 27 31 23
4 34 35 38
5 30 32 35
6 34 31 35
7 33 41 34
8 30 33 47
9 34 30 35
10

32 34 35

1. ve 2. sayim ile, 2. ve 3. sayimlarda elde edilen
bulgular, Wilcoxon eslestirilmis 2 6rnek testi ile karsilas-
tirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmus-
tur (sirasiyla; T1= 19,5 ve T2 = 21,5 p>0.05).



RESIMLER



= B

Guard Boyama Metodu

Resim 1- Yanak mukozasi epitel hiicresinde Guard boyama metodu ile
boyanmis X kromatini. X1250

Resim 2- Yanak mukozasi epitel hiicrelerinde Guard boyama metodu ile
boyanmis X kromatini ve X kromatini negatif gekirdek. X1250
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Papanicolaou Boyama Metodu

Fes
=

Resim 3- Yanak mukozasi epitel hiicresinde Papanicolaou boyama metodu ile
boyanmis X kromatini. X1250

Resim 4- Yanak mukozasi epitel hiicrelerinde Papanicolaou boyama metodu
ile boyanmis X kromatini ve X kromatini negatif g¢ekirdek. X1250
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Feulgen Boyama Metodu

Resim 5- Yanak mukozasi epitel hiicrelerinde Feulgen boyama metodu ile
boyanmis X kromatini ve X kromatini negatif cekirdekler.
X1250



Hematoxylin-Eozin Boyama Metodu

Resim 6- Yanak mukozasi epitel hiicrelerinde Hematoxylin-Eozin boyama
metodu ile boyanmis X kromatini ve negatif gekirdekler. X1250
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TARTISMA

X kromatini (Barr cisimcigi, seks kromatini); Barr ve
Bertram tarafindan interfaz niikleusunda Gzel kromatin kitlesi

olarak tanimlanmistir(9).

X kromatini ve intermitotik nukleuslardaki seksiiel di-
morfizmin Barr ve Bertram tarafindan kesfi, genetik seksin

belirlenmesinde yeni arastirma sahalar: ortaya ¢ikarmis-
tre(12)3

X kromatin testi ile, insanlarda genital organ anoma-
lilerine yol agan kromozomal bozukluklarin taninmasinin miim—
kiin olabilecegi diisiiniilerek ilk kez 1954 yilinda Turner send-
romlu hastalarda bu ydntem uygulanmis ve bunlarda normal di-
silerin aksine X kromatini bulunmadifi gériilmiistiir. Bir y1l
sonra, yanak mukozasindan X kromatini elde etme ydntemi daha
da gelistirilmis ve Klinefelter sendromlu erkeklerin hiicrele-
rinde, normal erkeklerin aksine bir adet X kromatini oldugu
gosterilmistir(28). Erkeklerde X kromatini yoktur. Fakat ba-
zen ¢ekirdek icindeki diger kromatin materyallerinin yanlis
yorumlanmasi sonucu, % 2-19'a kadar degerler bildirilmistir(2,
16,18 .24,25,28).

Normal olarak, disilerin yanak mukozasindan yapilan
yayma preparatlarda, epitel hiicrelerinin en az % 20'sinde X

kromatini bulunmaktadir(28).



Teorik olarak her dokudan cinsiyet kromatini tayini
yapilabilir ve hiicrelerdeki goriilme sikligi 7 20-100 arasinda
degisir. Cinsiyet kromatini her ne kadar biitiin disi somatik
hiicrelerinde bulunmakta ise de insan yanak mukozasindan elde
edilen epitel hiicrelerinde 100 hiicreden ortalama 20 kadarinda
goriilmektedir. Bu durum hiicre dinamigi ile ilgilidir. Bilin-
digi gibi X kromatini, DNA replikasyonu esnasinda ve bir son-
raki mitotik ¢ogalmadan hemen 0Once ortadan kaybolur(28). Si-
nir hiicrelerinden yapilan histolojik preparatlarda 7% 85 gibi
yiiksek oranlar elde edilmektedir. Yenidogan kiz bebeklerde
ilk birka¢ giin % 4 gibi ¢ok diisiik X kromatin degerleri bildi-
rilmistir(28). Ayrica siirrenal korteks hormonlarinin drnegin
androjenlerin asiri salgilandigi konjenital siirrenal hiper-
plazi vakalarinda veya hipotiroidide cinsiyet kromatini yiiz-
desinin diisiik o0ldugu bildirilmistir. Hormonlarin belirtilen

etkilerinin mekanizmasi iyi bilinememektedir(2,28).

X0/XX hiicre dizilerini birlikte tasiyan mozaik Turner
olgularinda, yaslilarda ve kimyasal ajanlara maruz kalan di-
silerde, X kromatin sayisinin normalden diisiik oldugu bildi-
rlmaisE T r (ORSIBEDISE 2 64080810

Barr, disilerin yanak mukozasindan elde ettigi yayma-

larda, X kromatin oranini 2 25-30 olarak bildirmistir(9).

Dixon ve Toir; 1956 yilinda agiz mukozasindan aldikla-
r1 yayma preparatlarda c¢alistiklari 162 erkekte X kromatini
gorememisler, 95 disiye ait yaymalarda ise 7% 30-50 arasinda

X kromatin degerleri bulmuslardir(5).

Cinsiyet sayi anomalilerinin teshisinde, basit bir ta-
rama testi olarak kullanilan X kromatinini gdsterebilmek ig¢in
bilinen metodlarla hiicrelerin boyanmasi gerekmektedir. Barr
ve Bertram, disi kedilerin sinir hiicrelerinin nukleusunda X
kromatinini bulduktan sonra, degisik boyama metodlari kullan-

mislardir. Orijinal boya olarak Cresyl violet kullanarak X
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kromatinin Feulgen pozitif reaksiyon verdigini goéstermisler

ve bdylece DNA igerigine dikkati ¢ekmislerdir.

Daha az kompleks olan bir boyama metodunun bulunmasi
i¢in yapilan qallsmalar sonucunda Barr ve arkadaslari, rutin
Hematoxylin-Eozin boyasinin yeterli olduBunu, ¢ok sayida in-
celeme ve arastirmalar i¢in ¢ok kullanisli oldugunu bulmuslar
ve Hematoxylin-Eozin ile boyanmis doku kesitlerinde, Z 50-80

oraninda X kromatin de$erleri elde etmislerdir(15,25).

Bir baska ¢alismada Barr ve Klinger, 20 normal disinin
vaginal yaymalarina uyguladiklari Hematoxylin-Eozin boyamasi
ile yaptiklari sayimlarda, X kromatin oranini ortalama % 48.8
olarak bulmuslardir(l12).

Bizim ¢aligsmamizda, 30 normal disinin yanak mukoza
yaymalarina uygulanan Hematoxylin-Eozin boyama metodu ile ya-
pilan sayimlarda bu oran % 10-38 arasindaki degerlerde (orta-

lama % 22.6) bulunmustur.

Klinger ve Ludwig, X kromatini boyama teknikleri ile
ilgili yaptiklari bir c¢alismada, en biiyik sayim hatalarin:
Hematoxylin-Eozin ile yaptiklarini ag¢iklamislardir. Bu aras-
tiricilar,, 6zellikle kromatince zengin nukleuslarda ve kiigiik
cekirdek¢ik igeren nukleuslarda, X kromatininin ayrilmasinda

hata yaptiklarini bildirmislerdir(15).

Hematoxyltn, bir nukleus boyasi oldugu ig¢in, nukleusun
diger kromatin materyelini de boyamaktadir. Bu metod ile bo-
yadigimiz yayma preparatlarda, odzellikle nukleus periferine
yakin olan kromatin materyelinin, X kromatini a¢isindan ya-
niltici olabilecegi gdzlenmistir. Bu nedenle, nukleus perife-
rinde, belirgin bir sekilde godriilen X kromatinleri dikkate
alinarak, hata yapma olasilii ortadan kaldairilmaya ¢alisil-

mistir. ¢
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Hematoxylin-Eozin boyama metodu, soliisyonlarinin ha-
zirlanmasi ag¢isindan zaman almakla birlikte, uygulanmasi yo-
niinden basit ve pratiktir. Boyama sonucunda, kromatin yapisi
mor, sitoplazma soluk pembe boyanmaktadir (Resim 6). Bu boya-
ma metodunun, kisa bir siirede uygulanmasi ag¢isindan avantaj

sagladiBi gozlenmistir.

Hematoxylin-Eozin boyama metodu ile Barr ve arkadasla-
rinin doku kesitlerinde buldugu 7 50-80 X kromatin orani ve
Barr ve Klinger'in vaginal yaymalarda bulduklari ortalama
% 48.8'1lik X kromatin degerine karsilik, biz ¢alismamizda ya-
nak mukozasi yaymalarinda ortalama 7 22.6 gibi daha diisiik bir
deger elde ettik. Buradaki farkli bulgularin ¢alisilan mater-
yellerin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi gozdniine alin-

malidir.

Calismamizda, disilerin yanak mukoza yaymalarina uygu-
ladigimiz bir baska X kromatin boyama metodu da, Guard'in

kendi adiyla bilinen boyama metodudur.

Guard; 1959 yilinda disilerin yanak mukoza yayma pre-
paratlarina uyguladig8i bu boyama metodu ile, Z 41-69 oranin-

da (ortalama % 55) X kromatin degerleri elde etmistir(1l2).

Bizim ¢alismamizda, Guard boyama metodu ile X kromatin
degerleri daha diisiik olarak 7 18-38 arasindaki (ortalama
% 25.2) degerlerde bulunmustur.

Bu boyama metodu ile gekirdek kromatini dahil, diger
hiicre elemanlari fast green (FCF) ile yesile boyanirken, X
kromatini Biebrich scarlet ile kirmizi renkte boyanmakta-
dlr(12,25). Bu teknikte kullanilan Biebrich kirmizisinin,
niiklear boyama dzelligine sahip oldufu ve fosfotungustik asit
varliginda, biebirch kirmizisinin niiklear kromatine kuvvetli

afinitesinin oldugu bildirilmistir(12).
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Guard, bu boyama metodunun vaginal ve yanak mukoza
yaymalarinda en iyi sonucu verdigini ve X kromatinini diger
heterokromatin graniillerinden ayiran en iyi metod olduunu
bildirmistir(12).

Calismamizda, yesil boyanan niikleuslarin periferinde,
diger kromatin partikiilleri ile karisma olasiligi olmaksizin
belirgin bir sekilde, kirmizi renkte goériilen X kromatinin sa-
yimlari rahatlikla yapilmistir (Resim 1-2). Boyama iyi oldugu
zaman yesil boyanan nukleuslar X kromatinini en iyi sekilde
gostermigtir. Bu nedenle sayimlarimizda sadece yesil boyanmis
nukleuslar dikkate alinmistir. Calismamiz siiresince yayma
preparatlarin bazilarinda X kromatininin iyi bir sekilde bo-
yanmadig1 fakat boya soliisyonlari yenilendigi zaman boyamanin
cok daha iyi oldugu gdzlenmistir. Boya soliisyonlarinin hazir-
lanmalarindan yaklasik 7 giin sonra boyama Szelliklerini kay~
bettigi, bu siireden sonra yanak mukozasindan alinan yaymalara
yapilan boyamalarda X kromatininin iyi seg¢ilemedigi gdzlen-
mistir. Soliisyonlarin hazirlanmasi ¢ok fazla zaman almamakla
birlikte boyama siiresi wuzundur. Kullanilan soliisyonlardan
FCF'da boyama siiresi, yapilan ¢alismalarda 1-4 saat olarak
belirtilmsitir(2,10,12,19,26). Bu ¢alismada yanak mukozasi
yayma preparatlarini 1 gece boyunca (12-18 saat) fast green
FCF solilisyonunda birakmakla, daha iyi sonuglar elde edilmis-

tir.

Uyguladigimiz bir diger boyama metodu da Papanicolaou

metodudur.

Carpentier (1956) ve Riis (1956); Papanicolaou boyama
metodu ile boyadiklari vaginal yaymalardaki epitel hiicrele-
rinde X kromatininin gdsterilebilecegini bulmuslardir(l5).
Ayrica Platt ve.Kailin (1964), X kromatini ile ilgili ¢alis-
malarinda vaginal ve yanak mukozasi yaymalarina bu boyama me-
todunu uygulamislardir. Bu arastiricilar, yaptiklari c¢alisma

sonucunda yanak ve vaginal yaymalardaki epitel hiicrelerinde
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X kromatini sayimlarinin sonucunda oranlarda belirgin bir
fark bulmamislardair ve 100 normal diside X kromatini pozitif
hiicrelerin sayisini % 20-86 arasindaki degerlerde bildirmis-
lerdir(18).

Calismamizda ise 30 normal disinin yanak mukozasi yay-
ma preparatlarina uyguladigimiz Papanicolaou boyama metodu
sonucunda X kromatini pozitif hiicrelerin sayisi 7 18-40 de-
gerleri arasinda bulunmustur. Uyguladigimiz 4 boya metodu
i¢inde en yiksek ortalama deger bu metodla elde edilmistir
(% 28). Bu boyama metodunun uygulanmasi ¢ok fazla zaman al-
mamaktadir. Soliisyonlari1 da hazir olarak kullanildigi igin
pratik olarak kisa bir siirede uygulama olanagi saglanmistir.
Boya soliisyonlari bozulmadan uzun bir siire kullanilabildigin-
den bu boyanin ekonomik oldugu da s6ylenebilir. Boyama sonu-
cunda epitel hiicre sitoplazmalari soluk pembe ve mavi boyanan
nukleus periferinde X kromatini mor renkte boyanmistir ve sa-

yimlarda giigliikle karsilasilmamistir (Resim 3-4).

Calismamizda uyguladigimiz Feulgen boyama metodu; 1li-
teratiirde X kromatini i¢in en gegerli boyama metodlarindan
biri olarak kabul edilmektedir(9,15,23,25). Moore ve Barr,
X kromatin sayimlarinda Feulgen metodunu kontrol olarak kul-

lanmislardir(15).

Yapilan bir ¢alismada, Feulgen boyama metodu ile yanak
mukozasi yaymalarinda X kromatin orani % 26.2 olarak bildi-
rilmistir(31). Calismamizda ise; Feulgen boyama metodu ile
X kromatin degerleri benzer olarak Z 15-30 (ortalama 7 25.3)

arasindaki degerlerde bulunmustur.

Feulgen boyamasi sonucunda elde ettigimiz ortalama X
kromatin degeri (% 25.3) Papanicolaou ve Guard boyamalari so-

nucunda elde ettigimiz ortalama degerlerden daha diisiiktir.
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Feulgen X kromatini ig¢in spesifik bir boyama metodu
olmasina ragmen, boya soliisyonlarinin hazirlanmasi a¢isindan
zahmetli bir metod olup olduk¢a zaman almaktadir. Kullanilan
Schiff soliisyonunun hazirlanmasi uzun siirmekte ve gok hassas
bir ¢alisma gerektirmektedir. Ayni zamanda gok kisa bir siire-
de beyaz olan Schiff soliisyonu pembelesip boyama &zelligini
kaybetmektedir. Feulgen boyama metodunun yukarida bahsedilen
gligliiklerine ragmen, X kromatininin boyanmasi ve ayirt edil-
mesi ag¢isindan oldukg¢a iyi sonu¢ vermektedir. Yanak mukoza-
sindan alinan epitel hiicrelerinin sitoplazmalari uygulanan
zit boya (light green) nedeniyle a¢ik yesil, X kromatini de

nukleus periferinde menekse renginde boyanmistir (Resim 5).

Degisik laboratuvarlarda ¢esitli boyamalarla yapilan
c¢alismalarda, X kromatin bulgulariy degisik oranlarda bildi-
rilmistir(5,12,18). Bu nedenle her laboratuvarin X kromatin
igin ortalama bir deger bulmasi ve sayimlarda 6nceden pozitif-
ligi bilinen bir kontrol yayma preparatin kullanilmasi gerek-

mektedir.

Yanak mukoza yayma preparatlarina uyguladifimiz ddrt
boyama metodu sonucunda X kromatin degerleri, genel olarak
bu boyama metodlari ile yapilan diger ¢aligmalarin sonuglari-
na gore daha diigiik bulunmustur. Analiz edilen hiicre tipi, sa-
yim1 yapan kisinin tecriibesi gibi faktdrlerin etkili oldugu

distintilmektedir.

Uyguladigimiz ddrt boyama metodu sonucunda yaptigimiz
X kromatini sayimlarinda, en yiiksek X kromatin degeri, yine
en yiiksek ortalama X kromatini degeri Papanicolaou boyama me-
todu ile elde edilmistir. Ayrica bu boyama metodunun pratik-
ligi ve X kromatininin gdzlenmesindeki kolayligi nedeniyle
X kromatini i¢in uygun bir boyama metodu oldugu kanisina va-
rilmistir. Bu metodun sayimi yapan kisilere bagli olabilecek
hata oranini saptamak amaciyla, 10 erkek ve 10 disiden alinan

yanak mukoza yayma preparatlarina uygulanan boyama sonucunda -
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birbirinden bagimsiz olarak yapilan objektif sayimlarda er-
keklere ait yaymalarda hi¢ X kromatini gdriilmemistir. Disile-
re ait yaymalarda ise, 7% 23-47 arasinda degisen X kromatin
degerleri elde edilmistir. Tablo 7'de de gbsterildigi gibi,
ayni kigiye ait agiz epitel yaymalarinin sayimlarinda, objek-
tif olarak ¢ok az farklilik bulunmustur; elde edilen X kroma-

tin degerleri birbirine ¢ok yakindair.

30 normal disiye uyguladigimiz tiim boyama ydntemleri
sonucunda en diisiik X kromatin degerlerinin ortalamasi % 15.2,
en yiliksek X kromatin deferlerinin ortalamasi % 36.5, ortalama

X kromatin degerleri ise Z 25.3 olarak bulunmustur (Tablo 2).

Guard ve Papanicolaou boyama metodlarinda en diisiik X
kromatin degerleri esit (% 18), en yiiksek X kromatin degerle-
ri ise birbirine ¢ok yakin bulunmustur (% 38-%Z 40). Buna rag-
men Papanicolaou metodu ile ortalama X kromatin degeri daha
yiiksek bulunmustur (% 28.2). Ayrica bu iki boyama metodunun
farkliliklarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi sonu-
cunda da Papanicolaou boyama metodunun, Guard boyama metoduna

gore daha yliksek X kromatin sonuclari verdigi goriilmistiir
(Tablo 5).

Hematoxylin-Eozin metodu ile de en yiiksek X kromatin
degerinin % 38 bulunmasina ragmen, en disik X kromatin degeri
(Z 10) ve en diisiik ortalama X kromatin degeri (% 22.6) bu me-
todla elde edilmigtir. Feulgen boyama metodu ile en yiliksek
X kromatin degeri Z 30 bulunurken ortalama X kromatin degeri
%2 25.3 bulunmustur. Bu iki metodun farkliliklarinin istatis-
tiksel olarak degerlendirilmesi sonucunda da Hematoxylin-Eozin
boyama metodunun Feulgen boyama metoduna gdre daha diisiik X

kromatin sonug¢lari verdigi goriilmistir (Tablo 3).

Feulgen boyama metodu ile elde edilen ortalama X kro-
matin degeri, Guard boyama metodu ile elde edilen X kromatin

degerine ¢ok yakindir (% 25.3-7Z 25.2) (Tablo 2). Bu iki meto-
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dun istatistiksel olarak degerlendirilmesi sonucunda da ara-

larinda bir fark bulunamamistir (Tablo 4).

Uyguladigimiz 4 boyama metodu bir arada deferlendiril-
diginde en sik % 21-30 degerleri arasinda X kromatini saptan-
mistir (Tablo 6). Guard boyama metodu ile 20 kiside, Papani-
colaou boyama metodu ile 16 kiside, Feulgen boyama metodu ile
28 kiside, Hematoxylin-Eozin boyama metodu ile ise 17 kiside
% 21-30 arasinda X kromatini sayilmistir. Feulgen boyama me-
todu ile 28 kiside 7 21-30 deferleri arasinda X kromatini el-
de edilmesine ragmen, bu mectod ile Z 31-40 gibi yiiksek deger-
ler sayilamamistir. Guard boyama metodu ile 4 kigside, Papani-
colaou boyama metodu ile ise 10 kigside % 31-40 gibi yiiksek
degerler bulunmustur (Tablo 6).

Tiim bu bulgular gozéniine alinarak Z 21-30 arasindaki
X kromatin bulgulari laboratuvarimiz ig¢in normal degerler
olarak kabul edilmistir. Bu degerler Barr'ain buldugu % 25-30

X kromatini degerleri ile de uygunluk gdstermektedir(9).

Sonu¢ olarak, calismamizda kullandigimiz 4 boyama me-
todu ile de X kromatini sayimlarinin yapilmasina ragmen,
Papanicolaou boyama metodunun kullanimindaki ¢abukluk ve pra-
tikligi, uygulanmasindaki kolayligi, en yiikksek degerleri ver-
mesi, ayrica normal erkeklerde hi¢ X kromatini gdriilmemesine
karsin, normal disilerde X kromatininin rahat¢a taninmasi ne-
deniyle, bu ydntemin laboratuvar kogullarimiz i¢in en uygun

boyama metodu oldugu kanisina varilmistzir.
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OZET

Bu ¢alismada, degisik X kromatini boyama metodlara
kullanarak laboratuvarimiz i¢in en uygun olan metodu ve kli-
nik materyelimizde cinsiyet kromatininin normal deBerlerini

saptamak ama¢lanmistir.

Calismamizda, sekonder seks karakterleri gelismis ve
en az ddrt yildir menstruasyon gdren otuz normal disinin yanak
mukozalarindan alinan epitel yaymalari kullanilmistir. Kon-

trol olarak da on normal erkekte X kromatini boyamasi uygu-—

lanmistir.

Otuz normal disinin yanak mukoza yayma preparatlarina;
Guard, Papanicolaou, Feulgen ve Hematoxylin~Eozin boyama me-

todlari uygulanmistar.

‘Guard boyama metodu ile en diisiik X kromatin degeri
%Z 18, en yiiksek X kromatin degeri 7% 38 ve ortalama deger
‘%2 25.2 bulunmustur.

Papanicolaou boyama metodu ile, en diisiik X kromatin
degeri 7 18, en yilksek X kromatin degeri 7 40 ve ortalama de-
ger % 28.2 bulunmustur.

Feulgen boyama metodu ile, en diisik deger % 15, en
yiksek deger % 30 ve ortalama X kromatin degeri Z 25.3 bulun-
mustur.
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Hematoxylin-Eozin boyama metodu ile, en diisik X kroma-
tin degeri Z 10, en yiksek X kromatin degeri 7 38 ve ortalama

deger % 22.6 bulunmustur.

Uyguladigimiz do6rt boyama metodu birarada degerlendi-
rildiginde en sik % 21-30 degerleri arasinda X kromatini sap-
tanmis ve elde edilen bu X kromatin degerleri laboratuvaraimiz

ig¢in normal degerler olarak kabul edilmistir.

Caligsmamizda, dort boyama metodu ile de, X kromatini
sayimlari rahat¢a yapilmig olmasina ragmen, Papanicolaou bo-
yama metodu ile en yiksek X kromatin deBeri, en yiiksek orta-
lama X kromatin degeri elde edilmistir. Yine bu ydntemin pra-
tik olmasi ve normal erkeklerde hi¢ X kromatini gdriilmemesi
nedeniyle, laboratuvar kosullarimiz i¢in, en uygun metod ol-

dugu kanisina varilmistir.
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