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klinik tanida kullanilmasi ve &neminin aragtirildigi bu caligma, KTU.
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Genetikte 1860 11 yillardan sonra Mendel'le birlikte baslayan
yeni geligmeler 1gsiginda dinsanoglu kendi ©z yapisini arastirmaya

6, Tjio ve Levan'in®> 1956 yilinda yaptiklari periferik

baglamigtair
kan kiiltiirii caligmalari ile insanin kromozom yasinin 46 oldugu ortaya
¢ikmistir. Bu 46 kromozondan 44 tanesi (22 ¢ift) otozomal, 2 tanesi
de (1 ¢ift) gonozomal kromozomlardir. Gonozomal kromozomlar (cinsiyet

kromozomlari) disilerde XX, erkeklerde ise XY yaplslndadlrss.

Disi memeli hiicrelerinde istirahat fazinda (interfazda) gdriilen
cinsiyet kromatini ilk defa 1949 yilinda kedilerin sinir hiicrelerinin
morfolojileri {izerine incelemeler yapan Barr ve Bertram tarafindan
gﬁsterilmistirB. Bu arastairicilar (daha sonra Barr cisimcigi diye de
anilacak olan) cinsiyet kromatininin yalniz disi kedilerin sinir
hiicrelerinde bulundugunu, erkeklerde i1se b8yle bir kromatinin
bulunmadigini tespit etmiglerdir. Daha sonra yapilan arastirmalar
cinsiyet kromatininin sadece ndron hiicrelerinde degil, memelilerin
diger hiicrelerinde de bulundugunu g%SstermistirGl. Glinlimlize kadar bu
konuda yapilan aragtirmalar birbirini izlemis ancak, X kromozomunun
kalitimsal fonksiyonu ve digilerde bir adet X kromozomunun genetik
olarak inaktivitasyonunun nedenleri hala cok acik  olarak
anlasllamamlsterI. X-linked (X e bagli) gen {lirlinleri y®niinden her
iki cinsiyetin mensuplari arasinda bir farkin olmayisi konuyu daha
da ilginglestirmistirlg. Genin diizenlenme mekanizmasi ve modelinin
tanimlanmas:i yOnlinde, memelilerde X-linked gen-dosaj kompenzasyonu

giinlimizde aragtirmalara odak noktasa olmustur67.

Acik olarak bilinen, cinsiyet kromatini- normal disilerin (46,
XX) somatik hiicrelerinde, hiicre sikluéunun interfaz asamasinda gdriilen
5zel bir kromatindir>>. Cinsiyet kromatininin orijininin iki X
kromozomundan bir tanesi oldufu kesinlik kazammistir. Ozel boyama

metodlariyla gbdriilebilen bu cisimcigin; bulunup-bulunmamasina gdre,
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hacmine gdre ve ylizde oranlarina gSre klinik anlamlari vardir. Normal
erkeklerde (46, XY) bir tek X kromozomu bulundugundan,cinsiyet
kromatini gbriilmez, yani yoktur (cinsiyet kromatini negatif). Normal
kadinlarda ise, cinsiyet kromatini wvardir (cinsiyet kromatini
pozitif).

Cinsiyet kromatinine bagla olarak, dinsanlarda bazi genital
anomalilerin teghisinin miimkiin olabilecegi 1954 yilinda anlagilmistir.
Gonozomal hastaliklarin téshisinde en Onemli faktdrlerden birisi,
hastanin genetik ybnden cinsiyetinin tayin edilmesidir. Bu konuda
glinlimlizde 1ki metod sikca kullanilmaktadir., Birinecisi, cinsiyet
kromatini tayini (Barr body, seks kromatini, X kromatini), digeri de
kromozom analizidir. Cinsiyet kromatini tayini ve inaktif X kromozomu
metodu son yillarda Turner, Klinefelter sendromlari, hermafroditizm
+...vb gibi bir cok seksiiel gelisme anomalilerinin pratik bir teshis

metodudurss.

Biz bu arastirmamizda; konu 1le dilgili yapilan ¢ok sayida
arastirmayir da dinceleyerek, hastanemize basvuran, cinsiyet anomalisi
diislinilen ve  bOliimlimiize cinsiyet kromatini analizi 1istegiyle
gbnderilen hastalari, cinsiyet kromatini acisindan degerlendirdik,
Laboratuvarimizda c¢egitli boyama metodlarini deneyip, £fiziksel ve
biyokimyasal parametrelerin metodoloji {izerine etkilerini arastirarak,
giivenli bir analiz metodunu uygulamaya koyduk. Ayrica, klinik taniya
yardimec1l olacak periferik kan kiiltiiri caligsmalari ve amniyesentez gibi
metodlarin 'aboratuvarimizda yapilmasi yOnlinde bir baglangic ve alt

yapi olusturmay: amac¢ladik.



II.GENEL BILGILER

Cinsiyet kromatini (Barr Body), X kromatini), disi memelilerin
soma hiicrelerinde interfaz safhasinda gdriilen zel bir kromatin olup,
0.7-1.4M. capinda, DNA yapisinda, nuklear membranin ig¢ ylizeyine
tutunmug, koyu boyanan Bzel bir cisimciktir (Resim 1). Normal erkekler
b8yle bir cisimecik taslmazlar56’62. .

Cinsiyet kromatini ilk defa 1949 yilinda digi ve erkek kedilerin
hypoglossal sinirlerinin elektriksel uyarimlarinin aragtirildigi bir
caligsmada fark edildi. Barr ve Bertram tarafindan yiriitiilen Bu
caligmada disi kedilerin motor nukleuslarinda kolayca goriilebilen bir
kitle dikkati c¢ekmistir. Galismalar ilerledik¢e bu kitlenin erkek
kedilerde bulunmadigi ve disi kedilerin tiim soma hiicrelerinde bulundugu
anlagilmistir. Ayni arastiricilar cinsiyet kromatininin yapisinin
cekirdek¢ik gibi RNA degil, DNA oldufunu bulmuslardlrss. Bugiin bu
aragtiricilarin birinin ismine izafeten cinsiyet kromatinine Barr Body
denmektedir. Moore adli arastirici 1953 yilinda insanlarin digilerinde
de ayni kromatini g8stermeyi basarmistir.

Bu yolla insanlarda genital yol hastaliklarinin teshisinin miimkiin
olabilecegi diisliniilmiis ve 1954 te Turner sendromlu (45,X0) bir hastanin
normal kadinlarin aksine cinsiyet kromatinine sahip olmadigi ortaya
konmustur. Bir yi1l sonra (1955) vyanak mukozasindan (buccal smear)
cinsiyet kromatini elde etme metodu gelistirilmis wve kisa bir siire
gonra da Klinefelter sendromlu (47,XXY) erkeklerin hiicrelerinde normal
erkeklerin aksine bir adet cinsiyet kromatinine sahip olduklar:
bulunmusturlg’sz. Yanak mukozasindan cinsiyet kromatini tayin metodu,
genis.  populasyon taramalarina ve populasyonun gonozomal kromozomlar

ydniinden arastirilmasina imkan Vermistirss.

II.1. CINSIYET RROMATINI ILE frLGILI SITOGENETIK UZELLIKLER

Digilerde goriilen cinsiyet kromatini, daha 8nce sanildigi gibi
X  kromozomlarinin  birlegmesi sonucu  degil, yalniz  birisinin

kondenzasyonu sonucu meydana geldigi 1956 yilinda disi siganlarin



karaciger dokusunda pozitif Theteropiknozis g¥steren -~U- gekilli
cisimeciklerle aglklanmlsterl’l. DNA nin radyoaktif timidinle
(H3)isaretlenerek yapilan otoradyografi calismalarinda y cinsiyet
kromatinini meydana getiren X kromozomunun replikasyona diger
homologundan daha ge¢ basladigi ve ge¢ bitirdigi bulunmustur48’29.

Dogacak c¢ocugun cinsiyetinin tayininde; gonozomal kromozomlardan
mayoz bOliinme sonucu anneden zigota daima X kromozomu, oysa babadan
yva X vyada Y kromozomu verilecektir. BOylece babadan X kromozomu
gelirse, dogacak c¢ocuk kiz, Y kromozomu gelirse, dogacak cocuk erkek
olacaktir. Demekki s dogacak cocugun cinsiyetinin belirlenmesi
kromozomal olarak babaya aittir., Annenin ise,babasindan almis oldugu
X kromozomunu tercihli olarak erkek c¢ocuklarina verebilecegi tahmin
edilmektedir12’36.

Cinsiyet kromatini, primer oosit gibi bazi dokular harig, hemen
hemen tiim dokularda gdriilebilir. Dokunun kolay elde edilmesi bakimindan
epitel dokular tercih edilir. Ozellikle yanak mukozasi encok kullanilan
Srneklerdir. Normal kadinlarin yanak mukozasindan yapilan preparatlarda
%Z 17.00-20.00 oraninda cinsiyet kromatini bulunur. Bu oran hiicre
dinamigiyle 1ilgilidir, Bilindigi gibi, interfaz + mitoz; profaz,
metafaz, anafaz ve telofaz olmak {izere beg evreli olup, bunlarin tiimiine
hiicre siklusu denir. Yanak mukozasi silirekli yenilenen bir doku
oldugundan, her evrede hiicre bulunacak ve teorik olarak her evrede
hilcreler 7 20.00 oraninda gdriilecektir. BBliUnme bakimindan siirekli
istirahatta (dnterfazda) olan hiicrelerde (8rnegin, ndronlar) bu oran
% 85.00 1lere kadar c¢ikabilir. Normal erkeklerin cinsiyet kromatini
degeri Z 0.00 olmasina kargin, bazen boyanma hatalaraindan dolayi Z%
2,00-3.00 e varan degerler normal kabul adilir4’5;

Herhangi bir hiicredeki cinsiyet kromatini sayisi ile o hiicrenin
X kromozomu sayisi arasinda bir baginti sz konusudur Tablo 1. Bu kural
hiicre i¢in gecerli oldugu gibi, sahislar icin de gegerlidir. S8yleki,
normal bir kadinda (46,XX) bir adet, 47,XXY erkeklerde bir adet
cinsiyet kromatini gOriiliir. Oysa 45,X0 ve 46,XY kromozom yapili
kigilerde cinsiyet kromatini goriilmez. 47,XXX (triple-X) kadinlarda,
48)XXXY, erkeklerde dikiser adet cinsiyet kromatini gﬁrﬁlﬁr19’24.

Demekki; cinsiyet kromatini sayisi daima X kromozomu sayisindan bir

eksiktir. Formiille gdsterirsek;



B = n-1

=}
n

Barr Body (cinsiyet kromatini) sayisa

=}
[}

Total X kromozomu sayisi
dar.

Bu durum, cinsiyet kromatininin X kromozomu ile direkt iligkili
oldugunu acik bir sekilde gBstermektedir. Uzerinde dikkatle durulmasi
gereken bir durum da, cinsiyet kromozomu yOniinden mozayik wvakalardir.
Bunlar da cinsiyet kromatini sayisi mozayikligin derecesine gdre 7 0.00
ile normal degerler arasinda seyreder. Ornefin; XO0/XX mozaisizmi
gbsteren Turner sendromlu bir vakada cinsiyet kromatini orani genelde
Z 10-15 arasindadir. X kromozomu ile cinsiyet kromatini arasinda sadece
sayisal degil, ayni zamanda yapisal (hacimsel) bir iliski de mevcuttur.
Yapisal anomali g8steren X Lkromozomlari genelde gec DNA sentezinde
bulunurlar, dolayisiyla cinsiyet kromatinini meydana getirirler.
Delesyonlu vakalarda cinsiyet kromatini kiiclik, izokromozom durumunda
ise Dbiiyik olacaktir?ls38 Sekil 1. Disgilerin 18kositlerinde gdriilen
"drum-stick" (davul tokmagi) imaktif X kromozomunun degisik bir g@riinis

bigimi olup, mnormal kadinlarda 7 5.00 ereninda g6rﬁlmektedir55’62.

Tablo 1. Cinsiyet Tayini ve n-1 Kurali (V.A.Mc.Kusick, 1974)

Barr Body Cinsiyet Kro-
Sendrom Fenotip Fertilite Sayin1 mozowu vapisi
Normal erkek Erkek + 0 XY
Normal kadin Kadin + 1 XX
Turner Sendromu Kadin - 0 X0
Klinefelter Sendromu Erkek - 1 XXY
XYY Sendromu Erkek + 0 XYY
Triple~-X Sendromu Kadin + 2 XXX
Triple X-Y Sendromu  Erkek - 2 XXXY
Tetra X Sendromu Kadin ? 3 XXX
Tetra X-Y Sendromu Erkek - 3 XXXXY
Penta-X Sendromu Kadin ? 4 XXXXX



Sayisal baginti(n-1)

Somatik interfaz  Seks kromozom

nukleusu .. yapisi

X0 XXXX

XY XXX XY

XYY XXX XYY
Negatif Uglii pozitif

XX

XXY XXXXX

XXYY XXXXXY
Pozitif Dortlu pozitif

X0/ XX

Ry XO/XXY

XXXYY Ry
iklll pOZitif MOZOYik .

YAPISAL BAGINTI

Normalden kiguk Normalden buyiik
(Delesyon) (lzokromozom)
Xx x X
F Mozayik/
Q O x0/xX izokremozom

Sekil 1. Cinsiyet kromozomlarinin cinsiyet kromatini ile sayisal ve
yapisal iliskisi (Levin . 1971 Modifiye edilerck)

11.2. LYON HIPOTEZI VE MEMELILERDE GEN DOSAJ-KOMPENZASYONU

11.2.1. Lyon Hipotezi

Erkek ve kadinlar arasinda gonozomal ydnden bir fark oldufu uzun
yillardan beri bilinmektedir. Kadinda biyiik kromozomlardan olan X
kromozomundan c¢ift doz yani iki adet bulunmasina kargin, erkekte ayni
biiylikliikte tek bir X, bir de kiigllk Y kromozomu vardir. X-linked gen

ifadesi  y8niinden erkekler hemizigot olmasina karsin, erkek ve
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kadinlarda gonadlarin ayri hormon yapmalari disinda i1iki cinsiyet
arasinda biyockimyasal yOnden bir fark mevcut degildir., Daha da ilginc
olani, yapimlari, X kromozomu lizerindeki genlerin kontrolii altinda olan
baz1i proteinlerin miktarlara ydniinden de iki cins arasinda bir farkin
bulunmayisidir. Ornegin, vyapimlari X kromozomu {izerindeki genler
tarafindan kontrol edilen Anti—hemofilik globulin (AHG) Christmas
faktdr (PTC) ve Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G-6-PD) 1n kadin ve

erkeklerde ayni miktarlarda oldugu bilinmektediro®

. Oysa, kadinda iki,
erkekte de bir X kromozomu olduguna gbre, 2:1 orani beklenirdi®?2.

Dr. M. F.Lyon 1961 yilinda farelerde X e bagli heterozigot
genlerin fenotipik etkileri {izerine ag¢iklayici bilgiler wverdi. Kisa
bir siire sonra bu hipotezin tim memeliler wve bunun sonucu olarak

insanlar icin de gecerli oldugu anlaslld138’52.

Lyon hipotezine gtre;

1. Disilerde cinsiyet kromatini genetik olarak inaktif olan
heteropiknotik X kromozomundan tiiremistir. Bagka bir deyisle,
disi memelilerde iki adet X kromozomundan biri genetik bakimdan
inaktiftir. Bu inaktivasyon embriyoda c¢ok erken geligme
devirlerinde meydana gelir (12-16. glinde).

2. inaktivasyon rastgele ve bajimsiz meydana gelir. BBylece bazi
hiicrelerde maternal, bazilarinda da paternal X kromozomlari
inaktivasyona ugrayacaktir. Sonructa, bir disi organizmanin soma
hiicrelerinin %Z 50.00 sinde maternal, % 50.00 sinde paternal
ktkenli X kromozomlari inaktif X kromozomlarini meydana
getirecektir (p=m)(son =zamanlarda X kromozomlarinin tercihli
olarak da inaktive edildifi bilinmektedir p#m).

3. Embriyonik gelismenin erken safhalarinda (16. giinde) meydana
gelen fonksiyonel dinaktivasyon, bir defa meydana geldikten
sonra dirrversible hale gelir. Yani mitozla olugsacak yeni
hiicrelerde hep ayni X kromozomu fonksiyonel inaktivasyona
ugrayacakt1r19’26’38 Sekil 2.

Tek aktif X kurali veya Lyon hipotezi, digi keseli memelilerden
olan eutherianlarda % 50.00 gansla (p=m=0,5) ya maternal ya da paternal
X kromozomlarinin inaktive olmasiyla tam olarak gerceklegir. Biz buna
random (= rastgele) X inaktivasyonu diyoruz. Bu oranin esit olmadiga
durumlarda (p#m) inaktive edilecek X in seg¢imi yine rastgele

yapildigindan, her iki grup ic¢in de random terimini kullanabiliriza7.



Oovum

Zigot %K ? xMoternol X

_ OM_
moktwosyo
lnterfozdo@
inaktit X'in
Erkeklerde tek X kromozomu cinsiyet Parental X lerin birinin rastgele
oldugundan cinsiyet kromatini kromatini inaktive ediimesi(p:m)

yoktur olusturmas: l | | l

Sekil 2. Lyon Hipotezi: Embriyonik hayatln 12-16. giinlerinden itibaren
XXcinsiyet kromozomu yapili digilerin her bir somatik
hiicresinde X kromozomunun random inaktivasyonu (Harry Levine
1971)

XPoternol X

XY kromozomn

Hipotez su sitogenetik ve genetik delillere dayanir; At ile esegih
hibridi olan katirda morfolojik olarak farkli iki X kromozomu vardair.

Timidinle (H3) igaretlenerek yapilan otoradyografik c¢alismalarda

belirli bir siire sonra bu X lerden yalniz birisi igaret alm1§t1r58’6l

Sekil 3.
(::::::::::iijjfi | |||||||||

Sekil 3. Lyon hipotezinin sitogenetik olarak ispatlanmasi: Katir
hiicrelerinden bir kisminda maternal, bir kisminda ise patermnal
X kromozomu inaktivasyona ugramakta ve 83 timidin ile isaret
almaktadir (X = esekten gelen X kromozomu, X, = attan gelen
X kromozomu).



Gepnetik bulgu olarak da, heterozigot kadinlarin critrositlerinde
G-6-PD tavini yapilmis, G-6-PD (+) ve G-6-PD (-) onlmak ilizere iki tip
hiicre populasvonu tasidiklari anlasilmigtir. Yapilan histokimyasal
bovamalarda, mutant geni tasivan X kromozomu boya almigs (inaktif),.
normal geni tagsivan X kromozomu ise bovanmamistir (aktif). Davidson.
Nitowsky ve Childe deneylerinde G-6-PD icin heterczigot kadinlarin
derifibroblast kiiltiirlerini vaparak karisimda bhem A hem de B enzim
varyantini elektroforezle gistermelerine karsin, tek hiicre
kolonlarinda y¢. A ya da sadece B varyanti gdsterilmistir. _%}ghir
klonda da yaptigi denevde: sitogenetik ve genetik bulgularr avmi

organizmada gdstermigtir Sekil 4.

¢
/

AtX) Esek(X) ¢

izoenzim A ﬁ izoenzim Bx

Katirda{XX)

A

, B

H3 timidinte '
igaretlenme

sonunda

hicrelerde: A B A B

Kionlama sonunda

hiicrelerde: Yalmz B izoenzimi Yalniz A izoenzimi

Sekil 4. Sitogenetik ve  genetik  bulgularin aym organizmada
gbsterilmesi (K.Tavsi, B.Say, 1975).

7
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Sonugta inaktivasyonun 7% 50.00 egitlikle olmadigina, bazen bu oranin

% 90.00 a kadar degisebilecegine isaret etmistir42’58’62.

I1.2.2,. Memelilerde Gen-Dosaj Kompenzasyonu

inaktif X~kromozomu {izerindeki tanimlanmis bir gen, aktif X
kromozomu iizerindeki homologundan daha az lriin vermektedir. Bu olayin
olugmasi X kromozomu {izerindeki bazi genlerin ifadesini degistiren bir

44’48. Dosaj~-

sinif genetik element tarafindan basarilmaktadair
kompenzasyonunu saglayan inaktif X kromozomunun; gec replike olmak,
yiksek oranda kondanse olmak ve DNA metilasyon modelini degigtirmek
gibi baz1i karekteristikleri vardir. Inaktif X {izerinde aciklanan aktif
bir gen gec S fazina kadar replike olmaz. B8ylece hiicre siklusunun
kii¢clik araliklarinda iki kopya olarak ifade edilecek ve dolayisiyla daha
az {rilin verecektir. Diger yandan kromatin kondanse olmugssa DNA nin
anormal metilasyonu ile transkripsiyonu yavaglatmis olabilir. Bunun
sonucu olaraks dosaj-kompenzasyonu, birtek aktif X tarafindan basarilir
ve genlerin trankripsiyonel aktivitesinde bir ylikselmeyi icap
ettirirl3s406,

inaktivasyonda ilging olan bir baska durum da sudur; Eger X lerden
biri {izerinde zararli bir mutasyon s&z konusu ise daima bu X kromozomu
inaktive edilir. Ikisi de farkli gen bBlgelerinden arizali ise, arizasi
¢ok olan inaktive edilip yalniz saglam kisimlari aktif kalir. Buna
karsilik olarak aktif X kromozomunun da arizali kisimlari inaktive
edilir. Bu bulgulardan birincisi kromozomal diizeyde, ikincisi de gen
diizeyinde mozayikligin bir 6rne§idir48’58.

inaktif X kromozomunun durumu "S" peryodunda gerekli muameleler
yapilarak metafaz asamasinda sitolojik olarak belirlenebilir. interfaz
sirasinda bir Nuklear Chromocenter gibi g8riinen Barr Body bu
transkripsiyonel inaktivitenin bir sitolojik g6rﬁnﬁmﬁdﬁr7’51. iste
burada toplam hiicresel diizeyde transkripsiyonel inaktivite ile gec
replikasyon arasinda bir korelasyon oldugu g8riilmekte ve gec replike
olan bu kromozomlar inert olarak nitelendirilmektedir. Demekki; inaktif
Xkromozomunun ge¢ replike olmasi, asiri derecede yoéunlasmasi ve
degisik bir metilasyon kalibi gbstermesi, {izerinde tagidigi genlerin

tirtin miktari ve fonksiyonu lizerine etki etmektedir®8:59,
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I1.3. MEMELILERDE X KROMOZOMU INAKTIVASYONUNUN MEKANiZMASI

Geligme esnasinda X kromozomunun inaktivasyonunun meydana gelmesi
ve kontrolii asagidaki kademelerde gergeklesir.

Trofektodermde 12. gilinde baglayan inaktivasyon 16. giinde embriyoda
ve tiim komplekste ise 19. glinde sona erer®2, Farelerde yapilan X-otozom
translokasyon ¢alismalarinda; otozom icindeki X kromozomlarinin
segmentlerinden birisinin daha ge¢ replike oldugu bulunmustur40. Bu
inaktivasyon olayi X kromozomu lizerinde bir noktadan baslayip, sonuna
kadar devam eder S§ekil 5. Yapilan calismalar sonucunda; inaktivasyon
olayinda X kromozomunun kendiliginden aktivite kaybetmedigi,
aktivitenin kaybolmasi ig¢in inaktivasyon merkezinden (Xql3-Xq21)
salinan sinyallere ihtiyac oldugu ve gelen sinyallerin kromozom boyunca
yayilmasiyla inaktivasyonun meydana geldigi ortaya

18,23,41

¢ikarilmistir Memelilerde her partikular genin

inaktivasyonunun derecesi ( genigligi, boyu, mesafesi) onun

inaktivasyon merkezinden uzakligi ile ilgilidir67.

=
NOR
G6PD
HPRT }
GLA
PGK
(a)

Sekil 5. Dokuya  8zgii  inaktivasyonun yayilmasi ve  paternal X
kromozomunun uzun kolunda HPRT ve GLA locuslari arasinda
bulunan kontrol elementi (Xce).

= —

{b) (c)

B |

inaktivasyon olayi meydana gelirken, X kromozomunda bir tekiagl
degigiklikler gbzlenir. Kivrailip-katlanmalar meydana gelir. Bu
kivrilip-katlanmalar, erken embriyonik hiicre kademelerinde baslar ve
hiicrelerin balﬁnmesiylé, farklilasmasiyla devam eder. Hiicrelerin

farklilagsmasinin sonucunda, kromozomlar izerindeki genlerde de bir
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farklilagmanin olusmasi s8z konusudur. Aslinda bu olay, genlerde
baslar, kromozomlarda devam eder ve hiicrelerin farklilasmasina sebep

25,40,41  Metafazda 46 kromozomun hepsi kisalir. kalinlasir ve

olur
kromatin flawertleri halinde heliks olarak yogunlasir. Kromatinin
heliks veva spiral sekle gelmesi profazda baglayan bir olay olup,
metafazda en list seviyeve ulasir. Telofazda ise, tekrar ¢8ziiliir. Tiim
kromozomlarin yogunlastifi metafazda inaktif X kromozomunun Xql
b8lgesinde alisilmisin disinda yogun bir k1§r111p—katlanma vardir.
Homologunun Xql b&lgesinde ise cok nadir olarak kivrilip-katlanma
olayi g6rﬁlﬁr38’65.

Iinsan metafaz kromozomlarindaki bu kivrilip-katlaumalar ve
sonucta olusan bantlar rastgele daéllmam1§lard1r17. Genel olarak
kivrilip-katlanma, kromozom uzunluguna, kol uzunluguna ve sentromer
pozisyonuna gbre degisir. Bir kromozomun kivrilip-katlammasinin
sikligi kromozomlariv nisbi uzunluguyla dogru, sentromer indeksi ile
ters orantilidirlil, Metasentriklerde daha cok, akrosentriklerde daha
az kivrim vardir. Kivrilip-katlanma olayi non-sentromerik b8lgelerde
de kol uzunluguvla dogru orantili olup, bu kurala inaktif X kromozomu
Xq13-Xq?21 b8lgesi uymamaktadir. Clinki inaktif X kromozomunun X@lB—
Xq21 b6lgesinde normalin {izerinde bant sayisi bulunmusturl7’54. Bu
nedenle, Barr cisimciginin sitolojiksel bir fazlaliginin bulundugu
tahmin edilmektedir. Adi gecen bu bdlgeler (Xgl3-Xq2l1l) Barr Body
yogunlasmasi dicin merkez olarak kabul edilmektedir. Inaktivasyon
olayinin da bu merkezden ydnetildigine dair agirlikli gdriisler
mevcuttur65.

Bir tek locus olarak bulunan bu merkezin, X kromozomunun genectik
inagktivasyonunu, kivrilip-katlanarak bantlasmasini ve Barr Body
olarak yogunlagmasini Xkontrol etmesinin miimkiin olabilecefine dair
agirlakls gdriisler wevcuttur®4. Normal kadinlar ve Klinefelter
erkeklerde X din birinde kavrilip-katlanwalar daha sikca gSriilir.
Olusturduklar:i kavisler sentromerde evrenseldir. Kavislerin frekansi
icin sebep ne olursa olsun, Lyon hipotezivle ilgilidir. Yani birisi
inaktive olacak ve dosaj kompenzasyonunu saglayacakt1r66.

inaktivasyonun nasil yayildi§ini anlamak i¢in metilasyon analizi
iyi bir yoldur. Yapilan c¢alismalar, izlenen yollar sonucunda;X in
kendi kendini tanid:gi ortaya glkmlst1r42. Metilasyor calismalarayla
inaktivasyorun cesitli g8rinlimleri (baslamasi, yayilmasi, keundi
kendini tanimasa ve reaktivasyonu) daha iyi acaiklanmistir. Gilinki,
antimetil ajanlardan olan 5-azacytidin ve benzerlerivle i1naktif X

kromozomu
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muamele edilirse, fazla metillenmekten kurtulacak ve aktif hale
gelebilecektir (5-azacytidin inaktif X 1in represyonunu tamamen
gideremez). DNA metilasyonunun &zel bir modelini g¥steren inaktif X
krbmozomu {izerindeki bazi kisimlar oldukca iyi metillenir42. HPRT, G-
6~PD ve PGK enzimleri X e bagli genlerden iiretilirler. Bu {ic¢ enzimin
genlerinin metilasyon analizleri sonucunda, bir kromozomun ' hatta genin
hipermetilasyonu ile inaktivasyonu arasinda bir korelasyon ortaya
glkmlst1r40. Gerek otozomlarda ve gerekse gonozomlarda bir kromozom
izerindeki herhangibir bSlge metillenmigse, o bSlge inaktif demektir.
Eger kromozomun biiytk bir kismi metillenmigse, total inaktivasyondan
s6z edilebilir. Inaktif X kromozomu {izerinde yapilan metillenme
igleminde guanin-sitozince zengin blgeler ile 5, ucunun asiri
metillendigi bulunmug, buradan da G-C ce zengin bdlgelerin 5/ucunda
yer aldigi ortaya glkmlst1r15’4o.

Uzel metilasyon kalibi gBsteren inaktif X kromozomu ilizerindeki bazi
genler (STS, MIc2X ve ARC...gibi) inaktivasyondan kacarak disilerin
soma hiicrelerinde her iki X kromozomu {izerinde de daima difade

25,50

edilirler X kromozomlari {izerinde bulunan nukleus organizer

b8lgenin (NOR) silirekli aktif olduu ve metilasyonunun farkli oldugu
da bilinen deliller arasindadir32:73,

Sonu¢ olarakj efer bir gen veya kromozomun biiyik bir bSliml
metillenmigsse, inaktif, tersi durumlarda da aktif sayilir. Bu olayin
stabil hale gelmesifhangi genin aktif, hangisinin inaktif olacagi ise,
otokontrol mekanizmalariyla basar111r21’42’70.

Canlilarin kendi  kendini  tanimasinda, homolog kromozomlar
gelisimler; sirasinda anne-baba orijinlerine gdre farkli davranirlar.
ilk glinlerde aktif olan her iki X kromozomundan babadan gelenler
tercihli olarak inaktive edilirken, anneden gelenler adeta
inaktivasyona rezistan hale gelirler32. Tercihli inaktivasyondan kasit,
digilerde inaktivasyon merkezinden gelen sinyallere gbre paternal X
kromozomlarinin inaktive veya elimine edilmesidir. Farkli canl:
gruplarinda farkli inaktivasyon veya eliminasyon modelleri sz konusu
olup, bunlar; keseli memelilerin Edtherianlarinda random (p=m)30’67’73.
Marsupiallerinde non-random, (p#m) insanlarda daha ¢ok mnon~random

inaktivasyon, ugan Sciarada paternal X kromozomlars, Cocchue(ﬂe de tiim
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paternal kromozomlar elimine edilirler32:43,

Muscular distrofili hastalarda bazen normal X kromozomu tercihli
olarak inaktive edilir. Ciinkii, aktif X kromozomu iizerindeki gen mutant
oldugundan, bunun yerine, inaktif X kromozomu {izerindeki saglam locus
aktif olarak kalir. Bu ©®rnege XLA ve SCID genleri de dahil
edilebilirl®,2258 gisaca tercihli inaktivasyon, otokontrol
mekanizmalariyla basarilan irreversible bir olayd1r29’57.

inaktif X kromozomu zamanla (yas ilerledikce veya taze mutasyon
gibi bazi etkenlerle) aktivite kazanabilir. Bu aktivite kazanma oléylna
reaktivasyon  denir. Reaktivasyon olayi yapay olarak meydana
gelebilecegi gibi, dogal kosullarda da spontan olarak meydana

gelebilir67. Reaktivasyonun olugabilmesi, 8zel gelisme sinyallerine

ihtiya¢ duyar ki, ©bu sinyaller de T"aktivasyon merkezinden"
salinirlar®2, Bdylece dinaktif X kromozomu {izerinde inaktivasyon
merkezinden bagka bir de aktivasyon merkezinin oldugu
anlasllmaktadlr.47.

Sonug olaraky X kromozomu inaktivasyon mekazinmasi, inaktivasyonun
baglamasi, yayilmasi, X kromozomunun Szel metilasyon kalibi ve tercihli
inaktivasyonuyla kendi kendini tanimasi ve reaktivasyon kademelerindef

meydana 5¢tmektedir.

11.4. CINSIYET KROMOZOMU ANOMALILERT ILE CINSIVET KROMATININI
iriskisi ~
Kromozomlarda cesitli anomaliler gdriilmesine ragmen, bunlar
temelde ya yapisal yada sayisal olmak {izere iki grupta toplanirlar.
Bunlardan ayri birde ayni =zigottantiireyen farkli kromozom yapisinin

58, YaplSaX anomaliler,

bir organizmada bulundugu mozaisizm vardir
delesyon, translokasyon, duplikasyon, inversiyon, izokromozom ve ring
kromozom gibi degisik sekillerde gdriilebilir. Sayisal kromozom
anomalileri ise; diploid kromozom sayisindan bir veya birkac¢ kromozomun
eksilmesi yada artmasiyla meydana gelirler. Sey®¥al anomalilerin olusum
mekanizmasi, gainetogenez esnasinda kromozomlarin birbirinden
ayrilmamasi (non—dig)unction) veya anafazda kutuplara c¢ekilmede gec
kalma (anafaz-18gging) ilkesine dayanir. Sonucta bir gamete normal veya
fazla kromozom giderken, digerine ayni kromozomdan hic¢ gidemeyecektir

Sekil6. Bir hiicre (zigot) 45,X0 olurken, digeri normal veya 47,XXY,
47,XXX gibi trizomik olabilecektir Tablo 2.



15

'OA\ ﬁo AN m‘ ‘\\
L}
“\ ‘\
\J ), ‘\ A \\‘ s
\\' , \vo Ay "
a b c

Sekil 6. Kromozomlarin; a) Normal ayrilma, b) non-disyjunction ve c)
Anafaz-lag olaylari (K.Taysi, B.Say, 1975).

Tablo 2. Cinsiyet Kromozomlarinda Muhtemel Mon-digjunction Tipleri
. (Roberts JAF, Pembrey, M.A., 1985)

Normal Yumurta Anormal Sperm Zigotumn Seks Kromozomu Sendrom
X XY XXY Klinefelter (47,XXXY)
X XX XXX Triple - X(47,XXX)
X YY XYy XYY (47,XYY)
X 0 X0 Turner (45,X0)
Anormal Normal
Yumurta Sperm
XX Y XXY Klinefelter(47,XXY)
XX X XXX Triple -~ X(47,%XXX)
0 X X0 Turner (45,X0)
0 Y 0Y Yasayamayacak (45,Y)
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Sayi anomalileri euploidi ve aneuplonidi olmak {izere iki temel gruba
ayrilar. Euploidi; kromozom sayvisinin haploid sayvinin tam katlari
seklinde artmasina denir. Urnegin, insar icin haploid sayi 23 tiir. 46,XX.
46.XY diploid (normal), 69,XXX, 69,XXY...tdploidi.... vb. durumlar ise
anormal olacaktir. Aneuploidi ise. diploid kromozom sayasindan bir veya
birden fazla kromozomun eksilwesine veya artmasina verilen genel bir

addir. 45,X0 monozomiye, 47,XXX. 47,XXY de trizomiye bir &rnek tesgkil

ederler6’52.

Euploidi Aneuploidi

a., Haploidi-nm a. Hipoploidi (2n-1, 2n-~2)

b. Diploidi-2n b. Hiperploidi (2n+l1, 2p+2) gibi

c. Triploidi~3n

d. Tetraploidi-é4n

Yapi ve sayl anomalilerinden bhaska cinsivet kromozomlarinda sikca
g8riilen mozaisizm, ayni zigotun erkern ddnemlerinde hiicreler b8liintirken,
bir hiicreve eksik, digerine normal veya fazla kromozom gitmesi ile
olugabilen, anafaz-log ve non-disjunction'la meydana geldigi tahmin
edilep bir anomali cesididir®3:61, Orpegins 45,X0/46,XX gibi.

Tablo 3 de Sik gBriilen cirsiyet anomalileri verilmistir.
I17.5.X-LINKED KALITIM SEKILLERIYLE CINSIYET KROMATINI ILISKILERI

X-Linked kalitim, X kromozomunun lizerinde tasidigi genlerle dominant
ve resesif olmak izere iki tiptir2»7l. Hemofili, reuk k&rligi, Norrie
hastaligi G-6-PD noksanligi, SCID.XLA, Darier hastaligi...vb. hastaliklar
X-Linked resesif gruba girerler. B8yle durumlarda 8zellikle tasxryicilarda
ve hasta mozayviklerde, mutant geni tasivan X-kromozowu tercihli olarak
inaktive edilmeye ¢alisilar. BBylece Barr Body olusturularak, olmasi
muhtemel bir anomali ortadan kaldirilmis olur?2:34,58,

X-Linked resesif ve dominant genlere bagli sendromlar disinda
domipantlik ve resesifligin sBzkonusu olmadiga ve X in  fragile

bdlgelerine bagli olarak gelisen mental retardasycenlar gdriiliir. Fragile

bdlgelerin olusumu:
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1) DNA spiralizasyonu, 2) Viral DNA modifikasyonu, 3) DNA sentezi
sirasinda timidin monofosfat (TMP) olusumuna baglidir. Fragile taraf X
kromozomunun Xq 27,3 segmentinde olusmaktadir. Bu bﬁlgéde bir ek (gap)
veya bir kirik olarak gbriilmektedir. Sonugta, X kromozomu iki satellitli
bir konfiglirasyonda gbdriilmektedir. Mental retardasyonlu erkeklerde %
2.00-10.00 arasinda bulundugu rapor edilmistirs.

Fragile-X, etkilenmis erkeklerin hiicrelerinin 7 35.00 inde gdriilir.
Anneleri ise genelde tasly1c1d1}69,E§er fragile X tasiyicisi kadinlarda
otokontrol mekanizmasi ¢alistirilip, ek kisimi tasiyan X kromozomu
tercihli olarak inaktive edilirse, bir problem olusmaz. Sayet, fragile
X degilde, saglam X inaktive edilirse, mental retardasyon olusur20’33.
Sonug olarak X-linked resesif genin veya fragile X in inaktive edilmesiyle

inaktivasyon oranina g&re klinik problemler ortaya g1kar43’68.

11.6. CINSIYETLE irGiLi _ KROMOZOMAL ~ ABERASYONA BAGLI HASTALIKLAR VE
CINSIYET KROMATINI ILE ILISKILERI

Cinsiyetin olugsumu ve fenotipik yansimasi c¢ok y8nlii ve biraz da
karmagsik bir olaydir. Olayin psikolojik ve sosyal boyutlari da wvardir.
Bu acidan bakildiginda, g8z Oniine alinmasi gereken faktdrleri gOyle
siralayabiliriz.

a. Dis genital yapilarinin gdriiniimi

b. I¢ duktus sisteminin geligimi

. Gonadal cinsiyet

[« TR o]

Endokrinolojik cinsiyet

. Genetik cimnsiyet

. X~kromatini sonucu cinsiyet
Kromozomal cinsiyet

. Psikolojik cimsiyet

e 500 oo

. Sosyal cinsiyet

Biitiin bu faktdrler incelendiginde; muhakkak ki, olayin genetik yani,
kromozomal y¥nii en baskin fakt®rlerin basginda gelir‘ve diger faktSrleri
de etkiler. Polikliniklere gelen hastalardan cinsiyet anomalisi yOniinden
slipheli olanlarda ilk bagvurulacak tetkiklerden birisi cinsiyet kromatini
analizidir. Cinsiyet kromatini apalizinin sonucu, eger gerekirse kromozom
analizi ile desteklenir. Hastanin tibbi ve psikolojik degerlendirilmesinde

bu analizlerin sonucu 1sik tutucu niteliktedir.
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Hastalarda asagidaki endikasyonlar cinsiyet kromatini analizini
gerektirir6’58.
a. Yeni dogan kiz bebeklerinde el ve ayaklarda fzah edilemeyen 8dem
b. Kisa boylu kiz bebekler ve cocukiar
c. Kizlarda inguinal herni
d. Primer amenore
e. Interseks halleri (Vahim epispadiyas ve hipospadiyas dahil)
f. Inmemis testislerin oldufu vakalar

g. Erigkin erkeklerde uzun boy ve 8nilkoidizm

h. Eriskin kadin ve erkeklerde infertilite

II. 6.1. Cinsiyet Kromatinin Pozitif Oldugu Vakalar

Klinefelter, Triple-X, Penta-X sendromlari ...vb. gibi vakalarin
yvaninda gercek hermafrodit, karmagonadal disgenezis, erkek
pseudohermafrodit ve kadin pseudohermafrodit gibi fétal endokrin
bozukluklari grubuna giren hastaliklar da pozitif sonuclar verebilir.
Gercek hermafroditizimde kromatin pozitif orami % 80.00 dir. Yani
vakalarin 7% 80.00 inde kromatin pozitiftir. Biitin  kadin
pseudohermafroditlerde kromatin pozitif sonu¢ verirler ve 46,XX
kromozom yapisinda olmakla beraber, bunlarin 46,XX/46,XY kromozom
yapisinda olanlari da bilinmektedir. Kromatin analizi ve kromozom

analiziyle teshis konamazsa, laporatomi yapllma11d1r37’58.

II. 6.2. Cinsiyet Kromatinin Negatif Oldugu Vakalar

Bu grubun en &nemli vakasi Turner sendromudur. Bundan baska dis
genitalleri anormal ve cinsiyet kromatini analizi sonucu negatif olan
hastalarda; karma gonadal disgenezis, erkek pseudohermafroditizm,
gercek hermafroditizim ve erkek Turner sendromu diigiiniiliir.

Bu grupta ayirici teshis kromatin pozitif gruba g®6re daha zordur.
Yalniz bu hastalarin ¢ogu infertil olacagi i¢in, sonuca kolay
gidilir. En Onemli teshis kriteri; Turner sendromunda boyunda
yelelenme, kubitus valgus, sac c¢ilzgisinin diisiikliigli, kisa boy...vb.
digerlerinde ise, gonadlarin skrotumda bulunup-bulunmamasidir. Biitiin
ailevi pseudohermafroditler 46,XY karyotipinde iken, karma gonadal
disgenezisde X0 wveya Y kromozomu ihtiva eden mozayiklik sbz

konusudur5’58.
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II. 7. KROMOZOM ANOMALILERI SIKLIGI VE TOPLUM SAGLIGI

Yapilan galismalardan elde edilen sonuclar; kromozom anomalilerinin
sikliginin klinikte gOriilenin ¢ok {lizerinde oldugu seklindedir.
Hamileligin ilk 3 ay1 icindeki spontan digiiklerin Z 15.00 civarinda
oldugu ve bunlarin % 50.00 sinin kromozom aberasyonu ylizlinden distigi
belirlenmigtir. Yeni dogan bebeklerin ancak % 0.5.00 iﬁde kromozom
anomalisinin gbriilmesi, genetik &zlirli olan £6tuslarin intrauterin
devrede kaybedildiginin igaretidir. Hele kirsal alanda niifusu fazla
olan ve dogumlarin evlerde yapildigi alanlarda, kiiltiir diizeyinin
diigikliigli, saglik sartlarinin yetersizligi ve akraba evlilikleri
g8z8nline alinirsa, kromozom anomalisi insidansinin gercekten ¢ok daha
fazla oldugu diigliniilebilir.

Spontan disiik materyallerinde en sik gdriilen cinsiyet anomalisi
Turner sendromudur. Gikan sonuca g8re Turner sendromu olgularinin
Z 95.00 i dintrauterin hayatta kaybedilirken, tespit edilebilenler
ancak gercek sayinin Z 5.00 i kadardir. Ayrica, cinsiyet kromozomu
trizomilerinin (XXX, XXY,XYY...gibi) dintrauterin hayatta kaybedilme
oranlari da diisiiktlir ki, bu sebeple kliniklerde cinsiyet kromozomu
trizomisi vakalari sikca gdriilmektedir.

Genel kromozom anomalileri (Gonozomal+Otozomal) populasyonda 7%
0.5.00 oraninda gdriilmekte ve 7 50.00 si hicbir klinik bulgu
vermemektedir. Bulunan bu anomalilerin yarisini cinsiyet, diger
yarisini da otozomal kromozom anomalileri  olusturmaktadir. Bir
organizmada (insan) 22 ¢ift otozomal, 1 ¢ift de gonozomal kromozumun
bulunusu oran olarak diisiindiriiclidir. Organizmada en sik gdriilen
cinsiyet kromozomu sayi anomalileri 47,XXY, 47,XYY wve 45,X0
sendromlaridir. Yapi anomalileri olarak da izokromozom, ring
kromozomu ve translokasyonlar agirliktadir. Triple-X 1/1.000,
Klinefelter 1/500, ‘Turner 1/4.500 vé Fragile-X erkek dogumlarda
1/1.000 oraninda g6rﬁlﬁr3l’49’58.

Toplum sagligir acisindan kromozom anomalilerinin Onlenmesij;
anomali gdsteren =ijot sayisinin azaltilmasiyla miimkiindlir. Annenin
hamileligi adnimenda f8tusda herhangibir hastaligin olup-olmadig:
arastirilir. Hger tedavi edilemeyecek bir hastalik teshis edilirse,
anneye terapotik diigiik gansi saélanma11d1r3l. Artik glinlimiizde tuip

koruyucu tedaviye y6nelmistir49.
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Hamilelik esnasinda f8tusun herhangibir genetik anomali tasiyip
tasimadigi  konusunda son yillarda dikkate deger c¢aligmalar
yapilmaktadir. Tiim bu calismalar, insan genetiginde klinik y8nden
"prenatal teghisi" 8n plana c¢ikarmistir. Bu konuda yapilan
caligmalari su basliklar altinda toplamak miimkiindiir;

1. Koryon villus 8rneklemesi (CVS)

2, Amniyosentez

3. Fetal kan 8rneklemesi

4, Ultrasonografi

Kromozom anomalilerinin olugum nedeni, halen acgikca bilinmedigi
icin, bu isin kolay olmayacagi aciktir. Elimizde virus
enfeksiyonlari, non-disjunction, anafaz-lagging, ilag¢lar,
otoantikorlar ve 1yonize radyasyonlarin sorumlu oldufunu tutan

destekleri kuvvetli hipetozler meveuttur? 58,



III. MATERYAL VE METOD

III.1. KULLANILAN MATERYALLER

III.1.1, Kullapilan Kimyasal Maddeler

a. Etil alkol
b. HC1

c¢. Eter

d. Ksilol

e. Kanada Balzami

-—

Tekel
Merck
Birpa
Sp/Malinckrodit
Merck

IT1.1.2. Kullanilan Kimyasal Boyalar

a. Cresyl violet asetat -

b. Cresyl fast violet

Sigma
Merck

II1.1.3. Kullanilan Kimyasal Soliisyonlar
a. 2 70, 95, 96 ve absolii etil alkol serileri

b. Z 5 1ik HC1

c. Saf eter - 7 95 lik etil alkol karisimi (1:1) tespit

soliisyonu (fikzatif)

d. Z 0.5 1lik Cresyl violet asetat ve Cresyl fast violet
boyasi (0.5 gr. 100 ml dHp0 da ¢Oziiliir)

II1.1.4. Kullanilan Cam ve Diger Malzemeler

a. Lam (76x26 mm)- Munelglaser
b. Lamel (18x24 mm)-Deckglaser

¢. Sale (Coplinjar)-Sigecam

d. Abeslang (tahta spatiil)

e. Isik mikroskobu - Olympus (CHy, BHT)

III.2. NUMUNENIN (EPITEL HUCRELER1) ELDE EDIIMESI

Cinsiyet kromatini, kuramsal

olarak tiim wviicut hiicrelerinde

gbsterilebilir. Ancak, elde edilmesinin kolayligi bakimindan epitel

hiicreleri tercih edilir. Bu ylizden c¢aligmamizda yanak mukozasi

(Buccal smear) kullanilmistir.
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Numunenin alinmasindan Once fikzatif olarak saf eter+Z 95 1lik
etil alkol (1:1) soliisyonu bir sale icinde hazilammistir. 4-5 adet
lam alinmis ve isaretlenmistir. Steril abeslanglar (spatiil) daha 8nce
hazirlanmistir. Hastanin agzi temizlettirilmis ve daha sonra nazik
bir hareketle yanak mukozasi hafif daireler c¢izilerek kazinmigtir.
ince bir tabaka halinde cok sayida epitel hiicresi elde etmek

amaclanmistir.

III.3. FIKZASYON VE BOYAMA

Lamlar hazir olan fikzatife konmus ve en az 1 saat bu fikzatifte
bekletilmistir. BOylece numune boyanmaya hazir hale getirilmigtir.
Cinsiyet kromatini; cresyl violet, orcein, thiosiyanin,
pinaciyanol, gallocyanin, bazik fuksin ve metil green gibi bazik DNA
boyalariyla boyanir. Bu boyalar nukleik asitlerin fosfatlarina

baglanabilen boyalard1r39.

Boyama Metodu

Laboratuvarimizda yaptigimiz boyama denemelerinde en iyi sonug
cresyl violet boyasi ile elde edilmis oldugundan, yalniz cresyl
violet boyama metodu verilmigtir.

Boyama

1. (1:1) oraninda alkol-eter karisiminda fikse edilen lamlar
Z 70 1ik etil alkolde yikanir.

2., Adi suda yikanir (cegme suyu)

3. 2 5 1ik HC1l de 5 dakika bekletilip, hidroliz edilir.

4, Adi suda yikanir ’

5. Z 0.5 1ik cresyl violet boyasinda 10 dakika boyanair,

6. Adi suda yikanir,

7. % 70 1ik etil alkolden geg¢irilir.

8. Keilolden gecirilir.

9. Kurutulur.

10. Kanada balzami damlatilip lamel kapatilir.
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III.4., BOYANAN HUCRELERIN DEGERLENDIRILMESI

Boyanan en az dbrt preparatta her preparat icin 100, toplam
100x4=400 hiicre degerlendirilmistir. Cinsiyet kromatini (Barr Body)
sayisi eger Z 0 - Z  2-3 oraninda ise s;mug (-) tir. Burada gdriilen
%2 2-3, Barr Baly, boyama sirasinda olusan artefaktlar olarak
degerlendirilir., Z 17 ve daha {istii ise, cinsiyet kromatini pozitif
(+) olarak kabul edilmistir.

Z 2-3 {in {zerinde ve Z 17 nin altinda elde edilen sayilar
mozayik bir wvakayi dinilisdirebilir. Bu durumda daha glivenilir bir
sonuca gitmek ig¢in numune alma isi yeniden tekrarlanir.

Yukarida belirlenen sayilar her hiicre igin 1 adet Barr Body
hesabiyladir. Ancak. bazen bir hilicrede 2 veya daha fazla Barr Body
" bulunabilir, Boyle durumlarda da yiizdelerin degerlendirilmesinde
her hiicre icin 1 adet Barr Body hesabiyla degerlendirme yapilir.



IV. BULGULAR

Bu arastirma KTU. Farabi Hastanesinin Cocuk Sagligi ve
Hastaliklari, Kadin Dogum ve Uroloji polikliniklerine basgvuran
hastalar iizerinde yapildi. Dokuz aylik bir zaman araliginda (07.02.1989 -
31.10.1989) bu polikliniklere bas wvuran 2070 hastadan poliklinik
muayenelerinde herhangi bir cinsiyet anomalisi diigiinlilen 12 hasta
anabilim dalimiza cinsiyet kromatini analizi istegiyle gdnderildi.

Cinsiyet kromatini analizi ac¢isindan incelemeye alinan bu 12

hasta ile ilgili bulgulari sdyle siralayabiliriz;

1. Yapilan cirsiyet kromatini analizlerinin sonuclari kurulan
analiz metodunun sonuclarinin giivenilir oldugunu ve metodun
rutin olarak kullanilabilecegini gdstermistir (Resim 1.2).

2. Bu hastalarin erkeklerde inmemis testis olgusu, kizlarin ise
boy kisaligi, gelisme geriligi, cubitus valgus ve primer
amonere, psikolojik  bozukluklar  vb. gibi  sikayetlerle
polikliniklere bagvurdugu tespit edilmistir.

3. Cinsiyet kromatini acisindan taranan 2070 hastadan 1010 tanesi
fenotip olarak erkek, 1060 tanesi ise kizdir. Inceledigimiz
12 hastanin fenotip olarak 7 tanesi erkek (%7 58,3), 5 tanesi
de kizdir (% 41,66).

4., Bu 12 hastada yapilan cinsiyet kromatini amalizlerinde 5 adet
ki1z hastada poliklinikce diislinilen cinsiyet anomalisi
dogrulanmistir. Bunlardan 4'# Turner sendromu, 1 tanesi de
mozayik olarak diistiniilmiistiir. Bunlardan ovulasyon yasinda olan
4'{inde infertilite sBz konusudur. Turner sendromlu hastalarda
sendromun tipik belirtileri olan gelisme geriligi tespit
edilmistir (Sekil 7).

5. Klinik bulgulara g8re anomali belirlemen 1Z hasta ve cinsiyet
kromatini agisindan anomeli belirlenen 6 hasta akraba evliligi,
anne-baba yasi ve dogum sayisi acisindan degerlendirilmig,
bu hastalardan 9 tanesinin akraba ev1iligi sonucu dogdugu .

dikkati cekmistir. Anomali dogrulananan 6 Thastanin 4
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Resim 1. Cinsiyet kromatini (+) Resim 2. Cinsiyet kromatini (-)
hiicreler (Cresyl violet boyasi, hiicreler (Cresyl violet hoyast,
100x10 biiylitme) 100x10 biylitme) . - *

Normal boy
Hastalarin boyu

Boylcm)

2yas Tyas 1byas 17yas 18yas

Sekil 7. 5 adet kaz; 1 adet erkek hastada; normal boy deperleriyle,
hastalarin boy degerlerinin karsilastirilmasi.
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tanesi akraba evliligi sonucu dogan cocuklardir. Hastalarin
ailenin kacinci cocugu olduuna bakildiginda, cinsiyet anomalisi
dogrulanan 6 hastanin da 5. veya daha sonraki dogumlarda
dogduklari belirlenmistir. Bu 6 hastanin anne-baba yaslarinin
anlamli olarak biiyiik oldufu da bir baska &nemli faktdr olarak
gdriilwiistiir (Anne yasi ortalamasi: 34.8, baba yasli ortalamasi:
37.8).

6.Turner sendromlu hastalarda: gelisme geriliginin vaninda,
sendromun tipik fenotipik gdriiniinii olan boyunda veleleume, meme
uclarinin uzek olusu, bebeklerde el ve avakta izah edilemeyven
d6dem ve ovulasyon sikayetleri bu sendromun tipik bulgulari olarak

bulunmustur (Resim 3,4). / =

Resim 3.4 Turner sendromlu iki ayri vakanin fenotipik gdriiniimi
(Gelisme geriligi, Cubitus valgus, boyunda yelelenme).
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7. K1z hastalardan bir tanesinde cinsiyet kromatini 7 7.00
olarak belirlenmigtir. Bu durumda, bu hastanin mozayik oldugu
diisinlilmektedir. Ancak, bu bulgunun dogrulanabalmesi icin
hastanin periferik kan kiiltlirii yapilacaktir.

8. Klinikce cinsiyet anomalisi diigiinlilen 12 hastadan diger 6
tanesinin de yapilan cinsiyet kromatini analizleri en azindan
bu anomalilerin cinsiyetl kromatinine bagli olmadlélnl
gistermektedir. Muhakkak ki, ©bizim c¢alisma konumuzun
cercevesi disinda kalan ve anomaliye neden olabilecek diger

faktdrleri gz ardi etmemek gerekmektedir.

Tablo 4 de hastalara ait bulgular verilmigtir.
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V. TARTISMA

Bu aragtirmada, elde edilen materyallerde boyama ile net sekilde
gbsterilmis olan cinsiyet kromatini, kadinlarda bulunan X
kromozomlarindan bir tanesinden meydana geldigi ve hiicre siklusunun
interfaz fazinda gOsterilebildigi tartismasiz bir bulgudur ve
yapilan c¢ok sayidaki aragtirma da bunu destekler niteliktedir3s4.

Cinsiyet kromatininin yalniz interfaz nukleuslarinda
g8riilebilmeleri, diger fazlarda gbriilememeleri ilk bakista bu
yapilari esrarli olusumlar gibi g8stermesine ragmen, hiicre
siklusunda kromatin materyalin sekil defistirmesi diisiintildiigiinde,
bu mekanizma daha anlagilir hale gelecektir. Erken metafaz
hiicrelerinde yapilan arastirmalarda Xql-Xq21 b6lgelerli arasinda
(yani X in wuzun kolunda) replikasyonda olugabilecek bir gecikme,
bir kondenzasyona yani yogunlasmaya mneden olacaktir?:65, Mitoz
sonucunda telofazda kromozomu olugsturan segmentlerin dolayisiyla
DNAt+histon proteinlerin yeniden acilarak nukleusa amorf ve yaygin
bir yapir olarak dagilmasi sirasinda X in bazi b8lgelerinin bu
olusuma katilmadiklarini diiglinmekteyiz. Replikasyon mitozun "S"
(Sentez) fazinda gercgeklegtigine gdre, aktif X ifizerindeki bir gen
"erken S" fazinda replike oluyorsa, inaktif X {iizerindeki aktif
genler '"geg S" fazinda replike olacaklardir. Dolayisiyla hiicre
siklusunun genisce bir b¥liimlinde genin erkem replike olan
homologundan bir tek doz mevcut demektir, Bbylece S fazinin 10 saat
oldugu bilindi§ine gdre, ilk iki saati sonunda tamamen replike olan
aktif X in {izerindeki gen 20 saatlik hiicre siklusunun 8 saatinde
tek doz olarak (Gj fazi 6 saat+S faz1h1n 2 saatlik béliimii) ifade
edilirken, 12 saatlik dilimde ise, c¢ift doz olarak ifade
edilecektir. Ge¢ replike olan X, 16. saatte (Gl fazi 6 saat + S fazi
10 saat) kendini tamamlayacagi icin, lizerindeki aktif genler yalniz
4 saat ¢ift doz olarak ifade edilecektirl4’27’48. Bu duruma gOre
su sonucu c¢ikarabiliriz; gec replike olan X in erken réplike olana
gbre % 75.00 daha az fonksiyomel oldugu ortaya cikmaktadir. Total
gen {irlinliniin miktari ile § fazinin uzunlugu arasinda bir pozitif

iliski oldugu bilindigine gbre, DNA mnin hiicre siklusunda
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sekillenmesinde Onemli rolii olan histon tipinde proteinlerin de
yeteri kadar sentezlenememesl Inaktivasyonun bir bagka nedenidir.
Yapilan arastirmalar inaktivasyon olayinin bir mekrezden ynetildigi
ve bu merkezin dinsanlarda X 13 - Xq21 bS8lgeleri arasinda oldgéunu
gbsterir niteliktedir64’72. Buradan; inaktivasyon olayinin pozitif
bir proje oldugunu ve hiicre siklusunun farkli kademelerinde meydana
gelen degigikliklerden etkilenmeyen, daima ayni kararlikta kalmayi
basafan inaktif X kromozomunun sitolojiksel bir fazlaliginin var
oldugunu anlamaktayiz. Hatta, bu konuda inaktivasyona ugrayan
genlerin mnedenleri ag¢ik olarak bilinemeyen sebeplerden tekrar

reaktive oldugunu iddia eden arastirmalar vard1r28’60.

Bu olayin
yvaglanma ile ilgili olabilecegi wve birtakim patolojik olaylara
(kanser gibi) neden oldugu da bazi aragtirmacilar tarafindan iddia
edilmektedirls42:47  Biy de; reaktivasyonla birlikte cinsiyet
kromatini oraninin azalacagini tahmin etmekteyiz. Nitekim, yasli
kadinlarda cinsiyet kromatini oraninin diismesi bii yiizdendir.

Bugiin inaktivasyon konusunda gecerli olan Lyon hipotezinin

aciklayamadigi bircok bilinmeyenler vardir. Ornegin;

1. X kromozomunun birden fazla oldugu hallerde, biri haric
digerleri  inaktif hale geleceginden, XXX veya XXXX
genomundaki gsahislarda nic¢in anomali olusmaktadir? ilging
olarak X kromozomu sayisi arttikca, anomali de artmaktadir.

2. Normal kadinlarda 2X  kromozomundan  birisi inaktif
olacagindan, tek fonksiyonel X kromozomu kalacaktir. Turner
sendromunda (X0) tek aktif X oldu§u halde, nig¢in anomali
mevcuttur?

3. XXY genomdaki Klinefelter sendromu normal erkeklerden (XY)
farklidir. Bu fark, XXXY gibi X kromozomu sayisinin arttigi
hallerde nig¢in daha fazla belirginlesmektedir?

Bu tartismali sorulara, bugiin ¢ok ag¢ik sonuclar verilememesinin
nedeni, bugiin insan genomunun gen seviyesinde tamamen
taninamamasinin bir sonucudur. Bilindigi gibi, insan genomunda 6x107
baz ¢ifti vardir. Buglin ise, taninan genetik markerlerin (Primer)
sayisi birkac bindir. Bu konuda yapilan gen haritalari (=gen
mapping=gen library ) calismalari sonucu bu sorulara daha tatminkar
cevaplarin verilebilecegini diisinmekteyiz. Bu konular ise, bizim

aragstirmamizin sinirlarini asmaktadir.
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Aragtirmamizda belirledigimiz cinsiyet kromatini oranlar:
(erkekler ig¢in negatif, Z 0.00 - 7 3.00, disiler ic¢in pozitif, 7
17.00 - Z 20.00) bircok laboratuvarin ve arastiricinin kabul ettigi

2’6’58. Ayrica, cinsiyet kromatininin metoduna

oranlara paraleldir
diisiik 1silarin etki ettigini (az boyanma veya hic boyanmama gibi)
gbzlemlemis bulunmaktayiz.

Cinsiyet kromatininin gOriilme oranlarina, hastanin yasi,
kullandig:r dilaclar ve menstrual siklusu etki etmektedir. Hayatin
i1k birkag¢ gilinlinde cinsiyet kromatini oraninin normalin c¢ok altinda
olmasina, bu kiz bebeklerinde &strojen hormonunun yiksek seviyede
olusu sebep gdsterilmektedir. Cinsiyet kromatini orani, hayatin 9-
10 uncu giinlinden sonra normal seviyeye ulagir. Yasli kadinlarda ise,
bu oran tekrar dﬁser38’39. Migeon BR. ve arkadaslarina gdre X
kromozomunun aktif veya  inaktifligini ®strojen  seviyesinin
etkiledigi anlasllmaktad1r46. Hayatin 1lk birkac glinlinde bu diislik
oranlari laboratuvarimizda gbzlemlemis bulunmmaktayiz ve kesin sonug
icin hastalarin en az 10 giinliik olmalarini Snermigtik.

Normal kadinlara &strojen, prednlsone, ACTH, testesteron ve
progesteron gibi terapotik ajanlar wverildigi =zaman, cinsiyet
kromatini insidansi baskilanir. Dietilstilbestrol ise, bu orani
ylikseltir. Antibiyotikler de cinsiyet kromatinini sgekil y3niinden
bozar, hatta dikiye ayirir. Ornegin; Actinomyciﬁ - D . Kadinlarin
19-38 yaglari arasinda ({iretken yaslarda) menstrual sikluslarinin
9-12. giinlerinde cinsiyet kromatinl ylzdesi diisiik
glkmaktad1r21’38’39. Bize gdre, szl edilen bu etkenlerden
hormonlarin ylizdeyi diistirdiigii, fakat etki mekanizmasinin mnasil
oldugu kesinlikle bilinmemektedir. Antibiyotikler, protein sentezi,
DNA replikasyonu ve hiicre zarini etkiledigi icin, DNA yapisinda olan
Barr Body yi de etkilemis olacaktir. Menstrual siklusun 9-12,
glinlerinde hormonlarin yiikselmesi(prednisone)-rve diger biyokimyasal
metabolik olaylarin bu orani ctkiieyebilecegi diisliniilmektedir.

Total kromozom anomalilerinin toplumdaki vyasayan fertlevde
gdriilme insidansi 7 0.5.00 dir. Bunun asagi-yukari yarisi cinsiyet
anomalileridir (Z 0.25.00). Bizim arastirmamizda, polikliniklere
bagvuran 2070 hastadan 12 hastada cinsiyet anomalisi diislinlilmiistiir.
Burada gbriilme sikligi 7% 0.57.00 dir. Bu sonug, genel popiilasyona

gdre yiiksektir. Kanimizca bunun fMledeni, polikliniklere bagvuranlar
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herhangi bir saglik mnedeniyle basvurmustur ve burada bir yigilma
86z konusudur. Clinkii, arastirma bir populasyon taramasi degildir.
Diger vyandan, cinsiyet kromatini endikasyonu tesbit edilen
hastalarin 6 adet oldugu diigiiniiliirse, bu oran, 7 0.30.00 cikacaktair.
Bbylece, genel populasyondaki insidans ile bir uyum s8z konusudur.
Ancak, inceledigimiz 12 vakanin daha giivenli istatistiki sonuclara
varmak ig¢in yetersiz oldugunu diigiinmekteyiz. 9 aylik arastirma
peryodunda polikliniklere basvuran 2070 hastadan cinsiyet anomalisi
diiglinlilen hastalarin sayisi vaka sayimizi sinirlamistir. Bununla
birlikte, elde edilen oranlar diger arastirmalarda verilen oranlara
yakindir (Genel Z 0.25.00, Bulgumuz % 0.30.00).

Kromozom anomalilerini olugsturan etkenler arasinda akraba
evlilikleri Omnemli bir yer tutar.‘BﬁlgemizdeAakraba evliliklerinin
Tirkiye ortalamasinin {izerinde oldugu (Tiirkiye ortalamasi % 21.00,
Karadeniz Bblgesi 7% 26.00) bilinmektedir®3. Yukarida belirtilen
insidansin  yllksek olusunun nedenlerinden birisi de akraba
evlilikleri olabilir. Giinkli, cinsiyet anomalisi diiglinlilen 12
hastanin 9 tanesi akraba evliligi yépmls ailelerin ¢ocuklaradar.

Cinsiyet kromatini analizi hastanin cinsiyetinin belirlenmesinde
tek bagina kesin bir yol degildir. Ancak, cinsiyetin belirlenmesinde
ve cinsiyet anomalilerinin teghisinde ®8ncelikle basvurulacak en
pratik wve giivenilir yollardan birisidir. Alihacak sonuca gdre,
teghis, diger tetkiklerle de (8rnegin; krotozom analizi, hormonal
tetkikler, dermatoglifik bulgular...vb.) desteklenmelidir.

Bu arastirmada gelen vakalara sitogenetik bulgular acisindan
yaklasilmis ve analiz sonuclari 1lgili kliniklere gdnderilmistir.
Teshis konusundaki son karar: vermek bizim arastirma alanimiz
disindadir. Ancak, olayin teknik yOnii ile klinik y8niiniin karsilikla
bilgi aktarimi ile birlikte degerlendirilmesinde yarar gdrdiigiimiizi

agiklamakta fayda g&rmekteyiz.



VI. SONUG VE ONERILER

Dokuz aylik zaman periyodunda (07.02.1989 - 31,10.1989) KTU. Farabi
Hastanesinin Cocuk Saglifi ve Hastaliklari, Uiroloji ve Kadin Dogum
polikliniklerine bagvuran 2070 hastanin 1010 tanesi erkek, 1060 tanesi
kizdir. Bunlarin 12 tanesinde (7 erkek, 5 kiz) cinsiyet anomalisi
diisiintilmiis ve Db8liimlimiize cinsiyet kromatini analizi istegiyle
gbnderilmistir., Yapilan cinsiyet kromatini analizleri ve klinik

arastirmalarin sonuclari asagida sunulmugtur.

1. Cinsiyet kromatini (Barr Body) tayini 1i¢in farkli boyalar
denenmis, en 4yi sonucu veren boyanin cresyl violet boyasi
olduguna ve metodun rutin olarak gilivenli bir gekilde
uygulanabilecegine karar verilmigtir.

2. 12 hastanin 6 tanesinde cinsiyet kromatini anomalisi kesin
olarak g8sterilmistir.. Digerlerinde ise, kromozomal aberasyon
siiphesi oldugundan, kromozom analizi Snerilmistir.

3. Analizler sonucunda 5 kiz hastanin 4 tanesinde cinsiyet
kromatini negatif 7 0.00, bir tanesinde pozitif 7 7.00 olarak
bulunmustur. Poliklinikce diislinlilen Turner sendromu bu dort
tanesinde kesinlegmis, digeri de mozayik olarak diislinlilmiistiir.
Bu d6rt hastanin infertil oldugu belirlenmistir,

4, Erkek hastalardan bir tanesi cinsiyet kromatinil pozitif Z 20.00
olarak bulunmus, hermafrodit (interseks) olabilecegi diisliniilmiis
ve yapilan cerrahi miidahale ile dogrulanmistir.

5..Cinsiyet anomalisi diigiinlilen 12 hastadan 9 tanesinin akraba
evlilikleri sonucu dogdugu anlagilmistir. Bu sonu¢ kromozom
anomalilerinin olusumunda akraba evliliklerinin insidansa
artirici OSmemli bir faktdr oldugunu g8stermektedir. Ulkemizde
sosyal ve genetiksel bir sorun olan akraba evliliklerinden
kaginmanin toplumu aydinlatmak ve egitimle Onlenebilecegi

kanisindayiz.
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Hastalarin ailenin kag¢inci g¢ocugu olduguna bakildiginda,
cinsiyet anomalisi dogrulanan 6 hastanin da 5. veya daha sonraki
dogumlarda dogdugu anlasilmistir. Bu hastalarin ebeveyn yasi
ortalamalari da vyiiksek bulunmustur (anne 34.8, baba 37.8),

Mimkiinse ileri yaslarda (8zellikle 35 yagsindan sonra) dogum

"yapilmamalidir. BOyle durumlarda prenatal teshis merkezlerine

basvurulmaladir.

Yenidoganlarda cinsiyet kromatini analizi 10 giinliik bebeklerden
daha kiiciklerde yapilmamalidir. Ovulasyon yaginda olanlarin ise
menstrual sikluslarinin kaginci giliniinde olduklari ve 1ilag
kullanip-kullanmadiklari sorulmalidir.

Boyama yapilirken, ortam sicakligina dikkat etmeli ve oda
1s1s1nin altindaki isilarda boyama yapilmamalidir.

Cinsiyet kromatini analizinde daima kontrol bulundurulmali ve
her preparatta en az 100 hiicre sayilmalidir.

Sayim sirasinda mnukleusun kenarindaki kitleye ¢ok iyi dikkat
edilmelidir Barr Body (cinsiyet kromatini) kabul edilebilecek
kitleler, ilicgen veya planokonveks seklinde olmali ve asla rafle
vermemelidir. Isiga karsi r&fle verenler ya bakteri yada boya
artefaktlari olarak degerlendirilmelidir.

Sitogenetik olarak cinsiyet kromatini analiz sonuclari yorumsuz
olarak verilmeli ve Barr Body'nin normal 8lciiler disindaki
6zellikleri not edilmelidir.

Boyama sonucu elde edilen preparatlar arsivlemmeli 4 miimkiinse
fotograflar:y cekilmeli ve gelen hastanin protokol bilgileri
eksiksiz kaydedilmelidir.
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Bu arastirma, 9 aylik bir periyodda KTU. Farabi Hastanesi Gocuk
Sagligi ve Hastaliklari, Uroloji ve Kadin Dogum Polikliniklerine
basvuran 2070 hastadan cinsiyet anomalisi giiphesiyle anabilim dalimiza
gonderilen 12 hasta ilizerinde yapilmistir,

Yapilan metodolojik calismalar sonucunda laboratuvarimizda rutin
olarak uygulanan cinsiyet kromatini (Barr Body) y¥8niinden hastalar
incelenmistir. Bu hastalardan 6 adedinde cinsiyet anomalisi, cinsiyet
kromatini y®niinden dogrulanmistir. Bu hastalardan 5 adet kiz hastadan
4 U X-kromatini negatif (7 0.00). Turner sendromu, 1 adedi (Z 7.00)
mozayik ve 7 adet erkek hastadan 1 adedi (%Z 20.00) interseks olarak
belirlenmigtir. Diger 6 hasta di¢in ise, diger etkilli faktdrleri
belirlemek icin kromozom analizi Bnerilmigtir.

Gelen hastalardan 9 adedinin akraba evliligl sonucu dogdugu ve
anne~baba yaslarinin yiiksekliginin anomali olugsumunda etkili fakt®rler
oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler :Cinsiyet kromatini (Barr Body), ZX-kromatini), X-
kromozomu inaktivasyonu, Lyon hipotezi, Dosaj-

kompenzasyonu



SUMMARY

In this study, sexual abnormalities and X-chromatins of patients
who were researched with Barr Body analysis which was developped
from Barr and Bertram.

The studies included 1060 females and 1010 males with a total
of 2070. Total patients were 12 (5 females, 7 males). Results of
the incidences of X chromatin abnormalities as follows;

Four of five female patients were Turner Syndrome (X-chromatin
negative) and one female patient has mosaic Turner syndrome. One
of seven male patients was intersex person (20 Z X-chromatin).

Thdse X-chromatin and sexual abnormalities have tought to be

depended on consaguinity, genetic factors and high parental age.

Key words : X-chromatin (Barr body), inactivation of X chromosome,

Lyon hypothesis, dosaj-compensation.
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