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GIRrRIS

Bilindigi gibi memelilerin erkeklerinde bir, digsilerin-
de iki adet X kromozomu bulunur, Fakat normalde cinsler ara-
sinda X kromozomu {lizerindeki genlerin belirledigi nitelikler
acisindan bir farklalik yoktur. Bu durum X kromozomundaki
genler ic¢in bir dozaj kompansasyon mekanizmasi oldufunu disiin-
dirmigtiir. 1961'de Mary Lyon, bugiin kendi adiyla anilan hipo-
teziniileri siirerek bu duruma agiklik getirmigtir. Bu hipote-
ze gore, memelilerin digi hiicrelerinde bulunan iki X kromozo-
mundan‘biri, rastgele bir secimle, embriyonel hayatin erken
donemlerinde fonksiyonel olarak inaktiflegir ve kondanse ola-

rak X kromatinini olusturur.

Diger taraftan, anormal bir X kromozomuna sahip hasta-
larda yapilan galigmalar, inaktiflesecek olan X kromozomunun
segimindeki rastgelelifin zaman zaman ortadan kalktigini gis-
termistir, Bu tiir olgularda agirlikli olarak defektif olan
X kromozomunun inaktivasyona ugradigfi ve inaktif X kromozomu-
nun karakteristik 6zelligi olan S fazinda geg¢ replikasyona

ugradigi bildirilmektedir.

Inaktif X kromozomunun S fazinda diger kromozomlardan
daha ge¢ bir zamanda replikasyona ugramasindan yararlanarak,

DNA'ya 3H-timidin inkorpore edilen otoradyografi ya da BrdU



inkorporasyonundan sonra g¢esitli fluoresan boyalarla boyama
yontemleri ile inaktif X kromozomunu diger kromozomlardan

ayird etmek miimkiindiir.

Bu caligsmada, seg¢ilen inaktif X kromozomunu gdsterme
y6ntemlerinin laboratuarimizda denenerek rutin olarak kulla-
nilabilir hale getirilmesi ve degigsik kromozom yapilarina
sahip Turner Sendromu hastalarinin lenfositlerindeki X inak-
tivasyon patternlerinin incelenerek, seg¢imin tesadiifi olup

olmadiginin normal ile kargilagtirilmasi amaglanmigtir.



GENEL BILGILER

X Kromozomu :

Cinsiyeti belirleyen kromozomlardan (gonozomlar) biri
olan X kromozomu normal kadinda 44 adet otozomun yaninda iki
adet bulunurken, normal erkekte bir X ve bir Y kromozomu bu-
lunur. X kromozomu haploid karyotip uzunlugunun % 5,3'iini

olugturur ve sentromer indeksi 0,38'dir (57).

Y kromozomunun aksine, lizerinde ¢ok sayida gen tasgir.
Cegitli laboratuarlarda yiiriitiilen kromozom haritalama yontem-
leri ile bu giline kadar X kromozomuna 150 kadar gen yerlegti-

rilmigtir (15).

Belirli bir X kromozomal hastaliktan sorumlu oldugu
bilinen X kromozom iizerindeki genler ve ilgili olduklari has-
taliklar Tablo 1l'de goriilmektedir (39). Tablo 2'de ise, has-
talikla ilgili oldupu diisiiniildiigii halde, hastalikla gen ara-
sindaki iligkinin direkt olarak molekiil 2r ya da biyokimyasal-

metodlarla kanitlanamadifi durumlar gosterilmistir (39).

X kromozomu erkekte bir adet, kadinda iki adet bulun-
dugundan, iizerindeki genlerin ekspresyonu da cinsler arasin-

da bazi farklar gosterir. Ornegin; X kromozomu ilizerindeki



resesif bir genin etkisi sadece erkeklerde goriiliir. Giinki
kadinlar genellikle bu tiir genler icin heterozigot durumda
bulunurlar. X kromozomal genler erkekte daima hemizigot du-
rumda olduklarindan, resesif de olsalar, etkilerini fenotip-
te gtsterebilirler. X'e bagli resesif bir hastaligin kadin-
da ortaya ¢ikabilmesi ig¢in, homozigot durumda bulunmasi gerek-
lidir. Ya da bu hastaligi tasiyan kadin X kromozomu monozo-
misi veya o gen bolgesi icin parsiyel monozomisi olan Turner
Sendromlu bir birey veya kadin gbriiniiminde oldugu halde, 46,

XY kromozom yapili testikiiler feminizan bir hasta olabilir.

X Kromatini:

X kromotini, cinsiyet kromatini ya da Barr cisimcigi,
normalde yalnizca digi cinsiyetli memelilerde bulunan ozel
bir kromatindir. Cekirdek zarina yapigik ve 0.7-1.4 biyik-
ligiinde, genellikle gekirdek igine bakan yiizi dis biikey ve

koyu boyanan bir cisim goriiniimdedir. Resim 1, (3).

X kromatini ilk kez 1949 yilinda Barr ve Bertram ta-
rafindan digi kedilerin sinir hiicrelerinde gosterilmistir.
Feulgen (+) olan ve methyl-green-pyronin teknigi ile yesgil
renge boyanan X kromatininin cekirdekg¢ik gibi RNA degil, DNA
yapisinda olduguda gosterilmigtir. Daha sonraki galigmalar-
la, X kromatininin digi kedilerin yalnizca sinir hiicrelerin-
de degil, tiim viicut hiicrelerinde bulundugu, ayrica insan da
dahil tim diger memelilerin digilerinde de varligi ortaya

¢ikarilmigtir.



Resim

-

-

-

N
-4

oy



Normalde erkeklerde hig¢ X kromatinine rastlanmazken,
kadinlarda bir adet X kromatini bulunur. Buna karsin, tek
bir X kromozomu tagiyan 45,X0 kromozom yapili Turner Sendrom-
1u kisilerde normal kadinlarin aksine hig¢ X kromatini goriil-
mez. 47, XXY kromozom konstitiisyonuna sahip Klinefelter
Sendromlu bireylerde ise normal erkeklerin aksine bir adet X

kromatini vardir.

Fibroblast kiiltiirlerinden, vaginal smeardan ve kil
koklerinden de elde edilebilmesine kargin, X kromatini galig-
malari en c¢ok yanak mukozasinda yapilir. Yanak mukozasindan
hazirlanmig preparatlarda X kromozomlari sayi ve gekil baki-
mindan normal olan kadinlar ig¢in X kromatini sikligi 7Z 20-80
arasinda degigir. Bu degigkenligin nedeni hem kullanilan tek-
nik ve materyale, hem de fizyolojik etkenlere baglidir. X
kromatininin en yiiksek oranda gorildigi materyal ammniyotik
zarlardair (% 95 kadar). Ayrica bu degiskenlik laboratuardan

laboratuara da ortaya g¢ikar (3).

Onceleri, X kromatininin disi hiicrelerindeki iki X
kromozomunun heterokromatik bblgelerinin birlesmesi ile mey-
dana geldigi diiglinilmiigse de, yapilan caligmalar X kromatini-
nin tek bir X kromozomu tarafindan meydana getirildigini gts-
: termigtir (48), X kromatini normal kadindaki iki X kromozo-
mundan birinin rastgele olarak yogunlasmasi ve inaktivasyonu
sonucu olugmakta ve yalnizca hiicre sikliisiinin S fazinda gori-
lebilmektedir. Eger kadinda tic X kromozomu varsa, bunlardan

ikisi heteropiknotik durum alir ve iki X kromatini goriiliir.



TABLO 1 : X Kromozomu Uzerindeki Hastalik Genleri

Bolgesel Gen
Lokalizasyon Semboli Marker Hastalik
Xp 22.32 SIS Steroid Sulfataz Iktiyozis
Xp 22.1 PDHAL Pirwat Dehidrogenaz X'e bagli Lak-
El alfa sub linitesi tik Asidoz
Xp 21.3-p21.1 DMD Distrofin ~  Duchemne ve
Becker Muskti-
ler Distrofi
Xp 21.1 CYBB Sitokrom b -245 Kronik Granti-
lomatoz
Xq 12 AR Androjen Reseptorii Testikiiler
Feminizan
Xq 21.3-q 22 GLA Alfa-galaktozidaz Fabry Hastaligi
Xq 21.3-q 22 PLP Proteolipid. Protein Pelizaeus-Merz-
bacher Hastaligi
Xq 21-Xq 22 TBG Tiroksin Binding Prot. Tiroksin Binding
’ Protein Eksikligi
Xq 21-q27 PRPS Fosforibozil Pirofos- Gut
: fat Sentetaz 1
Xq 26 HPRT Hipoksantin Guanin Lesch-Nyhan
Fosforibozil Transfe- Sendromu
raz
Xq 26.3-q27.1 F9 Koagiilasyon Fakttr 9  Hemofili B
Xq 27.3-q 28 IDS Iduronat-2-Sulfataz Hunter Sendromu
Xq 28 F8C Koagililasyon Fakttr 8C Hemofili A
Xq 28 G6FPD Gliikoz-6~Fosfat G6PD Eksikligi
Dehidrogenaz
Xq 28 GCP Yegil Koni Pigmenti Renk Korligi,
Protan
Xq 28 RCP Kirmizi Koni Pigmenti Renk Korliigi
| Protan
Xq 28 PGK 1 Fosfogliserat PGK eksikligi
kinaz 1 hemolitik

anemi



TABLO 2 : Hastalik - Gen Iligkisi

A DAY G EN HASTALTITK
Bolgesel Bolgesel
Lokalizasyon Sembol Marker Lokalizasyon Sembol Hastalik
Xp22,31-p22.1 AMG Amelogenin Xp22 ATH ] Amelogene~
sis imper-
fekta
Xp21.3-p21.2 GK Gliserol Xp2l1.3-p21.2 GK Gliserol
kinaz kinaz ek-
sikligi
Xpll.4 PFC Properdin Xp21l-pll. PFD Properdin
P faktori faktor B
Kompleman eksikligi
'Xql2-ql3 PHKA Fosforilaz X PHK Fosforilaz
kinaz alfa kinaz ek-
sub Unitesi sikligi
X ALAS2 Aminolevuli-r X ASB Sideroblas~
nat delta tik Anemi

sentetaz 2

Ayni sekilde, hiicrelerinde iki X kromozomu tagiyan Kli-
nefelte; Sendromlu bir erkekte de X kromozomlarindan biri inak-
tiflegip yogunlagir ve bir X kromatini goriiliir. Yani hiicrede
kag X kromozomu varsa, bir tanesi diginda hepsi inaktiflegerek

X kromatini olugtururlar. Buna n-1 kurali denir ve.

B

fl

n-1

gseklinde gosterilir. Burada B Barr cisimcifi sayisini, n ise

X kromozomu sayisini ifade etmektedir. Sekil 1 (3).
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56O

46,XY 47,XXY XY
47,XYY '
48,XXXX 49 ,XXXXX
49, XXXXY
Sekil 1.

Poliploidi durumlarinda, her diploid kromozom seti i-
¢in bir aktif X kromozomu bulunacak gekilde inaktivasyon o-

lur. Bu durumda, n-1 kurali agagidaki gibi ifade edilir :

Buradaki B simgesi yine X kromatini sayisaini, X simge-
si hiicrede bulunan X kromozomu sayisini, ve P simgesi de hiic-

‘renin ploidi derecesini gostermektedir (3).

X kromatini sayisinin normalden sapmasina neden olan

bir durum da organizmanin mozaik olmasidir. Ornegin normal
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ve X0 hiicreleri birlikte tasiyan mozaik Turner olgularinda X

kromatini sayisi normalden az g¢ikmaktadir (3).

X kromatininin normalden biiyilk ya da kiigcik olmasi X
kromozomlarinda yvapisal bir anomalinin bulundufunu gosterir.
Ornegin, normalden daha kiiclik gtziiken X kromatini X kromozo-
munda bir eksilme (46,X (Xq-) ya da X(Xp-)), bir kisa kol i-
zokromozomu (46,Xi(Xp)) ya da, bir halka kromozém (46 ,Xr (X))
oldugunu gosterir, Buna karsgilik, normalden daha biiyiik gozii-
ken X kromatini ise, X kromozomundaki bir artma ya da uzun

kol izokromozomunu belgeler (46,Xi(Xq)). Sekil 2 (3).

Normel X Kromatini Normalden Blyik Normalden Kiigciik
46,XX 46,X1(Xq) 46 ,X(Xp-)
46,X(Xq+) 46,X(Xq-)
46 ,X( Xp+) 46,Xr(X)
46,Xi(Xp)
gekil 2.

Ayrica X kromozomu periferik ndtrofil lokositlerde
drumstick (davul tokmagi) denen ¢ekirdek c¢ikintilarini olug-
turur. Bunlar kadinlardan yapilan periferik kan yaymalarin-
da % 5 dolayinda goziikiir ve erkeklerde bulunmaz. X kromozo-
mundaki diizensizliklerin bu olugumlara yansimasi da kuramsal
olarak olasidir fakat X kromozom diizensizliklerini incelemek

icin durumstick incelemeleri pek gegerli bir yontem degildir

(3).
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X Kromozomunun Replikasvyonu:

1960'1x yallarda geéitli arastiricilar tarafindan,
otoradyografi yontemi ile kromozomlarin replikasyon pattern-
lerini ortaya gikarmaya yonelik olarak yapilan caligmalarda,
memelilerde, digi hiicrelerindeki iki X kromozomundan birinin,
diger kromozomlardan farkli replikasyon tzellikleri gosterdi-
gi dikkati cgekmigtir (2). X kromozomlarindan biri diger kro-
mozomlarla ayni zamanda replikasyona ugrarken, digeri (ya da
fazla X varsa digerleri), oteki kromozomlar replikasyonlari-
ni tamamladiklari ya da tamamlamak iizere olduklari bir sira-

da, S fazinin sonlarinda replike olmaktadir (19).

Daha sonra, bu ge¢ replike olan X kromozomunun Barr
cisimcigini olusturan X kromozomu olabilecegi diigiiniilmiis,
(19) nitekim, katirlar iizerinde yapilan calismalar bunun dog-
rulugunu kanitlamistir. Soyleki, at ve esek X kromozomlari
morfolojik olarak ayird edilebilirler ve bu iki tiir kendile-~
rine 6zgli G6PD varyanti tasirlar. Bu G6PD varyantlari elek-
roforetik olarak ayirdedilebilir ve btylece hiicrede hangi X'
in aktif oldufu anlasilabilir. Katir hiicrelerinde at G6PD
varyantinin agirlikta oldufu bulunmugstur. Bu da at X'inin
aktif, egsek X'inin inaktif oldugunu gosterir. Ayni zamanda,
otoradyografi ile %Z 90 oraninda egek X kromozomunun gec rep-
like oldugu da gosterilmigtir. Yani, inaktif olan X kromozo-

mu ayni zamanda da ge¢ replikasyon yapmaktadir (57).
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Gen Dozaj Kompansasvyvon Mekaniz-

masi Olarak X Iinaktivasyonu:

Daha 1932'de Miiller, kadinlarda iki, erkeklerde bir X
kromozomu bulunmasina karsilik, iki cins arasinda X kromozo-
mal genlerle olugturulan nitelikler agisindan bir fark bulun-
mamasini kadinlardaki fazla genlerde bir dozaj kompansasyonu

meydana geldigini sdyleyerek agiklamaya galigmigtair.

1961'de Mary Lyon, kendi adiyla anilan hipotezini ile-

ri siirmigtiir. Lyon hipotezine gbtre;

1 - Memeli digi embriyolarinda bulunan iki adet X kro-
mozomundan birisi fonksiyonel olarak inaktif duruma gelerek
X kromatinini olugturur. Bu inaktivasyon olgusu erken embri-
yonik donemde meydana gelir. X kromatinin ilk gﬁrﬁlmeye bag-
ladigy donem tiirler arasinda blastosit doneminden erken pri-
mitif ¢izgi donemine, implantasyon oncesinden sonrasina fark-
lar gosterir. Ornegin domuz embriyosunda Barr cisimcigi sa-
dece 50 civarinda hiicrenin bulundugu donemde gtriilmeye bagla-
nirken, tavsanda implantasyondan once birkac¢ yiiz hiicreli do-
neme denk gelir. Sicanda X kromozomu differensiyasyonunun
belirtileri implantasyon sonrasinda ortaya ¢ikar. Farede de
hemen hemen ayni zamanlarda, geligsmenin 4 ya da 5.gliniinde yer
alir, implantasyon ise 5.giinde olur (36). Insanda, 2.hafta-
nin sonunda primitif c¢izgi meydana gelene kadar Barr body go-

riilmez. Ve X kromatini biitiin embriyoda 2 haftanin sonunda
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ayni zamanda meydana gelir (66). Fakat trofoblastlarda bi-
raz daha erken (12,giinde) goriilmeye basladigi bildirilmig-
tir (22).

2 - Embriyoda lyonizasyon rastgeledir. Yani her hiic-
redeki inaktivasyon olgusu, komgu hiicredekinden bagimsizdir.
Bir kisim hiicrelerde maternal kokenli X kromozomu inaktive
olurken, bir kisminda paternal ktkenliler inaktiflesgirler.
Fakat, Harrison ve Warburton, in vitro kiiltiire edilmemisg kor-
yonik villiis hiicrelerinin hepsinde degilse bile cogunda pa-
ternal X'in inaktive oldugu rastgele olmayan bir inaktivas-
yon patterni gdzlemiglerdir., Fare embriyosunda da sadece emb-
riyoyu olusturacak olan pfimitif ektodermde rastgele inakti-
vasyon gorilir. Trofoektoderm ve primitif endodermde, biitiin
hiicrelerde paternal X inaktive olur. Ayrica bu hiicre soyla-
rinda X inaktivasyonu primitif ektoderme gtre daha erken bir
donemde meydana gelmektedir (37). Keseli hayvanlarda ise
daima paternal X kromozomunun inaktive oldugu bilinmektedir

(57).

3 - Inaktivasyon irreversibldir., Bir hiicrede hangi X
kromozomu inaktiflegmigse, o hiicreden meydana gelen biitiin

hiicrelerde de ayni X Barr body'i olugturacaktir.

Tek aktif X kromozomu hipotezine gdre, X kromozomun-~
daki bir gen icin heterozigot olan digilerde, herbirinde
farkli allelin eksprese edildigi iki farkli hiicre populas-
yonu bulunmalidir, Nitekim, kiirk rengi ile ilgili ve cinsi-

yete bagli bir mutant gen igin heterozigot olan digi
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farelerde benekli bir kiirk rengi goriiliir (35).

Insanda bu durumun bir “rnegi okiiller albinizmdir., X'e
bagli okiiler albinizmde, hemizigot erkeklerde retinal epitel-
yal pigment eksikligi vardir ve goz dibi soluk goriiniir., He-
terozigot kadinlarda ise diizensiz pigmentasyon vardir ve gbz

dibi benekli goriiniir (66).

Insan G6PD varyantlari ile yapilan caligmalardan da bu
tek aktif X hipotezi igin kanitlar elde edilmigtir. Gercgekte
Beutler 1962'de Lyon hipotezinden haberi olmaksizin, insan
G6PD varyantlarindan elde edilen bulgulara dayanarak bir X
inaktivasyon kavrami gelistirmigtir. Kadinlarda iki, erkek-
lerde bir X kromozomu bulundugu halde, her iki cinste ve nor-
malden fazla X kromozomu tagiyan kigilerde G6PD enzim aktivi-
tesi agisindan fark bulunmamisgtir. Yani bir dozaj kompasas-
yon mekanizmasi s6z konusudur. Eger bir kadin elektroforetik
G6PD varyantlarindan biri igin heterozigot ise, rastgele inak-
tivasyon hipotezine gore bazi hiicrelerde normal allel, bazi
hﬁcrélerde ise mutant allel aktif kalacaktir. Yani tek bir
hiicrede sadece bir tip enzim varyanti bulunur. Bu mozaisizm
ilk olarak Beutler tarafindan eritrositlerde indirekt yontem-
lerle gosterilmig, daha sonra baska aragtiricilarca da degi-
sik teknikler kullanilarak dogrulanmistir. Bu yaklasimlar-
dan birinde, doku kiiltiiriinde klonlanan fibroblastlar kulla-
nilir, Siyah irkta, G6PD geni polimorfiktir, en gok GdA ve
GdB allelleri goriiliire Bu alleller igin heterozigot olan bir
kadinin klonlanan fibroblast hiicreleri nigasta-jel elektrofo-

rezinde bu allellerden yalnizca birini (ya GdA ya da GdB)
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gosterirken, klone edilmemis normal doku hiicreleri her ikisi-

nin patternini birden vermektedir. Sekil 3 (66).

. —
B

Orijin

T 3 4 5 6 7 B8 9

rijinal Klonzl Kiultiirler

icreler

gekil 3.

—_—

G6Pd eksikligi varyantlarindan biri igin heterozigot olan
bir kadinda da ayni durum goriilir : bazi hiicre klonlari nor-

mal G6PD aktivitesine sahipken, diferlerinde aktivite cok diu-
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X Inaktivasvonunun Mekandiz-

ma s 1 °

Geligme boyunca X kromozomunun inaktivasyonunun kont-

roli 4 basamakta ele alinabilir :

1 - Erken embriyoda X kromozomunun differensiasyonu-
nun inisiyasyonu,

2 - Inaktivasyon olayinin kromozom boyunca yayilma-
s1i,

3 - Canlinin ileriki yagami boyunca inaktif durumun
stirdiirtilmesi,

4 - Inaktif X'in oosit veya erken embriyoda reakti-

vasyonu.

X kromozom inaktivasyonunun nasil meydana geldigi ko-
nusunda yillar boyunca g¢ok gegitli hipotezler ileri siiriil-
miigtiir. Cooper, erkekte mayoz boliinme sirasinda, muhtemelen
Y kromozomu tarafindan X kromozomuna, inaktiflesmesini sag-
layacak bir kontrol faktori sokuldugunu ileri siirmiigtiir. Bu-
nun anlami daima baba kaynakli X kromozomunun inaktif olaca-
gidar ki, keseli hayvanlarda gergekten boyledir, Oysa yik-
sek memelilerde farkli hiicrelerde farkli kaynaktan X kromo-
zomlari inaktif olabilirler. Bu yilizden yiikksek memeliler i~
¢in Cooper, kontrol faktdriniin erken geligsme donemlerinde
bulundufu paternal kaynakli X'ten g¢ikartilip, daha sonra X'
lerden birine rastgele olarak yeniden inkorpore oldugunu

kabul etmigtir. Kendisinin de belirttigi gibi, Cooper'in
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modelinin bazi acgik noktalari vardir, Srnegin; bu haliyle
normalden fazla sayida X kromozomu tasiyan bireylerde biri
haric¢ biitiin X kromozomlarinin inaktive olmasini ve baba kay-
nakla X kromozomunaksahip olan 45,X0 kromozom yapili kigi-
lerde bu paternal kaynakli X kromozomunun aktif durumda ol-

masini agiklayamamaktadir (36).

Bu agiklarin bir kismi, inaktivasyonu saflayan bir
faktdr yerine, aktivasyonu saglayacak bir faktoriin inkorpore
oldugu kabul edilerek giderilebilir ki, bu da Grumbach ve ar-
kadaglari tarafindan Onerileren epizomal aktivator modelidir.

Sekil 4'te (52) goriildiigi gibi, Gru mbach ve arkadaglari bir

0 OO o o (4] I - 'x

——=t— yavag == hizli == == aktif
—— == == 222 inaktif
Sekil 4.

"episomal faktdrin" X kromozomundaki bir "spesifik reseptor

lokusa" inkorpore oldufunu ve hem epizomu tasiyan X'in aktif
kalmasini, hem de hiicredeki inkorpore olmamig difer epizomal
faktorlerin inaktivasyonuna yol agan bir madde yapilmasaini

sagladigini One silirmiislerdir. Bu modelde, gelecek generas-

yonda inaktivasyonun yine rastgele olabilmesi igin oogenezya
da spermatogenez sirasinda aktif X'teki epizomal faktoriin

ayrildigini kabul etmek gerekir (36,52).
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Cattanach, kontrol elemaninin kromozomda degil, hiic-
re iginde oldugunu, Hiicre ic¢i ortamdaki degigikliklere cevap
olarak inaktivasyon olayinin meydana geldigini ileri slirmiig~
tir, Eicher'in modelinde ise, X kromozomu boyunca her biri-
nin baglangici ve sonu belli olan inaktivasyon {initeleri yer-

legmigtir (36).

Diger taraftan Ohno ve Lyon, inaktivasyon merkezine
baglanarak kromozomun aktivasyonunu saglayan diziye vzgl DNA
binding proteinlere (non-histon proteinler) dayanan modeller
ileri siirdiiler. Sekil 5'deki Ohno'nun modelinde, otozomla-

rin yaptifi birtakam proteinlerin X kromozomunun inaktivas-

-

L G
=== Yavesg
et d—

|

hizly —®— —om— gktif
T == T mmmsmmoinektif

Sekil 5.

yon merkeziyle birlegtigi ileri siiriiltir. Ilk molekiil rast-
gele baglanir, digerleri de ayni kromozomda ilk molekiile bi-
tisik olarak baglanir. Daha sonra, inaktivasyon merkezi ak-
tivator proteinlerle kapllfolmayan X kromozomlaraini inaktif-

lestirmek iizere bir X kromozom repressor maddesi liretilir.

Bu modellerde ilk'baglanglg basamagi yavag, devami

hizla olmalidir. Yoksa her iki X kromozomu birden inaktif
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olabilirdi. Epizom modelinde, yavag olan adim ilk epizomun
integrasyonudur. Arkasindan diger epizomlarhizla ylkllarak
diger X'e integre olmalari ©nlenir. DNA binding protein mo-
delinde ise yavsa proges ilk proteinin baglanmasi, hizli pro-
ces ise diger aktivator proteinlerin ilkinin yanina baglanma-

lari basamagidar.

Grumbach'in epizom aktivatdr modeli X inaktivasyonunun
bircok yoniinii, 6zellikle rastgele olugsunu ve siirekliligini
aciklayabilir, fakat inaktivasyonun kromozom iizerinde nasal
yayildigini agiklayamaz. DNA binding proteinler modeli ise
inaktivasyonun kaliciligi konusunda problemler igerir. (Ciin-
kii replikasyon sirasinda bu proteinler DNA i{izerinden ayrila-
caktir. DNA replikasyonu memeli hiicrelerinde sn.de 30-50
nukleotidle gbrece yavag bir olaydir. Oysa 2 sn.de, bir pro-
tein difiizyonla nukleusta rastgele dagilacaktir. Ayrica,
replikasyonun her turu ig¢in yeni proteinlerin yapimina gerek

duyulacaktir.

Lyon'un modeli ise, belirli bir safhada bir ¢ift oto-
zomun birlikte, tek bir X iizerindeki bir lokusu dereprese e-
den tek bir molekiil sentezlemeleri olasiligidir. Bu lokusun
irtinleri X kromozomu tarafindan non-histon protein yapilma-
sini baglatacaktir. Sekil 6 (36). Bundan once, DNA histon
protenilerle kapli ve inaktiftir. Fakat X kromozomu non-his-
ton proteinleri sentezleyerek histonlari kendisinden uzaklag-

tirdiginda uyarilara cevap verecek yani aktif hale gelecektir.



Sekil 7 (36). Otozomlarin X kromozom differemsiasyonu ile
ilgili olduklarina dair bazi kanitlar vardir, Insan ve tav-

gsan triploidlerinde (3 otozom : 3 X) artmig olan G6PD

Inaktif Aktif

Beyaz kisimler:DNA

Siyah kisimlar:Histon

Koktalil kisimler:Non~histon
Sekil 7.

aktivitesi, 3 X kromozomu tasiyan bir diploidde (2 ot.:3X)
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bir X aktif iken, triploidlerde 2 X'in aktif kaldigini g¥ster-

mektedir.

Bu model, X kromozomunun daha sonra X'i represe edecek
bir otozomu aktiflestirmesi geklinde tersine de cevrilebilir.
Onceleri X kromozomunun her iki homologu da aktifken, ilgili
gén tiriiniintin iki kat miktarda bulunmasi otozomal represstrii
aktive edebilir, X'lerden biri baskilanir baskilanmaz, kalan
X'in tek doza diisen gen iiriini otozomal repressor lokusunu ak-
tif tutmaya yetmez ve repressoriin etkisi bir X'i aktif biraka-
rak biter. Bu model diploidlerde tek bir X'in aktif kalmasi-
ni agiklar. Triploidlerde, ii¢ otozomal lokusu aktif tutmak
igin 3 kat X'e bagli gen {iiriiniine gerek duyulacaktir. Dolayi-
siyla, X'in baskilanmasi 2 X'i aktif birakarak bitecektir.

Bu modelde, n-ploid bir canlida (n-1) X kromozomunun aktif

kalmasi beklenebilir (36).

Comings'in ileri silirdiigi gibi, bir olasilik da X kro-
mozomunun nukleus ig¢inde belirli bir bolgeye ya da intranuc-
lear organele baglanmasidir. Iki X kromozomu farkl: bolgele-
re baglanirlar ki, bu bblgelerden yalnizca birisi X kromozo-
mundaki genlerin aktivitesini baglatacak molekiillerle etki-
lesmesine olanak verir. Poliploid bir hiicrede bu bdlgeler
artmistir, ve kromozomel aktivitedeki degigiklikler bslgele-
rin sayisaindaki degi§iklik1er1e meydana gelir. Bilinen kro-
mozom baglanma btlgeleri niikklear membran ve nukleolustadir
fakat X inaktivasyon btdlgesi olarak 6zel bir yer bilinmemek-

tedir (36).
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Keselilerdeki paternal X inaktivasyonu icin defigik
bir model ileri siiriilebilir. Onemli olan nokta, yariklanma
boliinmeleri sirasinda anne ve baba kaynakli kromozomlar ara-
sindaki farkin korunmasidir, En basit model, paternal genler
spermatognez sirasinda kapatilirken, disi germ hiicresinde ak-
tif olan maternal kaynakli genlerin yariklanma donemindeki yu-
murtada da aktif kalmaya devam etmesidir. Paternal X inakti-
vasyonu yiiksek memelilerdeki rastgele X inaktivasyonundan
daha basit bir sistemdir. Nitekim Cooper, yiiksek memeliler-
deki sistemin evrimsel olarak keselile:den daha ileri oldugu-

nu ileri sirmiigtiir.

Riggs ve Holliday'in 1975'te ayri ayri ileri siirdiikle-
ri metilasyon modelinde ise, zigotta X'in farklilasmasindan
once metillenmemis durumda olan inaktivasyon merkezi, spesi-
fik bir enzim tarafindan taninarak metillenir, Metilasyon,
DNA iizerindeki sitozin bazlarinin spesifik bir metilaz enzi-
mi araciligi ile, S-adenosyl-L-methionine varliginda, pirimi-
din halkasinin 5. karbonuna bir metil grubunun baglanmasidir.
Burada 5-adenosyl-L-methionine metil grubu vericisi olarak
kullanilir Sekil 8 (16 sf 42)., Metillenmemis bir inaktivas-
yon merkezinin metillenmesi saatler isteyen yavag bir iglem-
dir. Yine de, sonunda primer inaktivasyon merkezlerinden bi-
ri metillenir ve bu da bu kromozomun aktiflegmesine yol agar.
Bu aktivasyonun direkt veya indirekt sonucu olarak iki prote-
in (ya da iki fonksiyonlu bir protein) sentezlenir. Bir pro-

tein (ya da proteinin bir fonksiyonu) metilazi, diger
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Enzim +
5-Adendsylmethionine -
—

Sitozin 5-Metilsitozin

Sekil 8.
metillenmemisg inaktivésyon merkezini metillenmesini olanaksiz
kilacak gekilde degigtirir. Fakat bu sirada, metilaz hala
tek zinciri metillenmig olan yari metillenmis inaktivasyon
merkezini hizla metilleyebilecek durumdadir. Ikinci protein
fonksiyonu ise, metillenmemig inaktivasyon merkezi tasiyan
her X kromozomunun kondanse olmasini ve inaktiflegmesini sag-
lar. BoOyle yari metillenmig bir inaktivasyon merkezini metil-
leyebilen fakat metillenmemis bir inaktivasyon merkezini me-
tilleyemeyen bir metilazin varliginda, X kromozomlarinin
differensiasyonlari replikasyondan sonra da devam edecektir.
(52). Bu modelde, replikasyondan sonra metilazin ta-
niyabilecegi bir bolge olugmasi igin, inaktivasyon merkezi-
nin palindromik bir dizi icermesi gereklidir. Okaryotik
DNA'da genellikle ayni zincir tizerinde bir guanin tarafindan

izlenen sitozinler metillenmektedir. Ornegin;
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dizisi tipik bir metil asyon btlgesidir ve palindromun ig¢ btl-

gesindeki okla igsaretli sitozinler metillenir (45).

Her diploid kromozomal set ig¢in yalnizca bir X kromo-
zomun aktif kalmasini agiklamak igin, X kromozomunun metila-
z1 etkileyerek, sadece hibrit yari metillenmig bolgeleri me-
tilleyebilecek hale getiren bir proteini kodladigi kabul edi-
lir. Bu protein metilaz seviyesinde, veya biraz daha fazla
yapilmalidir. Metilaz ve metilaz inhibitoriiniin birlegmesi
sonucu olugan basit feedback halkasi her diploid otozomal

set icin bir aktif X sonucunu verir (52).

Bu model X inaktivasyonunun su ybnlerini acgaiklar go-
riinmektedir : K311¢111k; bir kere meydana geldikten sonra
inaktivasyon merkezinin farklilagmis durumu korunacaktir,
Yiiksek memelilerde rastgele inaktivasyon; eger spermde X i-
naktivasyon merkezi metillenmemis ise ve kritik metilasyon
olayi fertilizasyondan sonra olursa rastgelelik meydana ge-
lir. Keselilerde paternal inaktivasyon; eger inaktivasyon
merkezinin metilasyonu fertilizasyondan &nce olursa, tercih-
1i maternal aktivasyon olacaktir. Antploidi ve poliploidiler;
Bunlar yukarida basit feedback loop'u ile agiklandi. X'e bag-
11 metilaz inhibitdr seviyesi otomatik olarak, otozomal me-
tilaz gen setlerinin sayisi ile denklestirilir. Ornegin, tet-

raploidilerde, metilasyon iki X kromozomu aktif kalincaya
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kadar siirecektir., Sonraki kusakta geriye doniig;oogenez veya
spermatogenez ya da fertilizasyonu izleyen hizli réplikasyon
sikliisleri boyunca DNA replikasyonu sirasinda DNA metilasyo-
nu 6nlendiginde ,metilasyon sonucu meydana gelen farklilagma
silinir (52), Bu model, inaktivasyonun biitiinliigiinii, yani
inaktivasyon ve kondansasyonun inaktivasyon merkezinden biitiin

X kromozomuna yayilmasini agiklamaz (52).

One siiriilen bu gegitli hipotezlerde genellikle inakti-
vasyonun X kromozomu iizerindeki belirli bir bolgeden basglaya-
rak daha sonra biitiin kromozoma yayildigi diigiiniilmektedir.
Inaktivasyon merkezi ile ilgili kanitlar faredeki X- otozom
translokasyonlarl caligmalarindan elde edilmig, (37) Therman
ve arkadaglarinin ABD'de , Mattei grubunun Fransa'da, morfo-
lojik bozukluk gosteren insan X kromozomlari ile yaptiklari
caligmalarla insan X inaktivasyon merkezinin X'in uzun kolu-
nun proksimalinde yer aldigi anlagilmis, nihayet Xq 12- ql3
btlgesine PGK 1 geni yakinlarina yerlesitirilmigtir. .GYe ki,
bu bdlgenin duplikasyonunda Barr cisimcigi iki parcali goriil-
mektedir., Yayilmanin ise nasil oldugu heniiz tam olarak bili-
nememekle birlikte, metilasyonun burada da bir roli oldugu

kesindir.

Ozellikle genlerin 5' tglarindaki sitozin residiielerinin
metilasyonu transkripsionel aktivite ile iligkilidir. Ortama
5-azacytidine katildiginda, DNA'nip metilasyonu inhibe edilir.
5 azacytidine ve 5 azadeoksicytidine'de pirimidin halkasinin

5. pozisyonundaki C atomu yerine N bulundugundan, metilaz
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bu bolgeyi metilleyemez. Dolayisi ile replikasyon sirasinda
ortama sitozin yerine bu sitidin analoglari katilirsa, yeni
sentezlenen DNA'lar hipometile olur (23). Yapisal olarak
normal bir inaktif insan X kromozomu tagiyan ve HPRT eksikli-
gi gtsteren hibrit bir fare -~ insan somatik hiicre klonu ile
yapilan galigmada, hibrit hiicreler 5-azacytidine ile muamele
edilmig ve insan X kromozomunun reaktivasyonu ve ekspresyonu
incelenmigtir. 5-azacytidine uygulanan hiicrelerde HPRT (+)
klonlarin orani 5-azacytidine maruz kalmamis hibrit hiicreler-
den elde edilenlerden 1000 kez daha fazla bulunmustur ve iso-
electric focusing ile bu HPRT'nin insan enzimi oldugu anlasil-~
migtir, 5 - azacytidine DNA'nin hipometilasyonuna sebep oldu-
gundan, metilasyonun X kro. inaktivasyonu igin bir mekanizma
olabilecegi diigiiniilmektedir. Gergekten, 5-azaC ile hipometi-
lasyona ugratildiginda, inaktif X kromozomunun da aktif X ve
diger kromozomlarla ayni zamanda replikasyon yapmaya bagladi-
g1 gorilmiistiir. Bu zaman degigikligi, aktif kromatin konfor-
masyonunun bir 8zelligi oldugu diiglinlilen DNAge I'e duyarli-
11gan artmasa ile iligkilidir. Bununla birlikte, 5-aza-C
medyumdan uzaklastirildiginda, inaktif X kromozomunun yeniden
gec replike olmaya bagladifi gtzlenmistir. Bu calismalar mor-
folojik olarak farkli X kromozomlari tasiyan kemirici tiirle-
rinin doku kiiltiirlerinde yapilmigstir. Fakat normal kadinlar-
da ve Klinefelter Sendromlu erkeklerde yapilan galigmalar,
5-aza-C'nin inaktif X kromozomlarinin replikasyon patterninde
degigiklikler yaptigini gtstermektedir (23). Fakat goriildiigi

gibi burada Riggs ve Holliday'in metilasyon modelinin tam
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tersi bir durum sz konusudur. Riggs ve Holliday metile olan
X'in aktif kaldigini ileri siirerken, burada metillenmis DNA'‘'-
nin bir demetilasyon ajani ile reaktive olmasi yani metillen-
mis durumun inaktivasyonu dofurmasi soz konusudur (45). Ay-
rica 5—azacytidine ile muamele edilen ve HPRT geni reaktive
olan biitiin klonlarda G6PD ve PGK genlerinin de reaktive olma-
mas1i da X kro.inaktivasyonunun birbirinden ayri iiniteler ha-
linde olduguna i§a;et etmektedir. Bu galigmada degerlendiri-
len ti¢ X markeri olan G6PD,,PGK_ve HPRT, farkli olarak diizen-
lenen segmentler iizerinde bulunabilirler. Bu durum, hig¢ inak-
tive olmayan bazi X kro. bolgelerinin varligina da uygundur

(45)0

Gercgekten, bazi genler aktif X'in yanisira X kromozo-
mu tarafindan da eksprese edilirler ve inaktivasyondan kagan
genler olarak adlandirilairlar. Fazla sayida X kromozomu ige-

ren hiicrelerde bu gen iirtinlerinin miktari da artmis bulunur

(21,

Inaktivasyondan kacan genlerden‘MICZ ile yapilan c¢alig-
malarda, bu genin promoter bdlgesinin yakininda bulunan Hpa
II tiny fragment (HTF) btlgesinin hem aktif, hem inaktif X
kromozomlarinda ve Y kromozomunda metillenmemis durumda oldu-
gu bulunmustur. Oysa inaktivasyona ugrayan genletin yakinla-
rindaki HTF bﬁlggleri yilksek derecede metillenmis durumdadir.
MIC 2 geninin inaktivasyona ugramamasi ve genin 5' ucundaki

HTF bblgesinin metillenmemis durumda olmasi, metilasyonun X
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inaktivasyonunda onemli rol oynadigi kanisini giiclendiren

bir bulgudur (20).

inaktivasyondan kagtigi bilinen lokuslar 12E7 hiicre
yiizey antijenini kodlayan MIC2, eritrositlerdeki Xg yilizey an-
tijenini kodlayan XG, steroid siilfataz enzimini kodlayan STS
ve zinc fingers proteinini kodlayan ZFX genleri grup halinde
X kromozomunun kisa kolunun Xp 22.3-Xpter btlgesine yerlegti-
rilmiglerdir (21,. 54 12 , 8. . ). Bu
bolgede, Xp 22.13 ve Xp 22,3 bantlarini kapsayan iki segmen-
tin S fazinda erken replike olmasi da, buradaki genlerin inak~
tive olmadifina igaret eden sitolojik bir bulgudur. Dahaszi,
bu btlgelerin replikasyonu Y kromozomunun Yp 11.2 ve Yp 11.32
bantlarini kapsayan btlgesininreplikasyonu ile ayni zamanda
meydana gelir ve mayoz sirasinda X ve Y kromozomlarinin bu
bolgeleri arasinda eglegmeve krossingover olur. Bu durum, X
ve Y kromozomlarinin bu btlgelerde ayni genleri tagidiklari-
ni diisiindiirmiistiir. Gercekten de, inaktivasyondan kagan gen-
lerin Y kromozomunun kisa kolunda homologlari bulundufu mole-
kiiler biyoloji teknikleri kullanilarak gtsterilmigtir. (21,54),

Sekil 9 (54)

Bu bvlgede inaktivasyona ugrayan hi¢ bir gen olmadigin-
dan, ilk once bu 1okuslar1n bu btlgede bulunduklari igin inak-
tivasyon sinyallerine cevap vermedikleri diisiiniilmiigtiir. Yani
X inaktivasyonunun tamamen bolgesel bir fenomen oldugu, bu
bolgelerdeki genlerin igerigi ile ilgisi bulunmadifi one sii~

riilmiistiir (8).
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Sekil 9.

Alternatif bir goriis de, her lokusun inaktivasyonunun
ayri olarak diizenlendigi, bir genin inaktive olup olmayacagi-
na-genin bulundufu yer onemli olmaksizin-her lokus icin tek
tek karar verildigi gorisgudir (8), Bu gbrste , X
kromozom inaktivasyonunun 6zel diziler ile meydana geldigi,
STS gibi inaktivasyondan kagan lokuslarin bu dizileii igerme-
dikleri, dolayisiyla inaktive olmadiklari ileri siiriiliir. Ya
da baslangicta bu lokuslar da inaktiflegtigi halde, gerekli
sinyallerin yoklugu yiiziinden inaktif durumun siirdiiriilemedigi

diigiiniilebilir (44).
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AIS9T geni, tsAlS9 fare hiicre soyundaki 1siya duyarli
DNA sentez mutasyonuna komplementer olan ve insan X kromozo-
mu iizerinde bulunan bir gendir (8). A1S9T gen iiriinii-
niin ne oldugu tam olarak bilinmemesine ragmen, bu genin inak-
tivasyondan kacgtigi bilinmektedir (39), Clinki tsA1S9/
insan somatik hiicre hibritleri aktif insan X %ni de, inaktif
insan X'ini de tagisalar, mutasyonun duyarli oldugu 39°C'de
vagayabilmektedir. Ve inaktivasyondan kacan bu gen, X kromo-
zomunun kisa kolunun proksimalinde Xp 11. 3-Xpll.l bodlgesine
yerlegtirilmistir. Bu bulgu, inaktivasyonun tamamen bdlgesel
oldugu goriiglinii glriitmektedir., Ciinkii, bu btlge ile pter'deki
inaktivasyondan kagan gen grubu arasinda inaktivasyona ugra-
yan bir grup gen bulunmaktadir. Yani, inaktivasyon progesi
praksimal kisa koldaki bazi genleri atlayabilmektedir (8),

Ayrica, diger inaktivasyondan kagan genlerin aksine,

Al1S9T'nin Y kromozomunda homologu bulunamamigtir (8),

ZFX geninin de M1C2, XG ve STS grubundan fiziksel ola-
rak ayri oldugunu diisiindiiren bulgular elde edilmigtir fakat
ZFX ile diger grup arasinda inaktivasyona ugrayan genler olup

olmadigi heniiz bilinmemektedir (8),

Fakat, inaktif X kromozomu iizerindeki ekspresyon yapan
genlerin, aktif X kromozomuﬁdaki homologlarina gore daha az
miktarda iirtin verdikleri saptanmigtir. Inaktif X'in karak-
teristik 6zellikleri olan geg¢ replikasyon, yogun kromatinizas-
yon ve farkli DNA metilasyon patterninin bu durumda etkili ol-

dugu diigintilmektedir. Eger inaktif X'in iizerindeki aktif bir
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gen S fazinin son zamanlarina kadar replike olmuyorsa, erken
replike olan homologuna gore ¢ok kisa bir zaman igin hiicrede
iki kopya halinde bulunacak, dolayisiyla daha az iiriin vere-
cektir. Ya da, transkripsiyon yogunbkromatin yapisinin mik-
ro cevresel vzellikleri veya DNA kalibinin anormal metilasyon

patterni yiiziinden yavaglayabilir (41),

X Kromozomunun Reaktivasyonu:

Kesin zamani bilinmemekle birlikte, inaktif X oosit-
lerde mayozdan once reaktive olur. Her iki X kromozomu da
transkribe olur ve higbiri heteropiknotik davranig gostermez.
Mayozda iki X kromozomu normal olarak eglesir ve bivalentle-

ri otozomal bivalentlerden farklilik gbstermez (57).

Ohno ve arkadaglari, profazda oogoniumlarda biitiin X
kromozomlarinin isopiknotik oldugunu, oositlerin X kromatin
(-) oldugunu bildirmiglerdir (22), Buna kargilik
Jagiello ve grﬁbu tarafindan geligimin 17.,haftasindaki bir
46,XX ve bir 46, XX/47, XXX kromozom yapisindaki iki fetusun
oogoniumlarainda seks kromatin (+) bulundugu, ve immiinosito-
kimyasal yontemlerle inaktif X kromozomunun metillenmis durum-
da oldugunun anlasildigi bildirilmistir (28). . Bu
zamanda da agagi yukari l.mayozun baglangicina denk gelmekte-

dir (66).

Erkekte ise tam tersi bir durum stzkonusudur. Mayozun
zigoten ve diploten evreilleri arasinda hem X hem de Y kromozom-

lari hetoropiknotik hale gelir vespermatogenez sirasinda trans-
kribe olmazlar (57).
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X KromozomAnomalilecri

Ve

Etki-

ler i:

Sayisal Anomaliler

45, X0 (Turner Sendromu)

Hastalik ilk kez 1938 yilinda Turner tarafindan tanim-

lanmigtir. 1954'te Polani ve ayrica Wilkins boyle olgularda .

X kromatini olmadigini gostermigler, 1959'da ise Ford sendro-

mun kromozom kurulusunun 45, X0 big¢iminde oldufunu bulmustur

(3).

Tablo 3'de bu sendromda goriilen baglica bulgular ve

sikliklari goriilmektedir.

TABLO 3 ¢

B U L G U

Kisa boy

Gonadal disgenesis

Kisa boyun

Cubitus valgus

Acikligi artmigs meme uglari
Nevus pigmentosus

Gecikmis kemik yasgi

- Kisa 4. metakarp

Pterygium colli

100
91
77
77
74
64
64
55
42
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45, X0 kromozom yapisi, ebeveynlerden birinde mayoz
btliinmede meydana gelen bir non-disjunction ya da anafaz lag
olayi ile olusan ve X kromozomu tagsimayan bir gametin normal
bir gametle birlegsmesi sonucunda meydana gelir. Andploidile-
rin temel olug mekanizmasi olan non-disjunction (kromozom ay-

rilamamasi) ve anafaz lag (anafazda geri kalma) -Sekil 10'da

goriilmektedir (3), Bﬁlﬁnmeye hazirlik dvneminde iki
/."\
/ \
/ \
{ \
I
| 1
. \\ l
S /
\\ /

LN y N\ 7/

N N
normal anafaz lag  nondisjunction

Sekil 10.
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katina g¢ikan kromozomlar metafaz evresinde ekvatoriyal diizlem-
de toplanirlar, sentromerlerinden uzunlamasina ikiye boliinerek
her yarim ayri bir kutYa gider ve boliinme tamamlanir. Kromo-
zom ayrilamamasi (non-disjunction) durumunda kromozomlar bir-
birlerinden ayrilamazlar ve bir kutba iki yarim birden gider-
ken, diger kutba kromozom gitmez (3). Anafazda. .geri kalma
(anafaz lag) olayinda ise, normal olarak uzunlamasina bbdliine-
rek kutuplara gekilmekte olan kromozomlardan biri hareket et-
mekte gecikir ve ya homologunun bulundugu kromozom grubuna
katilir, ya da boliinme sirasinda kaybolur. ~Eger homologunun
bulundugu hiicrede kalacak olursa, bir hiicrede ayni kromozomdan
bir yerine iki tane bulunurken diger hiicrede hig bulunﬁayacak,
sonu¢ kromozom ayrilamamasina benzeyecektir. Fakat sitoplaz-
ma bodliinmesi sirasinda kaybolursa, hiicrelerden biri normal
kromozom sayisina sahipken, digerinde bir kromozom eksik ola-

caktir (3).

Bu olaylar mitoz boliinme sirasinda da gﬁrﬁlebilir, fa-
kat boliinme tiiriine gtore ortaya ¢ikan sonug da degisik olur.
Ornegin mitoz boliinmedeki kromozom ayrilamamasi, dllenmeden
sonraki evrelerde ortaya c¢ikarsa, kusurun ortaya giktigi za-
mana bagli olarak, kisinin hiicrelerinin bir kisminda kromozom
sayisi normalden fazla, bir kisminda normalden az olacaktir.
Yani mozaik bir yapi goriilecektir (3). 1Iki normal gametin
birlesmesiyle meydana gelen bir zigotta, fertilizasyondan
sonraki bdliinmelerdebimon disjunction sonucu 45, X0/46, XXX,

ve lag sonucu 45,X0/46,XX yapisindaki mozaik Turner Sendromlu
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hastalar meydana gelebilir. Bu hastalarda hastaligin klinik
bulgulari 45,X0 ve 46, XX hﬁcrelerin oranina gbre tipik Tur-
ner Sendromu bulgulari ile normal arasinda degisiklik gister-

mektedir.,

Anne yasgi arttik¢a gamet olusumu sirasinda non-disjunc-
tiona egilim arttigindan, andploidilerde siklikla anne yasi
artmig bulunur. Fakat Turner Sendromunda anne yasinin etkili

oldugu goriilmemigtir (3)..

47 ,XXX (Triple - X Sendromu) :

i1k kez Jacobs tarafindan 1959'da tanimlanmistir. Kar,
yotipte iki yerine ii¢ X kromozomu ve-dolayisiyla total olarak
47 kromozom bulunmaktadir : 47, XXX. X kromatin sayisi iki

tanedir.

Bu hastalarda goriilen baglica bulgular; onikoid yapi,
az gelismis meme, erkek tipi killamma, primer ya da sekonder

amenore, prematiir menapoz ve sterilite, mental problemler.

Ortalama maternal yag 32,8'dir. Genel toplumdaki sik~-

111 her 1000 kiz dogumda 0,8 dir (3)

Ayrica 48, XXXX ve 49, XXXXX kromozom yapisindaki ol-

gulara da rastlanmigtir (3).
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Yapisal Anomaliler :
46, Xi (Xq) :

45,X0 fenotipine en yakin fenotipi veren yapisal ano-
malidir. Sitogenetik inceleme yapilmadan 45,X0 Turner hasta-
larindan ayird edilemezler (16). Ayrica en sik goriilen yapi-
sal cinsiyet kromozomu anamalisidir (14). Biitiin yenidoganla-
rin yaklagik %o 0,002'si mozaik ya da saf halde izokromozom
Xq igerirler. Turner Sendromu hastalarinin ise Z%Z15'i izo Xq

tagirlar (26).

Solid boyamada izo Xq sekil ve biiylikliik olarak 3 numa-

rali kromozoma benzer (14).

izokromozomlar anne ya da baba kaypakli olabilirler
(26) ve bir boliinme hatasi sonucu meydana gelirler. Metafaz-
da i ipliklerine sentromerleriyle tutunan kromozomlar normal
olarak uzunlamasina bdliinerek ikiye ayrilirlar. Boylece ayri
ayri kutuplara giderek yeni hiicreyi olusturacak iki kromozom
yarimi,hem 6zgiin kromozomun, hem de birbirinin &zdegidir.
Ancak sentromer enlemesine boliinecek olursa, yavru hiicreler-
den birinde kromozomun yalnizca kisa kollari bulunurken, di-
gerinde yalnizca uzun kollar bulunacaktir. Buna karsgilik,
hiicrelerin birinde kisa koldaki, digerinde uzun koldaki gen-
ler hi¢ bulunmaz ve olugacak yeni kromozomun iki kolunda da
ayni genler bulunur. Yani ayni anda bir kolun duplikasyonu,

digerinin ise deficienti stzkonusudur. Median goriiniimlii bu
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kromozomlara izokromozom adi verilir. Sekil 11 (3). Fakat

' : amommss® Normel
~ <
! - N eomcesmms  Normel
U oot lzokromozom
------- 4 . /
n \ emscesse [zokromozom
Sekil 11.

bunlarin yanisira iki sentrom iceren (dicentric) izokromozom~
lar vardir ki, bunlarin genellikle Xpll bﬁlgesinde izokroma~-
tid kariklari ve yeniden birlesmesi sonucu meydana geldigi
diigiinlilmektedir. Ayrica asimetrik X:X translokasyonlari, bir
parasentrik inversiyon bolgesindeki bir crossing over, iki X
kromozomunun bir quadri radial olusturmasi ve parga degigimi

yapmasi gibi olusum mekanizmalari da bildirilmektedir (26).

Cok sayidaki X'e bagli RFLP'den yararlanarak izokromo-
zomun iki kolunun da ayni mi oldugu, yoksa bazi lokuslar igin
heterozigot mu oldupu anlagilabilir. Bu da izokromozomun olu-

sum mekanizmasi konusunda fikir verir (26).
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Uzun kol izokromozomu tagiyan olgularda Barr cisimci-
i normalden daha biiyiik olarak gbzlenir. Parental yagin et-

kili olmadigar bildirilmigtir (9).

46, Xi (Xp) :

Insanda Xpi pek sik goriilmemektedir (61). Bunuyn nede-
ni olarak Therman uzun kolun proksimalinde X inaktivasyon mer-
kezinin bulundugunu, bu bdlgeyi igermeyen kromozomlarin inak-
- tive olamayacagi, dolayisiyla tel (Xp) va da i(Xp) tasiyan
hiicrelerin iki ya da ii¢ aktif X kisa kolu igereceklerini ve
yagayamayacaklarini ileri siirmektedir (60). Ayrica Xpi'yi

Xgdden sitogenetik olarak ayird etmek oldukg¢a zordur (10).
46, Xr (X) :

Turner Sendromu hastalarinin yaklagik %5'ini olugtu-
ran halka (ring) X kromozomu tasiyan bireyler genellikle mo-
zaiktirler, Hastalarin cogu 45,X0/46,Xr (X) kromozom yapi-
sindadir (4). %100 oraninda kisa boy goriiliirken, diger kla-
sik Turner bulgulari daha hafiftir (4). Normal seksiiel ge-

lisme ve fertilite goriilebilir (4).

Halka kromozom, kromozomun iki ucunda iki karik olugu-
mu ve bu kirik uglarin birbiriyle birlegmesi sonucunda meyda-
na gelir. Sekil 12 (3). Ucglardan kopup kaybolan parcalarin
biiytikliigiine ve mozaisizm oranina gore, fenotipe etkisi defig-
kenlik gosterir. Ornegin, X kromozomunun uzuh ve kisa kolla-

rinin distal uglarinin kaybi fertiliteyi etkilememektedir (4).
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 gekil 12.

Yine kaybolan parcalarain biiylikliigline gore, halka kromozomunun
biiyiik1liigii de degigkenlik gosterir. Barr cisimcifi normalden

kiicik olarak gozlenir (14).
46, X (Xg=) :

Uzun kol delesyonunda fenotip hastadan hastaya gok
farkililaik gosterir. Turner Sendromu bulgularinin g¢ogunu
tagiyan hastalarin yanisira, normal boyda, somatik anomali-
leri tagimayan, sadece gonadal disgenezisi bulunan hastalar
da tanimlanmigtir. Delesyona ugrayan parcganin biyikliigiine
ve kirilma noktasinin yerine gore fenotipte farkliliklar

goriilmektedir (14).
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46, X (Xp-) :

Yine kaybolan parganin bﬁyﬁklﬁgﬁne gbre degigsen Ozel-~
likler goriiliir. Kisa boy, gonadal disgenesis, ve somatik o-
zellikler goriilebilir (14). tel (Xq) tasiyan hastalarin yak-
lagik yarisinda primer amenore goriiliirken, kisa kolun yarisi-

nin kaybinda amenore gbriilmez (58).

Yayinlanan iki interstisyel Xp delesyonunda birinde
Xp21l bvlgesinin delesyonu vardir ve Turner 8zellikleri tasi-
yan hasta normal gonadai fonksiyona sahiptir. Diger olguda
ise, delesyon Xp2l'in kii¢iik bir pargasini, (Xp21.2-p21.4),
igermektedir ve fenotip mental retardasyon diginda bir anoma-
1i gostermemektedir (67). Xp- ve Xq - olgularinda semptomlar

agagi yukari benzerdir (58).

X'in kisa kolunun, 6zellikle Xcen-Xpll btlgesinin ek-
sikligi, tam bir Turner Sendromuna sebep olabilir. Bununla
birlikte, Turner semptomlari ge§itliVXp ve Xq delesyonlarina
bagli olarak tek tek de ortaya ¢ikarlar. Xp- tasiyicilari
%65, Xq- tasiyicilari %93 oraninda gonadal disgenezi gﬁste—
rirler., Buna kargilak, biitiin idic (Xp-) ve idic (Xq-) kro-
mozomlar primer ya da sekonder amenoreye yol agarlar. Xq de-
lesyonlari Xp delesyonlarindan farkli spesifik semptomlara
yol agmaz. Bu durumu agiklamak lizere Therman ve Susman 1989'
da bir hipotez ileri siirdiiler. Tam olarak inaktive olan b&l-
gelerin delesyonlari herhangi bir semptoma yol acar goriinme-

mektedir. Bu ylizden bu aragtiricilar xcen-pll blgesinin
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normal bir inaktif X'de daima aktif kaldigini fakat delesyo-
na ugramig X kromozomlarinda, dzellikle de Xqg-kromozomlarda
inaktiflestigini diigiinmiislerdir. Bazi durumlarda inaktivas-
yon kisa kolun ucuna kadar yayilabilir. Bu da Xg ve SIS gen-
lerinin farkli davranigini ve bazi Xg- tasiyicilarindaki kisa
boyu agiklar (65). Anormal yapili X kromozomlarinda Xg loku-
sunun inaktive oldufu yolunda bulgular vardir (49). OQositle~
rin yasayabilmesi ic¢in tam bir kromozom e§le§mési olmasi ge-
rekli goriinmektedir. Delesyona ugramig X kromozomlari normal
X'te bir bblgenin eslegememesine ve isodisentrik kromozomlar
da giftlesmede bazi karigikliklara sebep olarak oositlerin

atrezisine yol acarlar.

Sentrik Fragmentler:genellikle 45X/46(xf) mozaik yapi-
sindadirlar. Sentrik fragmentler X (ya da Y) kromozomunun her
iki kolunun delesyonu sonucunda meydana gelirler., Hiicreler

de Barr cisimcigi seklinde gtze cgarpmazlar (14).

Bu tiir yapisal bozukluk gtsteren bir X kromozomu tagi-
yén hiicrelerde, daima anormal X'in inaktive oldugu ve Barr
cisimcigini olugturdugu bildirilmektedir (17). Uzun kol izok-
romozomu gibi kromozomun biiylikliigini arttlran.durumlarda Barr
cisimcigi normalden biiylik, kromozomun boyunu kii¢iilten delesyon
ve halka kromozom durumlarinda ise Barr cisimcigi normalden

kiigiik olarak gvzlenmektedir.

Sekil 13'de, X kromozomunun degisik btlgelerinin mono-
zomi, disomi ve trizomisi durumlarindaki inaktivasyon pattern-

leri ve fenotipe etkileri goriilmektedir (66).
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X- 0tozom Translokasvyonu

Dengeli X~ otozom translokasyonlari iki gruba ayra-
lir : Bir kism normal kadinlardir, fakat eger kirilma nok-
tasi Xq 13 ve Xq 27 arasinda ise gonadal disgenezi goriiliir.
(64,58). Mijin ve arkadaglarinca 1981'de tanimlanan X:9(q24
q34) kromozom yapisindaki hastada ovarian disfonksiyon gori-
lﬁrken, Leisti ve ark. tarafindan 1975'de, J 2nkins ve ark.
tarafindan 1974'de tanimlanan, kirilma noktalari Xqll ve
Xg28 olan dengeli X-otozom translokasyonlari tasiyan kadin-
lar fenotip olarak normal ve fertildirler (13). Kiriklarin~
da gonadal disgenezi goriilen bu bdlge Sarto ve ark. tarafin-~
dan tanimlanan kritik bolgedir ve normal seksiiel gelisimin
olabilmesi ig¢in hiicrede iki saglam kritik bdlgenin bulunmasi
gerektigi diislinlilmektedir (64). Fakat Xq2l-q24 bolgesindeki
bir delesyonun normal fenotipe izin verdigi ve Xq22-q24 bol-
gesinden kisa bir parcanin ayni kromozomda Xpll bandina in-
sersiyon yapmasi durumunda gonadal disgenezi meydana geldigi
bulgularina dayanarak Madan, normal geligmeyi onleyen etkenin
kritik bolgedeki bir kirik degil, bu bdlgeden bir lokus (ya
da lokuslar) ile kritik bvlge disindan bir lokusun birlegme-
si oldugunu ileri siirmiigtiir (38). Istanbul Universitesi Cer-
rahpaga Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim
Dali Genetik ve Teratoloji Bilim Dali'na 1979'da bagvuran ve
45,X0/46, XXq-,t(Xq,Fq) kromozom konstitiisyonu tespit edilen
bir olguda da primer amenore ve hafif bazi Turner Sendromu

bulgulari vardir.
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Normal seksiiel geligmeyi onleyen etken konusundaki i-
kinci bir hipotez de, bilitiin hiicrelerde ayna X'in inaktive

olmasinin gonadal geligme ile ilgili olduBu goriigiidiir.

Dengeli translokasyon tagiyicisi erkek fareler steril-
dirler. Insanda da, ayni translokasyonu tagiyan kizkardesle-
ri ve kiz yegenleri fertil olduklari halde, resiprokal bir X
otozom translokasyonu tagiyan iki erkek kardegin steril ya da
semisteril oldugu goriilmiigtiir. Burada X iizerindeki kirik nok-

tasi kritik bdlgenin disgindadir (59).

Dengeli X-otozom translokasyonu tasiyan biitiin kadinla-
rin lenfositlerinde normal X kromozomunun inaktive oldugu
gozlenmektedir. Bununla birlikte, diger dokularda da yapilan
caligmalarla, bir c¢ok vakada translokasyon kromozomlarindan
birinin inaktiflegtifi minor hiicre gruplari bulundugu anlagil-
mistir (64). Hellkuhl ve ark., tarafindan 1982'de sunulan &r-
nek ilgingtir : Biitiin lenfositlerinde normal X'in inaktive
oldugu bulunan 46,X,t (X;3)(g28;q21) kromozom konstitilisyonlu
bir kadinin 117 fibroblastinda normal X ge¢ replike olurken,
61 hiicrede Xq+ kromozomun inaktive oldugu ve bu hiicrelerde
inaktivasyonun translokasyon kromozomundaki 3.kromozom parga-

sina yayilmadigi gozlenmistir (64).

Ineklerde de bir X-otozom translokasyonunda normal X'-
in gec¢ replike oldugu bildirilmigtir. Buna kargilik, dengeli
X-otozom translokasyonu tagiyan farelerde inaktivasyon az gok

rastgeledir (59).
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Dengesiz X-otozom translokasyonu tagiyan hastalarda i-
se, (genellikle multiple ahomalilerle birlikte mental retar-
dasyon gbsterirler) semptomlarhangi otozomal segmentin tri-
zomik olduguna ve kromozomun inaktivasyon patternine gtre de-
gsir. Dengesiz X-otozom translokasyonu tagiyicilarinda hiicre-
den hiicreye degigik inaktivasyon patterni gbriilebilir (64).

Bq tiir olgularda genellikle anormal X kromozomu inaktive olur
ve inaktivasyon otozomal parcaya yayilabilir ya da yayilmaya-
bilir (64,61). Sekil 13'de, bilinen 46,X~otozom translokas-
yon tasiyan olgular goriilmektedir. Soldaki 3 olguda, otorad-
yografi galigmalari ve hastalarain bulgulari inaktivasyonun o-
tozomal segmente yayilmadan sonra erdigini gostermektedir.
Sagdaki 3 olguda ise, inaktivasyon otozomal segmente de yayil-
mistir. Bu 6 olgudan g¢ikan sonug, inaktivasyonun kisa kola
transloke olan otozomal segmentlere yayilabildigi, buna kar-

g1lik uzun koldan otozom pargasina gecemedigidir (59).

Mashkova ve Verlinskaja 1976'da yaylﬁladlklarl X krozo-
munun kisa kolunun parsiyel delesyonu ve 2, kromozomun parsi-
yel trizomisi olan 46,X,t (X,2)(Xqter+Xpll::2q36+2qter) kromo-
zom yapili hastada anormal X inaktive olu;ken, dengeli X-oto-
zom translokasyonu tagiyan ve anormal kromozomu hastaya veren
46,t(X,2)(Xqter-Xpll ::2q36+2gter; 2pter-2q36 : : Xpll+Xpter)
kromozom yapili annesinde normal X kromozomunun geg¢ replike

oldugunu bulmuglardir (14).
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X-X translokasyonlarinda da yine kirilma noktasinin
pozisyonuna gore, biitiin Turner Sendromu bulgulari ya da sa-
dece gonadal disgenezi gibi cgegitli fenotipler goriilebilmek=-

tedir (67).

Ne tiir olursa olsun, anormal yapili bir X krozomu ige-
ren hiicrede genetik acidan en dengeli durumu verecek olan i-
naktivasyon patterni gtzlenmektedir, Baslangigta rastgele i~
naktivasyon olurken, daha dengeli olan hiicrelerin yagayip,
dengesizlerin elimine olmasi ile bu sonucun ortaya ¢iktigi di-

siinilmektedir.

Sekil 14'te, defekti Turner Sendromu belirtilerine yol

K -

182 boy Aktif bslge
Etki yok
Turner S. o
belirtileri Aktif bblge?
‘Délesyona
b e Litstpenre
Gonadal X
disgenezi Kritik bolge
Etki yok?

Sekil 14.



- 46 -

acan X kromozom bslgeleri ve sebep olduklari bulgular goriil-

mektedir (64).

Anormal X Kromozomunun Fenotipe Etki Mekanizmalarai :

Anormal X kromozom yapilarinin fenotipi nasil etkile-

digini aciklamak lizere gegitli hipotezler ileri siiriilmiigtiir.

Bunlardan baglicalari gunlardir :

(=Y
|

X kromatini miktari fenotipe etki yapar.

Hiicre sikliislinilin siiresinin degismesi fenotipi. et-

kiler.

Hiicrelerin gogunda ayni X aktif oldugundan, bu X
kromozomundaki resesif bir gen hemizigot durumda

bulunur ve gonadal disgenezise neden olur.

Fenotipteki kusur X inaktivasyonun meydana gelme-

sinden daha ©nce olur.

Anormal X kromozom yapisi, inaktif X kromozomlari-
nin oogoniumlarda reaktivasyondan sonra etkisini

gosterir,

Inaktif X kromozomundaki aktif bﬁlgelerin sayisi-

nin degigmesi fenotipe etki eder.

Normal seksiiel geligme igin her iki X kromozomun-

daki Xql3-q27 bolgesinin saglam olmasi gerekir.
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Bu bolgedeki bozukluk gonadal disgenezise yol agar.

8 - Anormal X kromozomu, normal ve anormal X'in aktif
oldugu hiicreler arasindaki seleksiyon periyodunda

etkisini gosterir.

9 - Orijinal X inaktivasyonu zannedildigi kadar rast-
gele degildir. Ya da birkag X kromozomu tagiyan
vakalarda biri harig¢ biitiin X kromozomlari inaktif-
tir, fakat inaktif X kromozomlarinin asenkronik

davranisi fenotipik anormalliklere yol agar (58,56).

Bu sayilan hipotezlerin hicbiri tek bagina yeterli de-
gildir ve hicbiri bir digerini bertaraf edemez. Ayrica, her-
hangi bir X kromozom anomalisi fenotipi birden fazla yoldan

etkiliyor olabilir (58).

Tablo 4'te anormal X kromozom yapisinin meydana getir-

digi fenotipik etkiler ve olasi agiklamalar goriilmektedir (58).
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inaktif X Kromozomunu G&6ster -

me Yontemlerdi:

Bu yontemlerin ilki, 1960'larda uygulanmaya baglanan
otoradyografidir., Bu ytntemin temeli,‘hﬁcre sikliisiiniin DNA
replikasyonunun yer aldigi sentez fa21néa ortamda DNA yapisi-
na girebilecek radyokatif bir maddenin bulundurulmasidir.
Radyoaktif madde izotopu olarak tritium (3H) ve DNA'ya ozgi
madde olarak da timin bazi kullanilmaktadir. Ancak timin tek
‘ba§1na degil, deoksribonukleozid yani timidin (timin bazi +
deoksiriboz) olarak kullanilir (3). Timidin, tiritium . ile
igaretlenerek hem DNA'ya &zgii, hem de radyoaktif olan 3H-timi-
din elde edilir. S fazinin belirli donemlerinde ortama 3H-
timidin ilave edildiginde, DNA'nin bundan sonra replike olan
kisimlarinda 3H-timidin DNA'ya inkorpore olacak ve daha sonra
preparat bir fotofraf filmi ile temas ettirildiginde, 3H-timi-
dinli btlgeler fotografta parlak noktalar halinde goriilecek-
tir. Boylece, hangi DNA bslgelerinin 3 H-timidin ilave zama-
nindan once, hangi btlgelerin sonra replike oldugunu anlamak

mimkiin olacaktir.

Bu galigmalarda, S fazinin son zamanlarinda, ornegin
kiiltiriin sonlandirilmasindan 6 saat once, (ki bﬁ zaman asagi
yukari S fazinin son bir saatine denk gelmektedir). Sekil 15

normal kadinlarda *H-timidin ilave edildiginde,
diger kromozomlara gore ¢ok fazla isaretlenmis bir C grubu

kromozomu bulundugu saptanmistir, Daha sonra, anormal yapili
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mitoz

«__t_lvépm G,

0 12 25 36 4%

-~ kiiltiir stiresi (saat)

S :Kiiltir ortemndeki -H-timidin
Gy :I1k bliylime periyodu

S :DNA sentezi

G, ;Pre-mitotik evre )

Sekil 15.

X kromozomu tasiyan bireylerle yapilan g¢alismalardan, bu faz-
la isaretli kromozomun X kromozomu olduguna dair kanitlar el-

de edilmigtir (6,5), Resim 2

Bu yontemi tersine gevirerek, S fazinin baglarinda
3H-timidin uygulamak da olasidir. 5-fluoro-2'deoksiuridin
(FUdR) ile senkronize edildiklerinde, hiicrelerin ¢ogu S fazi-
nin baginda bloke edilir. Daha sonra FUdR'li medyum yikana-

rak blokaj kaldirilir ve hiicreler 3H-timidinli meyduma



Resim 2.




- 52 -

alinir. Isaretleme siiresi sonunda radyoaktif medyum bosalti-
lip, ortama normal timin konarak 3H-timidin uygulamasi sona
erdirilir. Bu durumda da, iki X kromozomundan biri ya da
daha fazla X kromozomu varsa birihari¢ hepsi soluk goriinecek-

tir. (51,

Otoradyografide, yanyana gelen radyoaktif tanecikler
erken ve gec replike olan bolgelerin sinirlarinin kesin ola-
rak ayird edilebilmesini onler. Ornegin parsiyel inaktifle-
sen bir translokasyon kromozomunda inaktivasyon siniri kesin

olarak ayird edilemez(59).

Otoradyografinin sinirli olan rezoliisyon giiciine karsi-
11k, 1973'te Latt, DNA'ya BrdU inkorporasyonunu takiben fluo-
resan Hoechst 33258 boyasi ile boyayarak yeni bir teknik ge-

ligtirmistir (33).

DNA'ya timidin yerien 5-bromo-2'deoksiuridin (Brdu)
girmesi kromatinin boyanma &zelliklerini degistirir. Bu du-
rum, G,R ve T bantlarinin, kardes kromatid degismelerinin ve
disi hiicrelerinde geg replike olan X kromozomunun gtsterilme-

sinde kullanilabilir.

Bir timidin analofu olan BrdU'nun inkorpore oldugu
kromozomlar daha sonra A-T baz ¢iftlerinde DNA'ya baglanan
bir bisbenzimidazol tiirevi olan Hoechst 33258 (bis Benzimide
(2'- E—HydroxyphenyIJ-S— [}-methyl—l—piperazinyl] - 2,5' -bi-

1H-benzimidazol2) ile boyandiginda boya normal poly (dA-dT)
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bolgelere baglandiginda verdigi fluoresans etkiden daha az
etki gosterir ve bu bolgeler daha soluk fluoresans verir.
Burada temel olay Brom gibi polarize olabilen agir metalin,

organik boyanin fluoresansini degigtirmesidir (12, 22

1974'te Kato, DNA'ya BrdU inkorporasyonunu takiben
Hoechst 33258 yerine, akridin oranj kullanarak benzer sonug-

lar elde ettigini bildirmistir (31).

Daha sonra, boyama ytntemine Giemsa boyasi da adapte
edilerek, fluoresan boyanin zamanla solmasi gibi teknik giig-
liikkler de giderilmig ve kalici preparatlar elde edilebilmig—
tir. Yapisinda BrdU bulunan DNA, Hoechst 33258 boyasina BrdU
igermeyen DNA bolgelerinden daha siki baglanmakta ve 1s18a
birakildiginda boyayi kolay birakmamaktadir. Bu nedenle, da-
ha sonra preperat Giemsa ile boyandijinda BrdU tasiyan DNA

daha agik boyanmaktadir (43,12,32).

Bu yontem, replikasyonun degisik donemlerinin saptan-
masina ya da tek bir hiicre cevrimi icerisinde erken ya da geg
replike olan bolge ve kromozomlari ayirdetmeye uygulanabilir.
BrdU bir hiicre devrinin son doneminde (B pulse) uygulandigin-
da, erken replike olan kromozom bolgeleri parlak (Giemsa ile
koyu) boyanacak ve elde edilen pattern R bandina benzeyecek-
tir. Buna kargilik, BrdU hiicre devrinin erken déneminde ko-
nulursa, (T pulse), gec replike olan kromozom bolgeleri par-
lak (Giemsa ile koyu) boyanacak ve pattern G bantlarina ben-

zeyecektir. Homologlar genellikle benzer bant ornekleri
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gosterirler, fakat X kromozomu buna istisna olusturur (24).

Daha yeni olarak, DNA'ya BrdU inkorporasyonunu takiben
BrdU monoklonal antikorlari kullanarak immiinokimyasal boyama

yontemleri de gelistirilmistir (30).
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A, Materyal :

Caligma 1977-1990 yillari arasinda Cerrahpasa Tip Fa-
kiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali Genetik
ve Teratoloji Bilim Dali'na bagvuran ve Turner Sendromu tani-
s1 konulan defisik kromozom yapisindaki 20 hasta iizerinde ya-
p;ilmak iizere planlanmistir. Bu yillar arasinda bagvuran
toplam 92 hastanin taranmasi ile uygun oldugu saptanan 30 has-
taya mektup ile gagrida bulunulmug, bu cagriya olumlu yanit

veren 10 hasta ile galigilmistir.

Ayrica Turner sendromu sgiiphesi digindaki nedenlerle
bagvuran ve normal kromozom konstitiisyonu tespit edilen 5

hasta ile de yontemin iglerligi kontrol edilmistir.

Hastalarin kromozom konstitiisyonlari ve genel olarak

bulgulari Tablo 5'de goriilmektedir.



TABLO 5
Olgular
1- D.E.
2= 5.5
3= 1S« hs
4- C.A.
5—_A.S.
7- N.A.
8- 0-G
9- N.A.

10- S.B.

B. Metod :
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Kromozom Kons.

46, X(Xp-)

46,Xi (Xq)

45,X0/46 ,X(Xf)

46,X(Xm)

45,X0/46,Xi (Xq)

46,Xi (Xq)

46,Xi (Xq)

45,%0

46 ,XX

Bulgular

Turner Sendro-
mu bulgulara
Turner Sendro-
mu bulgulara
Turner Sendro-

mu bulgulari

Sekonder ame-

nore

Turner Sendromu

bulgulari

Primer amenore,

cubitus valgus

Turner Sendro-

mu bulgulari

Turner Sendro-

mu bulgulara.

Primer amenore

Calisma, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiilte-

si Genetik ve Teratoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (GETAM)

Sitogenetik Laboratuarinda yapilmistir.
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Bu caligmada, inaktif X kromozomunu gosterebilmek igin
S fazinin son zamanlarinda DNA'ya BrdU inkorporasyonunu taki-
ben, akridin oranj, alkali ortamda Giemsa ve Hoechst 33258+
Giemsa boyama yontemleri denenmis ve hastalar iizerinde uygu-
lanmak iizere BrdU inkorporasyonundan sonra Hoechst 33258+Gi-

emsa (RBG) boya yontemi uygun bulunmustur.

Ayrica, hastalardan alinan yanak mukozasi epiteli or-
nekleri krezilviyole ile boyanarak X kromatini yoniinden ince-

lenmigtir.,

Kullanilan Soliisyonlar :

1 = Besi Ortami &
Steril odada, steril kosullarda;

80 ml RPMI 1640 Medium (Gibco)

20 ml Fetal Calf Serum (Gibco)

0,2 ml (5000 ) Penisilin krist. (25000 {i/m1)
0,2 ml (0,01 gr) Streptomisin (0,05) gr/ml

1,5 ml Phytohaemaglutinin (Difco)

100 m1'1ik steril sigeye konarakstok besiyeri hazir-
landi. Bu stok besiyerinden 6zel vidaly kapakli tiiplere 5'-
er ml konarak, kapaklarzi kapatildiktan sonra agizlari flaster-

le sarilip buzluga kaldirildi.
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2 - BrdU Soliisyonu

6,5 mg BrdU (Sigma) 12,5 ml RPMI 1640 medyumda ¢oziil-
di. Stok olarak hazirlanan bu soliisyon kapakli bir tiipe ko-

nup siyah kilifa sarilarak +4 derecede buzdolabinda saklandi.

3 - Hoechst 33258 gtok Soliisyonu:

lmg Hoechst 33258, 10 ml bidistile suda ¢oziildii. Bu
stok soliisyon agzi kapakli parafilmlenmig ve siyah kilifa

sarilmig bir tiipte +4 derecede buzdolabinda saklandi.
4 - Hoechst Boyasi :

100 ml 2XSSC igine pastor pipeti ile stok Hoechst so-

liisyonundan 2 damla, (0,05 ml) ilave edildi.
5. = 2XSSC Soltisyeéniu 3

17,532 gr NaCl (Merck) ve 8,823 gr Na-sitrat (Merck)
tartilip karigtirildi ve 1 litreye distile su ile tamamlana-
rak stok 20XSSC soliisyonu hazirlandi. Kullanilacagi zaman
bu stoktan 10 ml alinarak 100 ml'ye distile su ile tamamlan-

di ve 2XSSC elde edildi.
6 - Giemsa Boyasi :

5 ml Giemsa losung (Merck) 95 ml pH = 6,8'lik Stransan

tamponu igine ilave edildi.
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7 - Soransan Tamponu :

9,94 gr/it¥lik NaZHPOA Ve 9,53 er/IE Lik KHZPOA stok
soliisyonlari hazirlandi. Her iki stok soliisyondan esit mik-
tarda karistirildiktan sonra NaZHPO4 ilave edilerek pH 6,8'e

ayarlandi.

I glemlier.:

Kiiltiiriin Yapilasa

Kiltlir vasatlari buzluktan g¢ikarildiktan sonra oda si-
cakliginda su iginde tutularak ¢oziindiiriildii. Hasta venasin-
dan heparinli steril enjektdrle alinan 1-1,5 ml kandan 1 no'
In igne ile 13'er damla (0,3 ml) besiyerlerine ekildi. Her
hasta icin en az dort tiip kullanildi. Steril odada steril
kosullarda gergeklestirilen ekim islemleri sirasinda igne ve
tiplin agzi alevden gegirildi. Ekim yapilan tiipler agizlara
kapatilip flasterlendikten sonra hafifce calkalanarak 37 de-
recelik etiive kondu. Kiltiiriin 65, saatinde stok BrdU soliisyo-
nundan 1 ml'lik insiilin enjektorii ile 0,05 ml tiiplere ilave
edildi ve yeniden etiive kaldirildi. 70, saatte tiplere 0,1 ml
Colcemid (CIBA 0,1 mg/ml olarak distile su ile sulundarilmis)
ilave edildi ve yine etiive kaldirildi. 72 saatlik kiiltiir sii-
resi (iki hiicre sikliisii) sona erdiginde tiipler etiivden ¢ika-
rildi, igerikleri 15 ml'lik temiz, kuru santrifiij tiiplerine

bogaltildi ve 7 -dakika 1100 rpm'de santrifiij edildi. Ustte
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kalan sivi (supernatan) aspiratorle cekilerek atildi. Tiipler
vorteks iizerinde karigtirilirken cokelti iizerine 0,075 M KC1
(5,59 gr/lt KC1) eklenerek 7 ml'ye tamamlandi. Boylece hipo-
tonik gok yapildi. Hipotonik gsok siiresi 10 dakika ile sinir-
landi. Yeniden 7 dakika 1100 rpm'de santrifiije edildi. Su-
pernatan atildi. Tipler karistiricida iken dipteki cokelti
lizerine taze hazirlanmis fiksatif (3 kisim methanol+l kisim ase-
tikasit)damlatxlarak?nl'ye tamamlandi. Agizlari parafilmle
kapatilan tiipler buzdolabinda bir gece bekletildi. Ertesi

glin buzdolabindan ¢ikarilan tiipler 7 dakika 1100 rpm'de sant-
rifij edildi, supernatan atildi, karistirici iizerinde 7ml ta-
ze fiksatif eklendi, yeniden 7 dakika 1100 rpm'de santrifiije
edildi, ayni iglemler iki kez daha 5'er ml fiksatif ilave edi-
lerek tekrarlandi. Supernatan atildiktan sonra tiibiin dibinde-
ki ¢tkeltiye 2-3 damla fiksatif ilave edilerek hiicre siispansi-

yonu hazirlandi.

5 o im0 v e = e U - s W A RS A U O A T

Lamlar iyice temizlendikten sonra distile su dolu sa-
leye kondu ve sale yayilmaya kadar buzdolabinda bekletildi.
Yayma yapilirken lamlar saleden Gikartildi, suyun fazlasi
filtre kagidina akitildi. 45 derece egimle tutulan islak lam
lzerine 1-2 damla hiicre siispansiyonu 45-50 cm yiiksekten dam-
letaldi, ﬁfleﬁerek ve silkelenerek dagitildi. Ve kurumaya

birakilda.
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B o am.a 2

Taze preparatlar 10 dakika, bir sale igersindeki Hoec-
hst boyada bekletildi. Daha sonra iginde 2XSSC bulunan petri
kabina aktarilarak oda sicakliginda, 30 dakika, 25-30 cm me-
safede UV lambasi karsisinda tutuldu. Siire sonunda preparat-
lar 2XSSC dolu saleye konuldu ve 1,5 saat boyunca 60 derece-
lik su banyosunda bekletildi. Daha sonra taze hazirlanmig %5
lik Giemsa boyasi icinde 15 dakika boyandi ve musluk suyunda

Galkalanarak havada kurutuldu.

B dolleliciak] 4Similella rd s 't eln i H

Agzini calkalayip yutkunmasi istenilen hastanin yanak
mukozasi epiteli, bir spatiil yardimi ile hafifce kazinarak
alindi. 1ilk alinan materyal atildiktan sonra ikinci kez ay-
n1 bolgenin kazinmasiyla elde edilen epitel hiicreleri temiz
bir lam iizerine yayilarak hemen 1:1 oraninda %96 alkol:eter
karigsmi iceren saleye kondu. Burada 40 dakika bekletilen
lamlar distile su ile Galkalanip havada kurutulduktan sonra
30cc HC1, 80cc distile su iceren salede 10 dakika bekletil-
di. Yeniden distile su ile ¢alkalanip havada kurutuldu ve
krezil viyole boyasi ile 2-3 dakika boyandi. Distile su ile
yikanip havada kurutulararak mikroskopta incelemeye hazir ha-
le getirildi. Krezil viyole boyasi 0,5gr boya 100cc ye disti-

le su ile tamamlanarak hazirlandi.




Sl6D, e

Mik roskopta fneelemes

Incelemeler Leitz-Orthoplan mikroskopta X100 akromat
objektifle yapilmig, fotograflar Leitz Orthomat otamatik ka-
merada ILFORD PAN F (18 Din) film kullanilarak 15 Din ayari

ile cekilmigtir,

Her olgudan en az 30 metafaz olmak lizere toplam 377
metafaz incelenmis ve olgularda X kromozomlari inaktivasyon

yoniinden degerlendirilmigtir.

T¥sErlalt 1 SNEHNI D dlilchn’ ] sy mudl:

Calismada elde edilen sonuglarin normal ile karsilag-

tirilmasinda X? (ki kare) testinden yararlanilmistar,

Normal bireylerde rastgele secimle %50 maternal, %50
peternal X kromozomunun inaktiflesmesi beklenir. Defektif
kromun inaktivasyon orani normalde beklenen %50 orani ile

kargsilastirilmistar,
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10 olgudan toplam 377 metafazin incelenmesiyle elde

edilen bulgular Tablo 5'de goriilmektedir.

I. Olgu : 46,X (Xp-) kromozom yapisindaki bu hastanin
incelenen 43 metafazindan 33‘iinde (%76) defektif X kromozomu
soluk olarak goriilmig, kalan 8 sahada ise hig soluk kromozoma
rastlanmamigtir. Yapilan buccal smear incelemesinde %20 ora-
ninda X kromatini (+) bulunmug, bunlardan 4 tanesinin normalden

kiiciik oldugu goriilmiistir.

II. Olgu : 46, Xi (Xq) kromozom yapisindaki bu olguda,
sayilan 33 metafazin 27'sinde (%81) izokromozom soluk olarak
saptanmistir. Kalan 5 metafazaa ise hig¢ soluk kromozoma rast-
lanmamigstir. Buccal smear incelemesi %27 X kromatin + sonug
vermis, bunlardan d&rdiiniin normalden biiyiik oldugu gozlenmig-

tir.

III. Olgu : 45, X0/46, ¥ (Xf) kromozom yapisindaki bu
mozaik olgudan toplam 74 metafaz sayilmis, 45,X0 yapali 24
metafaz degerlendirmeye alinmamistair. 46, X (Xf) yapisinda-
ki 25 sahanin 12'sinde (%48)sentrik fragment soluk iken, 13¢-
linde farkli boyanma gdriilmemigtir. Buccal smear incele-

mesinde Barr cisimcigine rastlanmamigtir.
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IV. Olgu :46%X£{Xm) kromozom yapili bu olguda 37 metafaz
incelenmig, 14'iinde (%37) marker kromozom soluk, 20" sinde
digerlerinden farksiz gorlilmiigtiir. Bu olguda yeterli mater-
yal elde edilemediginden, Buccal Smear incelemesi yapilama-

migtir.

V. Olgu : 45, X0/46,Xi (Xq) kromozom yapisindaki moza-
ik olguda toplam 31 metafaz incelenmig, 45,X0 bulunan 10 saha
degerlendirmeye alinmamistir. 46,Xi (Xq) yapisindaki 21 meta-
fazin 13'iinde (%61) izokromozom soluk, 8 tanesinde diger kro-
mozomlardanfarksiz bulunmugtur. Buccal Smear incelemesinde
%18 X kromatin + gorilmiis, 2 tanesi normalden biiyiik ola?ak

saptanmigtir.

VI. Olgu : 46, Xi (Xq) yapisindaki bu hastada 32 saha-
ya bakilmig, 18'inde (%56) izokromozom soluk, 13'iinde farkl:
degildir. Buccal Smear inceleme sinde %15 X kromatin + go-

riilmis, 3 tanesi normalden bliylik bulunmustur.

VIL Olgu : 46, Xi (Xq) yapili bu olguda 35 metafaz in-
celenmis, 26 sahada (%77) izokromozom soluk olarak goriilmiig,
9 sahada kromozomlar arasinda renk farky gozlenmemigtir.
Yapilan Buccal Smear incelemesinde %5 oraninda X kromatini +

bulunmug, narmalden biiyiik X kromatini gozlenememistir.

VIII. Olgu : 46,Xi (Xq) yapisindadir. 32 metafaz sa-
yilmig, 27'sinde (%84) izokromozom soluk bulunmustur. Kalan
5 sahada soluk kromozoma rastlanmamistir. Buccal Smear in-

celemesinde %38 X kromatin + bulunmus, bunlardan 6 tanesinin

normalden biiyiik oldugu goriilmiistiir,
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IX. O0lgu : 45,X0 yapisindadir. Beklendigi gibi hig¢ so-
lukkromozom goriilmemis ve olgu istatistik degerlendirmeye alin-
mamigtir. Buccal smear incelemesinde X kromatini goriilmemig-

tiz,

X. Olgu : Primer amenore nedeniyle incelenen bu olguda
46, XX kromozom konstitiisyonu saptanmistir. Sayilan 30 meta-
fazdan 22'sinde (%73) soluk boyali bir X kromozomu goriiliirken
8 meta fazda hi¢ soluk kromozom bulunmamigtir. Buccal smear

incelemesinde %33 oraninda X kromatin + bulunmustur.

Toplam 10 olguya ait sayilan 377 metafazin defektif
X kromozomu igeren 258 tanesinden 177 (%68)'sinde defektif
kromozom soluk bulunmug kalan 81 sahada hi¢ soluk kromozom gs-

rilmemigtir.

Elde edilen sonuclar X2 (ki kare) testine tabi tutula-

rak normal ile kar§1la§t1r11m1§t1r.

X2 = 31,55

ve
p( 0,001
bulunarak sonug¢larin anlamli olduguna karar verilmisgtir,

Resim 3,4 ve 5'te farkl: kromozom yapilarindaki hasta-

larin meta faz ornekleri goriilmektedir,
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RESIM 3 : I. Olgunun Metafaz Ornegi (46,X(Xp-)).

o

RESIM 4 : II. Olgunun Metafaz Ornegi (46,Xi(Xq)).
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RESIM 5 : III. Olgunun Metafaz Ornegi (46,X(Xf)).
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Mary Lyon'un 1961'de ileri sirdigii hipoteze gore, me-
melilerin disi embriyolarinda bulunan iki X kromozomundan bi-
ri, erken embriyonik geligme sirasinda fonksiyonel olarak i-
naktiflesir ve cinsiyet kromatinini olugsturur. Rastgele bir
secimle maternal ya da paternal kaynakli X kromozomlarindan
biri inaktiflesmektedir. Bir hiicrede hangi X inaktive K olmug-
sa, o hiicreden meydana gelen biitiin hiicrelerdede ayni X inak-

tif durumunu korur (10).

Bu hipotezin ileri siirtilmesinden bu yana, X inaktivas-
yonunu inceleyen gesitli aragtiricilar, zaman zaman inaktif-
lesecek olan X kromozomunun secimindeki rastgeleligin ortadan
kalktigini gozlemiglerdir. X kromozomlarindan birinde yapi-
sal bir anomali g0rildiigli durumlarda, hiicrelerin ¢ogunda bu
defektif kromozomun inaktive oldugu bildirilmektedir (42,46).
Bu durumu aciklamak iizere iki hipotez ileri siirtilmiistiir: Gart-
ler ve Sparks seleksiyon hipotezinde normal ve anormal X'ler-
denbirinin tesadiifi olarak inaktiflestigini, fakat normal X'in
inaktive oldugu hiicrelerin genetik agidan dengesiz durumda bu-
lunduklarindan, b&liinme hizlarinin diisiik oldugunu ve zamanla

normal X'in aktif kaldigi hiicrelerin oraninin arttigini be-

lirtmislerdir. Ikinci hipotez ise, anormal X'in, bu yapisi
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nedeniyle tercihli olarak inaktiflegtigi fikridir (Ohno, 1967).
Fakat X-otozom translokasyonlari gibi kompleks X kromozom ano-
malilerini agiklamakta bu iki hipotez de yetersiz kalmaktadir
(47). Ornegin, dengeli X-otozom translokasyonu tasiyan biitiin
kadinlarin lenfositlerinde genetik dengeyi saglamak iizere nor-
mal X inaktif iken, fibroblastlarda az da olsa translokasyon
kromozemunun inaktiflestigi mindr hiicre gruplari bulunmakta-

dir (6€4).

Patolojik X kromozomu tasiyan kigilerde yapilan buc-
calsmear caligmalarinda da patolojik X'in yansiticigy o] an biiyiik
veya kiiciik X kromatini yanisira, normal X'in inaktiflegtigini

yansitan normal boyutlardaki X kromatinleri de gozlenmektedir.

Inaktif X kromozomunu gbsterebilmek igin 1960'lardan
bu yana gesitli yontemler geligtirilmistir. Bu yontemlerden
ilki olan otoradyografinin sinirli olan rezoliisyon giiciine
karsilik 1970'1i yillarda DNA'ya BrdU inkorporasyonundan son-
ra fluoresan bir boya ile boyayarak daha ayrintili preparat-
lar elde edilmistir. Daha sonraki ¢aligmalarla, teknige Giem-
sa boyasi da eklenmis ve fluoresan boyanin solmasi gibi glig-
likler de giderilerek kalic: preparatlar yapmak miimkiin olmus-

U,

Galigmamizda, karsilastirmak iizere ¢ yontem sectik,
Bunlardan birincisi DNA'ya S fazinin sonlarinda BrdU inkor-
porasyonunu takiben akridin oranj ile boyayarak R bandi elde

etmek ve fluoresan mikroskobunda incelemek, bir digeri BrdU
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inkorporasyonunu ardindan alkali ortamda Giemsa boyasinin uy-
gulandigi reverse harlequin boyama yontemi ve igiinciisii de
BrdU inkorporasyonundan scnrzHoechst 33258 ve ardindan Giemsa

ile boyamanin yapildigi RBG teknigidir.

Akridin oranj ve Hoechst 33258 + Giemsa boyamasiyla R
bant patternleri elde edilir ve inaktif X kromozomu soluk go-
riinlir. Reverse harlequin ytnteminde ise, (R bandi igin &ne-
rilen bir boyama ytntemi olmasina karsin), G bant patternle-

ri elde edilmig ve inaktif X kromozomu koyu boyanmigtir.

RESIM 6 : Akridin Oranj Ile Boyanmis Metafaz Ornegi.
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RESIM 8 : RBG Yontemi Ile Elde Edilmis Metafaz

Ornegi.
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Akridin oranj boyama yonteminin inaktif X'i g&stermek-
te kullanilabilecefi saptanmigsa da, fluoresan boyanin ¢abuk
solmas1 yliziinden inceleme ve fotograflama giligliikleri, argiv-
lenememesi ve fluoresan mikroskobu gibi ©zel ekipmana gerek
duyulmasi gozoniine alinarak rutin hasta uygulamasi ig¢in uygun

olmadigina karar verilmistir.

Denenen bir difer yontem olan Agamohammedi ve Savage'-
in 1989'da yayinladiklari reverse harlequin boyama yonteminde
gec replike olan X net olarak ayird edilebilmesine ragmen, el-
de edilen bant patterninin G ve R bant pattenleri arasinda
degiskenlik gosterebilmesi nedeniyle uygulanmasindan vaégegil-
mig, ancak bu yontem kolay uygulanabilir ve ucuz bir ybntem o-

larak laboratuar yontemlerimiz arasinda yerini almistir.

Son olarak, hastalarimiz iizerinde de uyguladigimiz RBG
yontemi, saklanabilme kolayligi ve tekrarlanabilme ©zellifin-
den dolayi bu galigsma igin en uygun yontem olarak belirlenmig-

tir.

Normal kromozom konstitiisyonuna sahip ki§ilerdé'y6ntem-
lerin islerligi denenmig ve inaktif X kromozomunun ayird edi-
lebildigi goriilmiis, ve RBG teknigi arastirmaya katilan defek-
tif X kromozomu tagiyicisi hastalarda uygulanmak lizere sec¢il-

migtir,

Cagrilan 30 hastadan cagriya olumlu yanit veren 10

hastada incelenen 377 metafazin anormal X kromozomu igeren
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258 tanesinde, %68 oraninda anormal X'in soluk boyandigi go-
riilmiigtiir, bu da literatiir bilgisiyle uygunluk gostermigtir
(14,17). Ayrica bu olgularda hi¢ normal X'in ge¢ replike
oldugu metafaza rastlanmamis olmasi da bulgularimizi indirekt

yoldan desteklemektedir,

Incelenen metafazlarin %31'inde hig¢ soluk kromozom gbt-
riilememigtir. Bunun sebebinin kiiltiir sirasinda hiicreler senk-
ronize ediimemi§ olduklarindan, BrdU uygulamasi sirasinda kiil-
tiirde farkli sikliis evrelerinde hiicrelerin bulunmasi ve bun-
larin BrdU inkorporasyonunun beklenenden farklilik gostermesi

oldugu diistinilmektedir.

Olgularda yapilan Buccal . Smear incelemelerinde, defek-
tif Xkromozomunu yansitan normalden biiyiik ya da kiiciik X kroma-
tinlerinin yanisira, normal boyda X kromatinlerine de rastlan-
mistir., Bu da, degisik dokularda farkli inaktivesyon pattern-
leri goriildiigini bildiren literatiir bilgisiyle uyumlu bir so-~

nuctur (64).



46, Xi (Xq) Kromozomu Konstitiisyonlu Olguda

RESIM 9

X Kromatini Goriiniimii.
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Lyon hipotezine gbre di§i memeli hiicrelerinde bulunan
iki X kromozomundan biri erken embrjyonik donemde rastgele
bir secimle inaktiflegmektedirler (35). Inaktivasyona ugra-
yan X kromozomu hiicre sikliisiiniin S fazinda diger kromozomla-

ra oranla daha geg bir donemde replikasyona ugrar (19).

Bu ¢aligmanin ilk agsamasinda, ge¢ replike olan X kromo-
zomunu gostermek igin geligtirilmis olan boyama ytntemlerinde
tigi (Akridin Oranj, Harlequein Reverse, RBG) denenip, karsi-
lagtirilmgve hastalarda rutin olarak uygulanmak lizere RBG

yontemi segilmigtir.

Calismanin diger boliimiinde, anormal yapili bir X kro-
mozomuna sahip sahislarda inaktivasyon olayinin tesadﬁfi ol-
maktan ¢ikip genellikle tercihli olarak defektif X kromozomu-
nun inaktiflegtigi (17) bulgusundan yola cikarak cesitli mor-
folojik bozukluklar gosteren X kromozomlarina sahip 10 Turner
Sendromu hastasi kromozom inaktivasyonu yoniinden incelen-

migtir.

46, X, i (Xq) kromozom konstitiisyonlu 4 hasta ve 45,
X0/46,X,i (Xq) kromozom yapisina sahip 1 hastada incelenen
metafazlarda%7Roraninda izokromozom olan X'in soluk boyanip

inaktive oldugu gotzlenmigstir.
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46,X(Xp-) xro.:@ konstitiisyonlu olguda %76 oraninda defektif
X soluk boyanirken, 46 X(Xm) kromozom yapisina sahip vakada
Xm'in soluk oldugu sahalarin orani %37'dir. Ve 46, XX kromo-
zom yapisina sahip olgularda ise %73 oraninda soluk X goriil-
miigtliir. Hastalara ait hicbir metafazda normal X kromozomu

soluk olarak goriilmemigtir. Elde edilen bulgular literatiir-

le kargilagtirilmis ve uygunluk gosterdifi saptanmigtir.,



SUMMARY

According to the Lyon hypothesis, in female mamalian
cells one of the two X chromosomes is inactivated during an
earlyembryonic stage (35). In the S phase of the cell cycle
‘the inactivated X chromosome replicates itself later than

the other chromosomes (19).

In the first part of this study three of the stainning
methods (Acridin Orange, Alcali treated Giemsa, RBG) to show
the late-replicating X have been compared and RBG is chosen

the most suitable for routine patient analyses.

In the other part of the study.; regarding to the
finding that the st ructurally abnormal X within a cell is
rathér inactivated in a non-random fashion, the inactivation
of the X chromosome have been analyzed in 10 Turner Syndrome
patients having various types of st ructural abnormalities

in their X chromosomes.,

In the metaphases of four patients having chromosome
constution of 46,X,i (Xq) and one patients with a constitution
of 45,X0/46 X,i (Xq) in72%of the cells the iso-X is shoWn to
be inactivated and stainned differemntly without getting any

bands. In the casé
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with 46, X (Xp-) the defective X is shown to be inactivated
in76% cells, Whereas in the case of 46, X (Xm), Xm stained
in a uniform manner showing inactivation if37¥of the cells.
In the cases with a karyotype 45, X0 and 46, XX the
:percentage of unbanded X is found to be73%However, it is worth
to note that in none of the cases the normal X is shown to

be inactivated.

The findings of the study is compared with the previous

work done in this field and found to be in greatsimilarity.
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