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1.0ZET

Kromozomal ve gonodal fenotipik cinsiyet arasindaki beraberligin olmasi
cinsiyet doniisiimii olarak bilinmektedir. SRY (Sexs Region of the Y kromosome)
yaklagik olarak Y kromozomunun kisa kolunun psddootozomal bolgesinde yer
almaktadir. Gendeki delesyon veya translokasyonlarin, insanlarda goriilen cinsiyet
belirsizligi ve primer amenoreye neden oldugu gosterilmistir.

Bu calismada, Primer amenore ve cinsiyet belirsizligiyle beraberlik gosteren
kromozomal anomalilerin saptanarak bu tiir hastalarda farkli kromozomal
anomalilerin (yeniden diizenlemelerin) oranlarinin bulunmast amaclanmistir.
Cinsiyet belirsizligi gosteren bireylerde karyotipin sitogenetik yontemle bulunmasi
ve bunu takiben SRY geninin varligimin belirlenmesi bu hastalarin tanisinda 6nemli
bir yer almaktadir.

Calismaya 62 primer amenore, 10 ambigius genitalya, 8 Turner Sendromu ve
7 hipogonadotropik hipogonadizim 6n tanisiyla gelen toplam 87 hasta dahil edildi.
87 hastada, konvansiyonel sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve molekiiler genetik
incelemeleri sonucunda 12. 86% (9)’unda anormal karyotip tespit edildi. Toplam 62
primer amenore ve 10 ambigius genitalyali olguya lokus spesifik SRY ve
sentromerik X dual probu kulanilarak yapilan interfaz FISH ve PZR c¢alismasinda

iki olguda SRY pozitifligi gézlendi.

Anahtar kelimeler: primer amenore, cinsiyet belirsizligi, interfaz- FISH, SRY,



2. ABSTRACT

The union between chromosomal and gonodal fenotipic sex is considered as
sex transformation. SRY gene is localised in the pseudoautosomal regions of the
short arm of Y chromosome. It has shown that the deletions or translocations of the
gene causes ambiguous genitalia and Primary Amenorrhoea seen in human.

This study, 1t has been aimed at finding the rate of the different chromosomal
anomalies in these patients by determining the chromosomal anomalies which
appear with primary amenorrhoea and sex indefiniteness. It takes an important
position to find the karyotype in those who are diagnosed as sex indefinitenes by the
cytogenetics method and along with this event, to determine the existence of the
SRY gene in the diagnosis of these patients.

In this study 87 patients have been analyzed this are 62 Primary
Amenorrhoea, 10 ambiguous genitalia, 8 Turner syndrome, and 7 Hypogonadotropic
hypogonadism. In 87 patientsconventional cytogenetics, molecular cytogenetics and
molecular genetics studies showed 9 (12. 86%) abnormal karyotypes. It has been
done FISH, PZR was studied on totaly 62 Primary Amenorrhoea patients and on 10
ambiguous genitalia patients by using SRY lockus spesific and centromeric dual

probe.It has been observed positive SRY in 2 patients with ADS.

Key words: Primary Amenorrhoea, ambiguous genitalia, interfaz- FISH,

SRY,



3.GIRIS

3.1 Cinsel gelisme; Cinsel kimlik; genetik cinsiyet, gonodal cinsiyet, i¢ ve
dis genital organlar, ikincil cinsel karekterler ve cevrenin etkisiyle ortaya
cikmaktadir. Cinsel kimligin ortaya ¢cikmasi prenatal donemde birbirini takip eden
olaylar1 iceren bir siireci izler. Bunlar; genetik cinsiyet, gonad farklilagmasi,
hormonal ortam, merkezi sinir sistemi, i¢ ve dis genital organlarin gelisimi
seklindedir. Memelilerde cinsel gelisim kompleks bir siirectir. Bu siire¢ gonadlarin
gelisimi ve farklilasmasi olmak iizere iki basamak icerir (86).

3.1.1Gonad farkhlasmasi; gonadlar mezonefrik kanallarin {izerindeki
kabartilar seklinde gelismeye baslar. Gebeligin 4- 6. haftalarinda germ hiicreleri gog
eder. Germ hiicreleri gonad gelisimini indiiklemez. Gebeligin 6. haftasinda gonad
bipotansiyeldir ve bazi yapilardan olusur. Bunlar; germ hiicreleri, 6zellesmis
epitelyum hiicreleri (potansiyel granuloza ve sertoli hiicreleri), mezensim
(potansiyel teka ve Leyding hiicreleri) ve mezonefrik kanal sistemidir (Wolffian ve
Miilleriyan) (20).

Y kromozomunun kisa kolunun distal ucu cinsiyet belirleyici bolgeyi igerir
ve X kromozomunun kisa kolunun distal kisminin (psdédootozomal bolge) (Xp22.3)
homologudur(11, 25, 74). Mayoz sirasinda bu bolgede krosingver ile X ve Y’ nin
homolog eslesmesi vardir. Genler ciftler halinde kendini gosterir. Herhangi bir X
inaktivasyonu yoktur. Bu bolgede olusacak delesyonlar; kisa boy, zeka geriligi, X
baglantili iktiyozis, kalman sendromu ve cinsiyet belirsizligi gibi hastaliklar ortaya
koyar (40) anormal cinsel gelismede X ve Y kromozomunun etkilenmis bolgeleri ve

olusabilecek hastaliklar Sekil 1°de verilmistir.
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bolgesinde potansiyel bir TDF adayidir ve cinsiyet degistirme potasiyeline sahip bir
gendir (23, 90). Cinsel farklilasmanin uygun zamanlarinda exprese edilir, XY
erkeklerde bulunur, XX disilerde yoktur. SRY, genin protein iiriinii 204 aminoasit

icerir. DNA’y1 baglayan 80 aminoasitlik kisma sahiptir. Y kromozomu ve iizerinde

yer alan SRY geni Sekil 2°de verilmistir (76).
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Sekil 2- Y kromozomu lizerinde, cinsiyeti belirleyen SRY bdlgesi
(98).

SRY’nin hareketli HMG (high-mobility- group) box bolgesi p450 aromataz
ve antimiilleriyen hormonu (AHM) inhibe edici madde MIS (Mullerian inhibiting
substance) olarakta bilinir (28, 48, 34). AHM glukoprotein farklilagsma
faktorlerinden transforme edici biiyiime faktorii-p ailesinin bir iiyesidir. Inhibin ve
aktivinde bu ailenin bir iiyesidir (39). AHM geni 19°ncu kromozomunun kisa
kolunda, reseptorii ise 12. kromozom iizerindedir (32, 51). Sertoli hiicreleri
tarafindan sentezlenir (sentez SRY tarafindan aktive edilir). Testesteronun ortaya
cikmasi ve wolffian kanallarin uyarilmasindan 6nce olusur. Gen mutasyonu uterus
ve tubalarin gerilemesini engeller. Oositlerin mayoz boliinmesi sirasinda inhibe
edici etkisi vardir. Testislerin inguinal kanal icine inisini kolaylastirir. Gebelikte
siirfaktan iiretimi inhibe edilir (51). Testesteron puberteden sonra AHM’yi inhibe
eder. Yasamin ikinci on yilina kadar yetiskin kadinlarda AHM bulunmaz.

Dogru bir cinsel farklilagsma icin WT1, SOX9, DSS ve SF- 1 gibi baska

genlere de gerek vardir (55). Otozomal genler germ hiicrelerinin gociinii ve



steroidogenetik enzimlerin dogru bicimde expresyonunu yonlendirir. Bu olaylar
SRY ile kontrol edilmektedir (97).

SF- 1 ve DAX- 1 kokeni belirsiz niikleer reseptorlerdir (42). SF- 1
steroidogenetik enzimlerin ve AHM nin ekspresyonunda rol alir (28, 31, 76). DAX-
1 mutasyonlar1 adrenal hipoplazisiyle sonug¢lanir (42).

Testikiiler farklilasma 6- 7. haftalarda baslar. Sertoli hiicreleri kiimeleserek
spermatozoik kordlarin olusumunu saglar. Kordun olugsmasindan sonra seminifer
tiibiiller meydana gelir. Bir hafta sonra Leyding hiicreleri olusur. Insan koryonik
gonadotropin (hCG) uyaris1 Leyding hiicrelerinin hipertrofisine neden olur. Fetal
testesteron iiretimi 15- 16. haftalarda doruk diizeye ulasir (97).Y kromozomunun
etkisi olmaksizin XX gelisimi goriiliir.

Overler testislere kiyasla iki hafta sonra gelisir. Folikiiller birinci mayoz

boliinmenin profazinda askida kalmis oositler igerirler (54). Daha sonra iireme
kanallar1 sisteminin farklilasmasi bobreklerin gelismesiyle baslar.
Testesteron; sekizinci haftada Leyding hiicreleri olustuktan hemen sonra testesteron
tiretmeye baslar. 15- 18 haftalarda maksimum seviyeye ulasir. Wolff sisteminin
gelisimini uyararak Epididim, Vaz deferans, Seminal vezikiillerin olugmasini saglar.
Testesteron diizeyi; Leyding hiicrelerinin gelismesi, gonadlar1 agirligi, 33-hidroksi
steroid dehidrogenaz (HSD) aktivitesi, hCG konsantrasyonuyla korelasyon gosterir
(86).

3.1.2 Dis genital organlarin farkhilasmasi; Notral primordiya, erkek veya
disi genitallere farklilasma yetenegine sahiptir. Farklilagma gonadal steroid
sinyallere bagimlidir. Maskiilinizasyon 10. haftada kendini gosterir ve 14. hafta

itibari ile tamamlanir (86).



3.2 Anormal Cinsel Gelisme

Gercek hermafroditte hem testis hem de over dokusu bulunur (45). Erkek
psodohermafroditde testisler bulunmasina ragmen dis goriiniis disi fenotiptedir (43).
Disi psodohermafroditte overler bulunmasina ragmen dis goriiniis erkek fenotiptedir

(70). Anormal cinsel gelisim bozukluklar1 ve nedenleri Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1: Anormal Cinsel Farklilasmayla ilgili hastaliklar

Fetal endokronolojik bozukluklar
- Maskiilinize disiler (disi psddohermafroditizim)
e Konjenital adrenal hiperplazi
- 21- hidroksilaz (p450c21)
- 11 B- hidroksilaz (p450c11p)
- 3 B- hidroksidteroid dehidrogenez yetersizligi
¢ Anne dolasiminda yiiksek androjenler
- Tlag alimn
- Annenin hastaliklari
e Aromataz (p450 aromataz ) yetersizligi
- Maskiilinizasyonu eksik kalmis erkekler (erkek psddohermafroditizmi)
¢ Androjen duyarsizlik sendromlari

- Sa- rediiktaz yetersizligi

e Testesteron biyosentez defektleri
- 3B- hidroksidteroid dehidrogenaz yetersizligi

- 17a- hidroksilaz (p450c17) yetersizligi



- 17B- hidroksidteroid dehidrogenaz yetersizligi
¢ Gonodotropine direngli testis
- Antimiilleriyen hormon yetersizligi
Gonad gelisim bozukluklar:
- Erkek psodohermafroditizmi
. Primer gonad defekti — Swyer sendromu
. Anorsi
- Ger¢ek hermafroditizim

- Gonodal disgenezi

. Turner sendromu
- Mosaizim
. Normal karyotip — Noonan sendromu (86)

Konjenital adrenal hiperplazi (adrenogenital sendrom); Androgenital
sendromlu disilerde maskiilinize dis genitaller ve wolff kanal dokusunun var
olmadigr normal disi karekteriskli i¢c genitaller mevcuttur (65). Dis genitaller
belirgin derecede degismis olabilir. Labialar (anterior -posterior) birlesmis (fiizyon)
olabilir.  Klitoris hipertrofisi  olabilir. Palpal bir testisin olmas1 disi
psodohermafroditizimi  diisiindiiren  tek  belirtectir  (16).  Zamanlamasi
maskiilinizasyonun diizeyine bagimlidir. 7- 12. haftalar arasinda erken maruz kalma
tam bir maskiilinizasyon saglarken, 18- 20. haftada ge¢ maruz kalma sinirli bir
cinsiyet belirsizligine neden olmaktadir. Klitoris biiyiikliigi androjen fazlaliginin
miktarina bagimhdir. Tedavi edilmezse ilerleyici tipte virilizasyon potansiyeli

devam eder (16, 54).



Yalnizca adrenalde enzim defekti (p450c21) olgularin %95’inde goriiliir
(91). Cinsiyet belirsizliginin en sik goriilme nedeni olup otozomal resesiftir (43).
11B- hidroksilaz yetersizliginde 11- deoksikortizol, kortizole doniisemez. 11 B-
hidroksilaz enzimi kortizal sentezinde Onemli rol oynar ve bu enzimin geni 8.
kromozom {izerindedir. Otozomal resesif olarak iletilir. Bu hastalikta 1183-
hidroksilaz yetersizligi virilizasyon, hipertansiyon ve asir1 siv1 yiikklenmesine neden
olur (13).

Over ve adrenallerde 3p-hidroksisteroid dehidrogenaz yetersizliginde, steroid
hormonlar1 iiretiminde azalma olur. Virilize disiler ciddi derecede hastadir (96).
P450c17 eksikliginde, kortizol, androjen ve Ostrojen sentezi azalir. Pubertede
olgunlagsmayan infantil disi cinsel organlar mevcuttur (85). FSH ve LH diizeyleri
yiiksektir. Erkek bebeklerde belirsiz genital yapilar goriiliir (11).

Erkek psodohermafroditizminde hastalar kalitsal olarak erkektirler fakat dis
genitaller normal erkek goriiniimiinde degildir. Etyolojisinde ki nedenlerden en
Oonemlisi androjenlere kars1 duyarsizliktir. Komplet androjen duyarsizligi sendromun
da testikiiler feminizasyon mevcuttur. Maternal X e bagl resesiftir (43).

Disi psddohermafroditizminde bireyler disi fenotipe sahip olmasina ragmen
uterus ve tubalar yoktur. Pubik killanma seyrektir. Karyotipi 46, XY dir. Testisler
inguinal halka seklinde kalmistir. Androjen duyarsizligi sendromu primer amenore
olgularinin %10’un da goriiliir (54). Gonadal disgenezi ve konjenital vajinal
yokluktan sonra primer amenurenin en sik iiciincii nedendir (54, 71).

Sa-yetersizligi otozomal resesif gecisli bir hastaliktir. Bu bireylerde ailevi
inkompleyt erkek psddohermafroditizm, perineal hipospadiyas ve vajinal hipoplazi
goriiliir (11). Anormal androjen sentezi erkek psodohermafroditizminin %4’iinden

sorumludur ve bu Tablo 2’de verilmistir (6).
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Tablo2:Androjen Duyarsizlik Sendromlari (86)

Sa-rediiktaz Tam Tam Olmayan Reifenstein Infertil
X’ e bagh X’ e bagh X’ e bagh
Gegis Otozomal resesif X’ e bagl resesif
resesif resesif resesif
Spermatogenezis Azalmisg Yok Yok Yok Azalmig
Miilleryen Yok Yok Yok Yok Yok
Wolffian Erkek Yok Erkek Erkek Erkek
Disi Erkek
Eksternal Disi Disi Erkek
kliteromegali hipospadias

Swyer sendromuna sahip bireyler 46,XY karyotipindedir. Dis ve i¢ genital
organlar disi goriiniimiinde olup gonadlar fibroz bantlar seklindedir. Neden olarak
SRY geninin mutasyonu diisiiniilmektedir (22).

Anorsi veya vanising testes sendromu 1/20. 000 gibi bir oranda ender olarak
goriiliir. Dogustan testisler bulunmaz, seksiiel immatiirite vardir. Karyotip normal
46,XYseklindedir. FSH, LH yiiksek ve testosteron ¢ok diisiiktiir. Infantil erkek dis
genital organlar, testisler yoktur, miiller kanallar1 mevcut degildir, i¢ genital
organlar erkektir (2).

Gergek hermafroditler; hem over hemde testis dokusunun birlikte bulundugu
bireylerdir (18). Bir gonadda her ikisi de mevcut olabilir (ovotestis), bir tarafta over
digerinde tetis olabilir. %50’sinde unilateral ovotestis ya da contralateral over veya
testis bulunurken %20’sinde her iki tarafta da ovotestis yapis1 vardir. %30 unda bir
tarafta over bir tarafta testis yapist mevcuttur (45). Dortte iiclinde jinekomasti,
yarisinda menstrilasyon olur. Yaklasik %60’1 XX, kiiciik bir kismu XY dir. Geri

kalan en az bir XX hiicre dizini igeren mozaisizim gosterir (90).
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Gonodal disgenezili olgular1 en sik karsilasilan formu Turner sendromudur.
X kromozomlarindan birinin yoklugu veya anormalligidir (25, 54). Vakalar
yaklasik %60°1n da X kromozomu yoktur. Geri kalanlarda ise yapisal bir anormallik
ya da mozaisizm mevcuttur. Disi fenotipe sahiptirler (100). Turner Sendromu
yaklasik olarak 2000 canli disi dogumda bir goriilmektedir. Vakalarin yaklasik
%50’ sinde, periferik kandan yapilan karyotipik analizler bir X kromozomunun tam
kaybin1 gostermektedir. Vakalarin %60’inda paternal X kromozomunun mayoz
boyunca kaybedilmesi s0z konusudur (75).Turner Sendromuna ait yapisal

anomaliler Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3: Turner Sendromunda ki (TS) Yapisal Anomaliler (53).

Kisa boy,

Yele boyun,

Kalkan gogiis,

Genis aralikli gogiis uglari,

Ense sa¢ ¢izgisinin diistikliigii

Kabitus valgus deformitesi

Band seklinde gonadlar ve seksiiel infantalizim

Atnal1 bobrek veya tek tarafli bobregi iceren anormallikler
Kardiovaskiiler patolojiler

Zeka normal diizeydedir
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Saf gonadal disgenezide Turner sendromu belirtileri yoktur. Otozomal gen
mutasyonunun sonucudur (46).

XY gonodal disgenezili vakalarin cogunda Turner belirtileri goriilmez (11).
Puberte gecikmistir, dis genital organlar disi karekterdedir, uterus ve fallop tiipleri
mevcuttur. Gonadlarin yasamin en erken devresinde cikarilmasi gerekmektedir.
Etyolojisi konusunda bircok faktér séz konusudur; SRY’i iceren Y kisa kolunun
delesyonu, SRY mutasyonu veya SRY’de XXqi mutasyonu bu faktorlerden
bazilaridir (35, 96).

SRY geninde intron bulunmaz ve 1.1 kb’lik bir transkripti kodlar (75). SRY
proteininin kritik bolgesi, DNA’ya baglanma bolgesinde (HMG) tek aminoasitlik bir
degisiklik cinsiyet degisimine neden olabilir (68). SRY geninde olusabilecek nokta

mutasyonlart Sekil 2°de verilmistir.

SRY Proteini DNA-baglanma bolgesi
(HMG kutusu)
%) i i | COOH
1 58 137 204
Amino asitler
L I TX T M XR | [SIFS(-1) FS(4) X W
bt f P it = by o
DHVKRPMNAFIVWSHDOHRKMALENPHMRNSI\EISKOLGYOWK}MLTEAEKWPfFOEAOKLOAMHREKYPNYKlYRPRRKAKM
60 70 80 90 100 110 120 130
Amino asit dizisi
Mutasyonlarin etkisi
Dur kodonu Delesyon | | Bir mutasyonun ailesel gegisi Anormal erkek

gelisimi (XY disiler)

Sekil 3- SRY geninde nokta mutasyonlari (98).
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Miks gonodal disgenezide 45,X/46,XY en sik goriilen formlardir (38,75).
Hastalik, belirsiz genitallere sahip erkek hastalar, band seklinde gonad tasiyan
disiler seklinde genis bir cerceveyi kapsar (96). Noonan sendromu (erkek Turner
Sendromu ) (XO) kisa boy, kisa boyun, kubitus valgus, diisiik kulak, g6z ve kalp-
damar anomalileri olur. FSH ve LH yiiksekligi, inmemis testis ve infertilite vardir.
XO/XY mozaisizmi de goriilebilir, tedavisi yoktur (2).

3.3 Overlerin Embriyolojisi ve Gelisimi

Insan overi, gametlerin salinimindan ve steroid hormonlarin iiretiminden
sorumludur. Over heterojen siklik fonksiyonlu bir dokudur (79, 94).

Uc ana kistmdan olusurlar:

Dis korteks

- En digta tunika albuginea bulunur. Tek katli kiibik epitelle ortiiliidiir.
Follikiiller i¢cinde oositler bulunur.

Hilum

- Mezovariyuma baglanti noktasidir. Sinirler, kan damarlart ve hilus
hiicrelerini igerir.

Stromal doku

-Mezensimel hiicrelerden farklilagsmistir. Bag dokusu ve interstisyel hiicreleri
olusturmaktadir. Merkezi mediiller boliim mezonefrik hiicreler icermektedir.

Organogenez sirasinda fetus overi dort gelisim evresi gecirmektedir:

1-Farklilagmamis gonad evresi
2-Farklilagsma evresi
3-Oogonialarin ¢ogalma ve oosit olusum evresi

4-Follikiil olusum evresi (86)
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3.3.1 —-Farkhilasmamis Gonad Evresi

Gebeligin 5. haftasinda gonadlar colemik cikintilarda yerlerini alarak
gonodal kabartilart olustururlar. Morfolojik olarak bu asamada over ve testisler ayni
goriiniimdedirler. Bu evre 7- 10 giin siirer (30). Mezonefroz ve genital kabarti
tirogenital kabartiyr olusturur. Kaynagi tam olarak bilinmemekle beraber somatik
hiicreler germinal epitelin alttaki mezensime invazyonu sonucu (mezonefrozdan)
olusmustur. Primordiyal germ hiicreleri primitif ektoderm icinde olusurlar, spesifik
koken hiicreler ayirt edilemez. Ik kez doéllenmeden sonra 3.ncii hafta sonunda
tanimlanirlar. Primitif endoderm ve vitellus kesesi i¢inde lokalizedirler. Gonodal
kabarti germ hiicrelerinin sag kalabildigi tek yerdir. Germ hiicreleri genital
kabartilarin dorsal mezenter kenar1 boyunca go¢ eder. Germ hiicreleri go¢ sirasinda
cogalmaya baglar, gebeligin 6. ayma gelindiginde 10.000 germ hiicresine ulasilir
(67).

3.3.2 Farkhlasma Evresi

Gonad sonunda testise doniisecekse farklilasma 6- 9. haftalarda olur. Fetus
disi cinsiyette ise gonad olgunlagsmadan Once i¢ ve dis genitaller farklilasir (63, 94).

Testis belirleyici faktor (TDF- testis determining factor) Y kromozomu
tizerindeki genin bir {iiriiniidiir (74,81). En 1yi aday Y kromozomunun cinsiyet
belirleyici bolgesinde lokalize olmus SRY genidir (90). SRY geninin protein iiriinii
bir DNA baglayici alan icerir. Normal testis gelisimi icin baska genlere de gerek
vardir. SHOX (Short Stature Homeobox Gene) genleri bunlardan biri olup (SRY
box bolgesiyle benzerlik vardir) DNA baglayict sekansa (dizine) sahiptirler. SRY
ekspresyonu fetal yasamda genital tiimsekle sinirli olmasina ragmen yetiskinin germ
hiicrelerinde de aktif halde bulunur (81). Erkek fenotip Atimiilleriyen Hormon

(AMH) ve testesterona bagimlidir. Bu fetal gonodal iiriinlerin yoklugunda disi
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fenotipi olusur (97). AMH, miiller kanallarinin olusumunu inhibe eder (32). Bu
islem 7. haftada baslar. AMH’ nin gerilemesi (regresyonu) Sertoli hiicrelerinin
yeterli sayida olup olmamasina ve AMH reseptoriiniin regiilasyonuna bagimlidir.
Miilleriyen sisteminin gerilemesinden sonra AMH salgilanir ve granuloza
hiicrelerinde {iretilirler. Oosit olgunlasmas1 ve folikiiler gelisimdeki otokrin-
parakrin etkilerle iliskisi vardir (42). Testis 6- 7.haftalarda olgunlagsmaya baslar. Bu
donem icerisinde sertoli hiicreleri belirir ve bir araya toplanarak testikiiler kordlari
olustururlar. Primordiyal germ hiicreler (spermatogonialar) Sertoli hiicrelerini
olusturacak testikiiler kordlar icine gomiiliidiirler. Olgunlasmis Sertoli hiicreleri
androjen baglayan protein ve inhibini olustururlar (7). Sekizinci haftaya dogru
Leyding hiicreleri farklilasarak interstisiyel komponentlerin mekanizmal hiicrelerini
meydana getirirler (66). Leyding hiicrelerindeki steroidogenezden once Sertoli
hiicreleri tarafindan AMH salgilanir. 15-18. haftalarda androjen sekresyonu doruk
diizeye ulastiktan sonra Leyding hiicreleri gerilemeye baslar. Dogumda sadece
birkag hiicre kalir. Fetal Leyding hiicrelerinin siklusu insan koryonik gonodotropinin
(hCQG) yiikselme ve diisiislerini izler (10. haftada maksimum ve 20. haftada en alt
diizeyde). Fetal testislerde hCG diizeyleri annedeki diizeylerin % 5’1 kadardir.
Testesteron iiretimi, androjen iiretiminde oldugu gibi 15- 18. haftalarda maksimuma
ulasir ve daha sonra diiser. Baslangicta fetal hCG diizeylerine yanit verir. Daha
sonra fetal hipofiz tarafindan diizeyleri idame ettirilir. Fetal Leyding hiicreleri alt
diizeylerde regiile olmay1 engeller. Bu hiicrelerin yerine en sonunda yetigkin kusak
Leyding hiicreleri gecer. Bu hiicreler pubertede fonksiyoneldir. Yiiksek diizeylerde
hCG liiteinlestirici hormon (LH) bu hiicrelerde “down-regulation” yamti olusturur.
Fetal spermatogonialar en eski germ hiicrelerinden tiiremislerdir ve testikiiler

kordonlar icinde lokalize olup Sertoli hiicreleriyle kusatilmislardir. Puberteye kadar
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mayoz boliinmeye baslamazlar (67). Testikiiler testosteronda artisla birlikte wolf
sistemi farklilagsmaya bagslar (86). Androjene bagimli dokularin tiimii
dihidrotestosterona (DHT) bagimli degildir (84). Wolf kanalindan ¢ikan olusumlar
intraseliiler mediator olarak testosterona bagimhidir (44). Urogenital siniis ve
tiiberkiillerin gelisimi DHT yi (dihidrotestosteron) gerektirir (65). Disi fetiiste lokal
testosteron yoklugu nedeniyle wolf sistemi kaybolur (44).

3.3.3 - Oogonial Cogalma ve Oosit Olusumu

Over farklilasmasinin ilk belirtisi hizli mitotik ¢ogalmadir (79). 16- 20.nci
haftaya dogru gonadin maksimum oogonial sayisi1 6- 7 milyona ulasir (29).
Oogonialar mitoz béliinmeyle meydana gelirler. Ilk mayotik boliinme evresine
geldiklerinde oositler haline doniisiirler. Profazin diploten evresinde duraklama
(arrest) olmustur. Arrest granuloza hiicresini inhibe eden maddelerce profaz
siiresince idame ettirilir (30). Oositlerin ge¢irdigi iki mayotik bodliinme sonucu tek
bir ovum olusur. Oviilasyondan 6nce ilk boliinme, spermin penetrasyonu sirasinda
ikinci boliinme meydana gelir. Gonodotropin ve biiytime faktorleri mayozun tekrar
baslamasina yol acabilir. Folikiiler sivida sterollerden olusan bir gurup bulunur.
Steroller mayozu aktive eder (97).

Germ hiicreleri mitoz béliinme, mayozun evreleri, folikiillerin olusumundan
sonra kaybolurlar. Mayoz sirasinda oositler gerilemeye baslar. Granuloza hiicreleri
tarafindan kusatilmaz. Yiizeye go¢ ederek periton boslugunda elimine olurlar.
Kromozomal anomaliler germ hiicre kaybini1 hizlandirabilir (29, 67, 83).

3.3.4 Folikiillerin Olusumu

18- 20.nci haftalarda korteks damarlarla perfore edilir. Folikiiller olugsmaya
baslar. Primordiyal follikiil asamasinda, mayozun profazinda oositlerin gelisimi

durur. Oositler bazal membranli pregranuloza hiicrelerinin tek katmamyla
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kusatilirlar. Diploten evresindeki oositlerin tiimii folikiillerin iginde yerlerini
alincaya kadar siire¢ devam eder. Primer folikiil pregraniiloza silendrik katmana
doniisiir. Preantral folikiill asamasinda daha fazla tamamlanmamis bir granuloza
poliferasyonu gerceklesir. Call-Exner cisimcigi olusur. Bu olusum gebeligin 6.nc1
ayinda saptanir. Antral folikiiller gebeligin bitimine dogru ortaya ¢ikarlar. Biiytik
miktarlarda goriinmezler. Yalnizca teka hiicreleri iiclincii ayda giiriiliir. Gebeligin
son donemine gelinceye kadar herhangi bir Ostrojen iiretimi olmaz. Fenotipin
gelismesi icin gonodal steroidlere gerek yoktur (29). Dogumda over kistik folikiiller
icerebilir (79).

3.3.5 On Hipofiz

Fetal yasamin 4- 5. haftalarinda gelismeye baslar. Dokuzuncu haftada
median tiiberkiil belirir. Dordiincii haftaya dogru hipotalamik —hipofizer —portal
dolasim fonksiyonel statii kazanir. 20- 23. haftalarda hipofizer folikiil uyarici
hormon diizeyleri (FSH) maksimum diizeye ulasir (52). Son 6 haftaya gelene kadar
disi fetustaki diizeyler erkek fetiislere nazaran daha yiiksektir. Anensefalik fetiiste
overler daha kiictiktiir. Gonadotropin serbeslestirici hormon (GnRH), gonadotropin
mevcut degildir. Ancak mayoz yoluyla siire¢ primordiyal folikiillerin olusumuna
dogru ilerler. Normal fetiiste gebeligin yalnizca ikinci yarisinda gonadotropin
reseptorleri mevcuttur. QOositlerin kayb1 yalnmizca gonadotropinlerdeki diisiisle
aciklanamaz. Gebeligin ikinci yarisinda folikiiler biiyiime gonadotropine bagimlidir
(37).

Yenidogan Overi: Yenidoganda 20. haftada 4- 5 milyon oosit kaybolur.
Yenidogan oositlerinin yaklasik % 80’ini kaybetmistir (37). Over lcm capindadir,
dogumda agirligi 250-350 mg diizeyindedir. Sag gonad soldakine gore daha

biiyiiktiir (79). Disi fetuslarda hipofiz ve dolasimdaki FSH/LH diizeyleri daha
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yiiksek ve dogum sonras1 FSH yiikselmesi daha uzun siirelidir. Bir yasina dogru bu
oran azalir. Yasamin ilk 6 ayinda folikiillerin gelisimi olduk¢a sik goriiliir. Dogum
sonrast yiikselmeler normal hipotalamo-hipofizer fonksiyon agisindan Onemlidir.
Disilerda 1- 2 yasinda en diisiik diizeylere iner. Dort ile on yas arasi hafifce yiikselir
(37, 57).

Cocuklukta Over: Gonodotropin diizeyleri diiser. Over inaktif durumda
degildir. Folikiiller biiyiimeye devam ederek bir boliimii antral evreye ulasir.
Oositler aktiftir (52).

Yetiskin Overi: Pubertenin baslangi¢c doneminde germ hiicresinde 300.000-
500.000 oosit vardir (3). Otuz yilda ancak 400- 500 oosit ovulasyon asamasina
gelmeyi basaracaktir (79). Menapozdan Onceki son 10- 15 yilda oosit kaybi
hizlanacaktir. Inhibin ve insiliine benzer biiyiime faktorii I'in (IGF-I) diizeyleri
azalir (15). FSH yiikselir. Sikluslar kisalir. Sikluslarin kisalmasinin FSH’nin
yiikselmesi ve buna bagl erken oosit se¢imiyle iliskili oldugu diisiiniilmektedir (61).
Folikiiller ve oositler atraziye ugrayarak kaybolur (91).

Folikiiller prenetal donemde de gelisimlerini devam ettirirler. Granuloza
proliferasyonu, teka interna ve zona pellucida olusumu bu donemde gerceklesir.
Primer follikiilin gelismesinden ovulasyona ve ovulatuvar oositlerin olusumuna
kadar gecen siire 25 giindiir. Bu siirenin biiyiilk bir boliimiinde biiylime
gonadotropinlerden bagimsizdir. Ileri doénemlerde FSH’ ya bagimli asamalar
goriiliir. Granuloza hiicreleri iizerinde FSH reseptorleri saptanir (61).

Bu asamada Call-Exner cisimciklerinin, transiida olusumu ile birlikte
graniiloza avaskiiler statiisiinii siirdiiriir. Bunun sonunda bazi follikiillerin biiyiimesi

durur ve regresyona ugrarlar (79).
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Ovulasyon; Follikiil yeterli gonadotropin uyaris1 altindaysa ovulasyon
donemi gecirecektir. Bu asamada, antrum genisler, granuloza sikisir, kapsiil zayiflar
ve oosit disart atilir. Fiziksel yolla disar1 atilmasi prostoglandin (PG) sentezindeki
dalgalanmalara bagimhdir (79). Riiptiire follikiillerde koklii degisiklikler olur.
Graniiloza hiicreleri hipertrofiye ugrayarak liiteinize olurlar. Teka hiicreleri daha az
belirgin haldedir. Korpus luteum LH’nin diisiik diizeylerine bagimhidir. Yeni LH
kaynaklar1 yoksa hCG hizla yaglanmaya baslar (52).

3.4 Amenore

Bir¢ok tanimi olmakla birlikte kabul edilen birkac¢ tanim asagidaki gibidir:
1.Biiyiime veya sekonder seks karakterlerinin gelisim ve biiyiimesindeki yokluk ile
14 yasina kadar adet gérememe (43).
2.Sekonder seks karakterlerinin olugmas: ile birlikte normal biiyiime ve gelismenin
varligina bakilmaksizin 16 yasina kadar adet gorememe (43).
3.Daha Once adet gormekte olan bir kadinda onceki siklus aralarinin en az 3 katina
uyan toplam zamanda adet olmamasi1 veya 6 ay adet gérememesi (43, 86).

Amenore ikiye ayrilmaktadir.

1. Primer amenore

2. Sekonder amenore

Primer ve sekonder amenorede farkli karyotipler ortaya ¢ikmaktadir bunlar

Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4: Primer ve Sekonder Amenorede Karyotipler (93)

- primer amenorede karyotipler

- 45, X (%50)
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- Mozaik (%25)
- 46, XX (%25)
sekonder amenorede karyotipler
- 46, XX
- Mozaikler (45, X / 46, XX)
- X delesyonu
- 47, XXX

- 45, X

Primer amenore 16 yasina kadar hi¢ adet gormemis bir bireyi tanimlar. Disi
bireylerin cogu 1rk, iklim, genetik gecis, beslenme ve sosyal durum gibi faktorlerin
etkisiyle 9- 18 yaslar1 arasinda menstruasyon gérmeye baslar ve ortalama yas 12’dir
(43, 86, 92). Primer amenore olgularinin yaklasik %30- 40’1 gelisim anormalligine
bagl bant seklinde (streak gonad)gonadlara sahiptir (61). Primer amenorede farkli

alternatif adlandirmalar mevcuttur bunlar Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5: Primer Amenorenin farkh isimlendirilmesi

- Absent Menses ( Menslerin olmamasi)
- Absent Periods (Peryodlarin olmamast)
- No Period (Peryodlarin yoklugu)

- Primary Amenorrhea
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Sekonder amenore ise normal menstriilasyon goren bir kadinda 6 ay siireyle
menstriiel kanamanin olmamasi halidir (61).

Normal bir menstural fonksiyonun klinik kaniti, adet kanamasinin gozle goriilen
dis belirtilerine baghdir. Akintinin dahili kaynagini disarisiyla birlestiren bir disa
akitma, akim yolunun olmasi gereklidir. Bunlar; vagina deligi, vagina kanali, kollum
kanali ve uterus boslugunda acikliktir. Adet kanamasinin olusmasi, uterus
boslugunu orten endometriumun varligina ve gelismesine baglidir. Bu doku steroid
hormonlarindan 6strojen ve progesteronun belirgin miktarlar1 ve etkisine bagimli
olarak uyarilir ve ayarlanir (26). Bu hormonlar overlerden salgilanir. Kisacasi
menstriiel fonksiyonda temel ilkeler;

-Saglam bir disartya akim yolunun olmasi gereklidir.

-Disariya akimin olmasi i¢in endometrial dokiilme olmalidir.

-Endometrium over hormonlarina bagimlidir.

- Over fonksiyonu 0n hipofize bagimlidir.

- Hipofiz fonksiyonu gonadotropin- serbestlestirici hormonu (GnRH) varligini
gerektirir (86).

Amenorenin degerlendirilmesi ve erken tam1 konulmasi 6nemlidir. Ciinkii
amenoreli kadinlar ovulasyonsuzdur. E2 (6strojen) yoklugunda genital organlarda
atrofi ve osteoporoz gerceklesir. E2 varliginda ise endometrial hiperplazi ve
karsinom riski yiiksektir. Sekonder seks karekterlerinin gelismesiyle birlikte sosyal

ve psikoseksiiel problemler ortaya ¢cikmaktadir (97).
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3.4.1 X Kromozom Delesyonlari ve Primer Amenore

Bu giine kadar X kromozomu ile ilgili olarak pek cok yapisal anomali
tanimlanmistir. Xq delesyonlarr, Turner Sendromlu bireylerin % 4.4’linde
tanimlanmistir (93). Ancak bu oran konusunda farkli raporlarda mevcuttur. Xq
delesyonuna sahip disilerin fenotipi, delesyon bolgesine baglh olarak farklilik
gostermektedir. Xq delesyonlarinda Xql3’de yer alan inaktivasyon bdlgesinin
etkilenmesine bagl olarak farkli fenotipler ortaya cikabilmektedir (80). Bu bolgenin
proksimalindeki delesyonlar primer ve sekonder ovarian yetmezlige neden olurken
distal delesyonlar daha cok sekonder ovarian yetmezlige neden olmaktadirlar (80).
Xq22-q26 bolgesini iceren delesyonlar genellikle normal bir fenotip ve bazen primer
veya sekonder ovarian yetmezlige neden olmaktadirlar. Normal ovarian fonksiyon
icin gerekli olan genlerin Xpl1, Xql3- 25 ve Xq 26- 28’de yer aldig1 gosterilmistir

(93). Xq delesyonlarinin etkileri Sekil 4’te verilmistir.

m 1'Amenore
Primer Ovarian Yetmezlik

A 2 Amenore
Premature Ovarian Yetmezlik

. & Fertilite veya Dizenli Mens

Sekil 4: Ovarian fonksiyon iizerine Xq terminal delesyonlariin

etkilerinin gosteren grafik (93).
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3.4.2 Amenore’nin bashca nedenleri (92).

Primer

- gonodal yetmezlik (% 48. 5)

- uterus vevajinanin konjenital yoklugu (%16. 2)

- konstitusyonel gecikme (%0. 6)

- GnRH yetersizligi (% 8.3 )
Sekonder

- kronik anovulasyon (%39)

- hipotiroidizim/hiperprolaktinemi (%20)

- kilo kaybi/ anorexia nevrosa (%16)

Amenorenin bu nedenlerini dort ana bagslik icinde inceleyebiliriz:

3.4.2.1Terminal Organlara Bagh Nedenler

3.4.2.1.1 Hymen Imperferatus

Hymenin ortasindaki deligin olmamasi ya da hymenin tamamen kapali
olmasi. Bu durum puberteye kadar fark edilmez. ilk adetten itibaren menstrual kan
disar1 akmayarak vajende toplanir ve vajenin genislemesine neden olur. Bu
genisleme siirli oldugundan sonraki sikluslarda olan kanamalar uterus kavitesine
ve tubalara dolar (11). Bunun sonucunda kisinin karninda biiyiime, kasik ve karinda
agrilar olusur. Tedavide hymende bir insizyon yapilarak uterusa dolan kan bosaltilir
(69).

3.4.2.1.2 Vajen enine septus

Konjenital olarak bazen vajenin herhangi bir seviyesinde enine septus

olabilir. Bu durumda menstrual siklus basladig1 halde disariya kanama olmaz kan
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septus lizerinde toplanir. Tedavide septus tam ortasindan bir insizyonla acilir, vajen
icindeki kan bosaltilir, vajenin iist kisminin alt epitelyumi, alt kisminin {ist
epitelyumu birbirine dikilerek vajenin tekrar kapanmasi 6nlenir (77).

3.4.2.1.3 Vajen aplazisi

Vajen aplazisi tek basina nadir goriilen bir durumdur. Cogu zaman uterus
yokluguyla birliktedir. Vajenin yoklugu ve primer amenorenin varligi miillerian
gelisimin olmamas1 (Mayer- Rokitansky- Kiister- Hausre sendromu) tanisini
koydurur (33). Bu durum gonodal disgenezi ve konjenital androjen duyarsizligindan
kaynaklanan primer amenoreden daha sik goriiliir. %0.002- 4 canli dogan kiz
bebekte bir goriilir (33). CFTC genin de (Cystic fibrozis transmembrane
conductance regulator) meydana gelen bir mutasyon sorumludur. Bu hastalarda
vajina yoktur ya da hipoplaziktir. Uterus normal olabilir ama introiutusa agilan yol
olmayabilir. Kismi bir endometrial kavite var ise siklik abdominal agr1 olabilir.
Erkek pseudohermafroditizme benzemesine ragmen bu tip normal disi karyotipine
sahiptir. Bilyiime ve gelisme normaldir. Hastalarin 1/3’1 idiriner trakt anomalileri
veya %12’sinde iskelet sistemi anomalileri goriiliir (33).

3.4.2.1.4 Uterus agenezisi

Gercek hermafrodit ve erkek tipi yalanci hermafroditlerde uterus yoktur
(agenezi). Buna bagli olarakta menstrual siklus goriilmez. Bu hastalarda primer
amenore meydana gelir (8).

3.4.2.1.5 Uterus hipoplazisi

Bazi hastalarda gelisme geriligi olarak uterus hipoplazisi olabilir. Infantil
olarak uterus bulunur ancak normalden kii¢ilk ve hipoplaziktir. Bu olgularda
overlerde hipoplaziktir. Primer, nadir olarakta sekonder amenore ve infertilite

goriliir (49).
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3.4.2.1.6 Uterus snisleri ( Asherman Sendromu)

Asherman sendromu (uterus sinesileri); endometrium harabiyetini takiben
sekonder amenore olusur. Bu durum genellikle intrauterin skarifikasyona sebep olan
asir1 pospartum kiiretejin sonucudur. Asherman sendromu, sezeryan, myomektomi,
metroplasti gibi ameliyatlar sonucuda olusabilir (45). Cok ciddi yapisikliklar
goriilebilmektedir ve Sheehan Sendromu gibi pospartum hipogonodizimde tespit
edilmistir. Sinesi enfeksiyonun siddetine gore inkomplet ya da komplet olabilir.
Yapisikliklar endometriyal kaviteyi, orificium internumu, canalis cervicalisi veya bu
alanlarin kombinasyonlarin1 kismen veya tamamen tikayabilir. Sinesin bir baska
nedeni de genital tiiberkiillozdur (76). Tiiberkiilloz (TBC) c¢ocukluk doneminde
gecirilmis ve tedavisi yapilmamis ise, komplet sinesi meydana gelmesi
kacinilmazdir. Bu durumda primer amenore meydana gelir (89). Fakat TBC genital
organlarin gelismelerini tamamladiktan sonra meydana gelmisse, once inkomplet
sinesiler meydana gelir ve adetler hipermenore tarzinda olusur, daha sonra hastaligin
ilerlemesine bagli olarak komplet sinesi ve amenore ortaya c¢ikar. Asherman
sendromlu hastalarda amenore yaninda hipermenore, dismenore, abortus gibi
problemler gozlenmektedir (43). Bu hastalar normal mensese sahip olmalarina
ragmen yapisikliklara baglh olark infertilite ve tekrarlayan gebelik kayiplariyla kars:
karstyadirlar (69).

3.4.2.1.7 Gestagenlere Bagh Endometrial Atrofi

Gestagenler 14 giinden fazla uygulandiginda endometriumda atrofiye neden
olmaktadirlar. Oral kontraseptiflerin icinde strojen ve progesteron vardir (69). Iki
hormonun birlikte oldugu durumlarda daima progesteron hakimiyeti vardir.
Kontraseptif amach kullanildiklarinda alindiktan iki giin sonra endometriumda

gestagenlere baglh degisiklikler meydana gelir. Endometriumda daha poliferatif
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gelisme tamamlanmadan ve belirli bir kalinliga ulasmadan sekretuvar degisiklikler
baslar (19). Bu tedavi uzun siire devam ettiginde endometrium iyice incelir ve oral
kontraseptifler birakildiginda siklus baslamaz ve postpilul amenore adi verilen
amenore meydana gelir (86).

3.4.2.1.8 Histerektomi

Uterusun tamamen cerrahi olarak cikarilmasi durumudur. Bunun sonucu
olarak adetler meydana gelmeyecek ve amenore durumu ortaya ¢ikacaktir (69).

3.4.2.2 Ovarial Amenore Nedenleri

3.4.2.2.1 Over Agenezisi

Genellikle primer amenore belirtisiyle ortaya ¢ikan bir durumdur. Bilinen en
onemli klinik sekli Turner Sendromu’dur. En yaygin goriilen kromozomal
anomalidir. Tiim disi fetiislerin %3’nii etkilemektedir (54). Ancak bunlarin %1°1
doguma kadar ulagmaktadir. Sendrom 2000- 2500 canli dogumda bir goriilmektedir.
Primer amenoreyle birlikte boy kisaligi, yelken boyun, kubitus valgus ve giivercin
gogiis en belirgin kriterleridir. Koltuk alti killar1 gelismemis, pubis killar ise ¢ok
seyrektir. Gogiisler gelismemis ve dis genital organlar infantildir. Overler Turner
sendromlularin %44’tinde yoktur (25). Spontan menars olgularin %12, spontan
gebelik %5’inde soz konusudur (65, 79).

3.4.2.2.2 Over Disgenezi

Gonadlarin testis yOniinde gelismesi durumudur (20). Over ve testisin
birlikte olmasi durumuna hermafroditizm denir. Bir gonadta hem over hem de
testisin olmasina ovo- testis ismi verilir. Hermafroditizmde her iki tarafta ovo- testis
olabilecegi gibi, bir tarafta ovo- testis diger tarafta testis veya over olabilir (3).
Bulunan over ya da testisin hangisinde hormonal fonksiyon mevcut ise gelisim o

yonde olmaktadir. Dis genital organlar degisik derecede yapisal farkliliklar
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gosterebilir. Bazilarinda iiretra ve vajen birbirinden ayr1 olarak olusur, dig genital
organlar disi tipi goriiniim alir. Fakat klitoris hipertrofisi vardir. Degisik derecede
meme gelismesi ve killanma olur. I¢ genital organlar fonksiyon gérmeyen taslaklar
halindedir (20).

3.4.2.2.3 Prepuberter Kastrasyon

Puberte veya prepuberter donemde nadir olarak goriilen bir durumdur.
Puberte doneminde over tiimorleri nedeniyle overlerin cerrahi yolla c¢ikartilmasi
sonucunda amenore olusmasidir (69).

3.4.2.2.4 Rezistan Over Sendromu

Sik rastlanmamakla birlikte amenore ile karekterize bir sendromdur. Ikincil
seks karekterleri normal olarak gelisir fakat vajen mukozasinda atrofi vardir ve
uterus hipoplaziktir. Gonodotropinler yiiksek olmasina ragmen Ostrojen seviyesi
diisiiktiir. Overler normalden daha kiiciiktiir. Amenore ve beraberinde infertilite
mevcuttur. Bu sendromun nedeni overdeki FSH reseptorlerinin eksikligidir (52).

3.4.2.2.5 Polikistik Over Sendromu (PKOS)

Bu Sendrom ilk kez 1935 yilinda Stein ve Leventhal tarfindan tanimlanmis
ve onlarinadlariyla isimlendirilmistir. Hipofizde yiiksek dozda FSH salgilanmasi
sonucu, asiri sitlimiilasyondan dolay1 overlerde kistlesmenin oldugu bir durumdur
(14). Tunika albugineanin kalinlasmasinin, mekanik bir bariyer meydana getirerek
folikiil catlamasini engelledigi diisiiniilmektedir (14). Hastaligin genetik faktorlere
dayandigida ileri siiriilmektedir (87). PKOS’li hastalarda adet diizensizlikleri sirayla
hipermenore, oligomenore ve amenore seklinde olabilir. Vakalarin %30’unda
sismanlik goriiliir. Olgularin yarisinda hafiften orta dereceye varan tiilylenme

mevcuttur (15). Amenoreye bagh infertilite de mevcuttur (87).
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3.4.2.2.6 Hipertekozis

Yumurtalik dokusunda hormon iireten dokularin bulunmasidir. Polikistik
overin son agamasidir. Hikayede uzun siireli anoviilasyon (yumurtlama olmamasi)
ve adet gecikmeleri ile karakterizedir. Yavas ama siirekli olarak artan virilizasyon
(erkeklesme) belirtileri vardir. Testosteron diizeyleri ¢cok yiiksektir fakat LH diizeyi
normaldir (2).

Ovaryal hipertekoziste stromal hiperplazi vardir. Buna bagli olarak asiri
androjen salgilanmaktadir. Hastada amenoreyle birlikte asir1 tiiylenme mevcuttur
(69).

3.4.2.2.7 Hormon Salgilayan Over Tiimorleri

Over tiimorleri hormon salgilayan ve salgilamayan olmak iizere ikiye
ayrilirlar (79). Hormon salgilayan over tiimorleri; Arrenoblastoma, graniiloza
Hiicreli Tiimor, Teka Hiicreli Timoér ve Gynandroblastoma. Arrenoblastoma
androjen  salgiladigindan, kiside ©Once defeminizasyon, daha sonrada
maskiilinizasyon belirtileri ortaya ¢ikar. Ostrojen salgilayan Graniiloza ve Teka
Hiicreli tiimorler de ise, hipotalamo- hipofizer merkezlere baski sonucu, siirekli
olmayan gecici amenore ve arkasindan juvenil tarzda siddetli kanamalar meydana
gelir (69). Gynandroblastoma da ise her iki cinse 0zel degisik belirtiler ortaya ¢ikar.
Hormon salgilamayan over tiimorleri, over dokusunu tamamen isgal ederek
amenoreye neden olabilirler (2, 43).

3.4.2.2.8 Erken Menapoz

Menapozun 40 yasindan 6nce meydana gelmesine erken menapoz denir (69).
Familyal ve sekonder olarak olusabilir. Bazi ailelerde genetik nedenlere bagli olarak

ailenin pek cok ferdinde menapoz erken meydana gelmektedir.
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Overlerin 40 yasindan Once cerrahi olarak ¢ikarilmasi ve pelvik organlara
yapilan radyoterapi sonucu erken menapoz sekonder olarak meydana gelebilir (77).

3.4.2.2.9 Overlerin Alinmasi

Hangi nedenle olursa olsun iireme caginda overlerin alinmasi durumunda
sikluslar ortadan kalkacaktir (69).

3.4.2.3 Hipotalamo- Hipofizer Amenore Nedenleri

3.4.2.3.1 Serebral Enfeksiyonlar

Serebral enfeksiyonlar nadirde olsa ilerlemis durumlarda amenoreye neden
olmaktadirlar (69).

3.4.2.3.2 Serebral Tiimorler

Ozellikle hipotalamusu ilgilendiren serebral tiimorler amenoreye neden
olmaktadirlar (69).

3.4.2.3.3 Galaktore- Amenore Sendromu ( Hiperprolaktinemi)

Normal degerler iizerinde salgilanan prolaktin, hormonal sistemi etkileyerek
anovulasyon, oligomenore ve amenoreye neden olmaktadir. Olgularin yarisinda
hiperprolaktinemiye bagl olarak galaktore meydana gelir (5).

3.4.2.3.4 Sheehan Sendromu

Sheehan tarafindan tarif edilen, dogumda kan kaybina bagli olarak, total ve
parsiyel hipofiz nekrozundan sonra meydana gelmektedir. Ilk klinik belirti
gogiislerde siit kesilmesidir. Kolostrum kaybolur ve ¢ok kisa zamanda memelerde
atrofi meydana gelebilir. Daha sonra gonadotropin yokluguna bagl olarak amenore
meydana gelir. Amenoreyi takiben genital organlarda atrofi goriilmeye baslar (1).

3.4.2.3.5 Hipogonodotropik- Hipogonodizm

Hipofizden yeterli seviyede gonadotropin salgilanmamasi sonucu ortaya

citkan ve primer amenore nedeni olan patolojik bir durumdur. Overlerde
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sitimiilasyon olmadigindan sekonder seks karekterlerinde ve genital organlarda
gelisme geriligi ortaya ¢ikar. FSH ve LH diizeyleri diisiiktiir. Vulva infantil tipte,
vajen kiiciik ve dar, uterus hipoplaziktir. Overler normalden kii¢iik ve folikiil
sayilar1 son derece azdir. Bu hastalar infertildir (43, 56).

3.4.2.3.6 Emesyonel Sok

Ani ve ciddi sok durumu amenoreye neden olabilir. Gen¢ kizlarda sik
karsilagilan bir durumdur. Klinik olarak tek belirti amenoredir (69).

3.4.2.3.7 Anorexia Nevrosa

Hastaligin ilk belirtisi amenoredir. Amenore ya sidettli bir heyecan ile ortaya
cikar ya da oligomenore veya diizensiz adetleri takriben daha sonra meydana gelir.
Ikinci belirti asir1 zayiflamadir. Hastalarda istah azalmisitr. Yemek yemeleri
Onerildiginde tepki gosterirler hatta kusmalar bile meydana gelir. Gonadotropinler
ve Ostrojenlerde azalma vardir. Buna bagli olarak dis genital organlarda gerileme
(atrofi) goriiliir (43).

3.4.2.3.8 Pseudocyesis (yalanci gebelik)

Bu durum ya dogurmaktan korkan ya da ¢ok cocuk arzu eden, kadinlarda
goriiliir. Bu olgularda oligomenore tarzinda diizensiz adetler ve infertilite durumu
her zaman mevcuttur. Biitiin olgularda gebelik belirtileri mevcuttur. Amenore
durumu 9 aylik donemi kapsadigi gibi daha kisada olabilir (69).

3.4.2.4 Genel Nedenler

3.4.2.4.1 Tiroid hastaliklar:

Tiroid hormonlar1 gelisme, oksijen tiikketimi, 1s1 yapimiyla, yag, karbonhidrat
ve protein metabolizmasini stimiile ederek organizmada farkli doku seviyelerinde
etki gostermektedir (82). Bu hormonlar (T3, T4) hiicre membrani, mitokondria,

ribozomlar ve cekirdek iizerine etkili olmaktadirlar. Tiroid hastaliklar1 kadinlarda
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erkeklere oranla 4- 5 kat daha fazladir. Tiroid bezi ve overler arasinda bir iligki
oldugu diistiniilmektedir. Tiroid bozukluklar1 seks hormonlarinin metabolizmasini
ve iireme fizyolojisini yakindan ilgilendirmektedir. Hipertiroidili olgularda hem
Ostradiol sentezinde artma, hem de periferde androjenlerde doniisiim sonucu
Ostrojenlerin total plazma seviyeleri yiikselmektedir. Hipotiroidili olgularda ise,
hiperprolaktinemi meydana gelmektedir. Bunun sonucu olarak anovulatuvar
sikluslardan, galaktore- amenore sendromuna kadar varabilen siklus bozukluklar
olusur. Hipotiroidi olgularinda bazen puberte gecikmesi, bazen de erken puberte
ortaya c¢ikmaktadir. Hipertiroidi olgularinda bu belirti pek goriilmez fakat
oligomenore, amenore ve menometroraji tarzinda adet kanamlar1 meydana gelebilir
(43).

3.4.2.4.2 Siirrenal Hastaliklar

Stirrenal  hastaliklarindan  konjenital siirrenal hiperplazisi ile Cushing
sendromunda menstrual siklus bozukluklar1 ortaya ¢ikabilir (43).

Konjenital siirrenal hiperplazisi herediter bir hastaliktir. Dis genital
organlarda anomali, erken virilizim, boy kisaligl, pigmentasyon artmasi ve
menstruasyon olmamasi ile karekterizedir (43).

Cushing sendromunu meydana getiren patoloji hipofiz ve siirrenal orjinli
olabilir. Sendrom, obezite, aydede yiizii, manda sirti, killanma, hipertansiyon ve
amenore ile karekterizedir. Pelvis organlar1 normaldir (24).

3.4.2.4.3 Diabetes Mellitus

Diabet, disfonksiyonel kanamalar ve amenoreyi de beraberinde getirir (15).
Diyabet genellikle 3 nedenle siklus bozukluklarina neden olur. Bunlardan ilki

insiilin yoklugu nedeni ile bizzat diabetin kendisidir. Ikincisi diabet nedeni ile
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diizensiz beslenmedir. Uciinciisii ise diabette sikca goriilen emosyonlardir. Klinik

olarak obezite, polidipsi, poliiiri ve vulvo-vajinitler ortaya cikabilir (1).

3.4.2.4.4 Siroz

Ostrojen ve progesteron metabolizmasi karacigerde olmaktadir. Karacigerin
ileri derecede fonksiyon bozuklugu durumunda bu hormonlarin metabolizmalarinda
da bir bozukluk olacaktir. Buna bagli olarakda siklus bozukluklar1 ve amenore
ortaya cikar (69).

3.4.2.4.5 Genital Tiiberkiiloz

Genital tiiberkiilozun ileri donemlerinde, endometrial kavitede adezyon
meydana gelir. Endometrial kavitede baslangigta parsiyel sinesi olur. Hastalik tedavi
edilmediginde komplet sinesi gelisir ve buna bagli olarakta amenore ortaya c¢ikar
(43).

3.4.2.4.6 Bobrek Hastaliklar

Over steroidleri, hipofizer gonadotropinlerin eliminasyonu bdbreklerle
olmaktadir. Bobreklerde meydana gelen bir bozukluk sonucu bu hormonlarin
viicutta birikimi artacaktir. Bunun sonucunda da siklus bozukluklar1 ve amenore
olusabilir (43).

3.4.2.4.7 Kalp ve Kan Hastaliklar

Kardiyak hastaliklarda ve anemilerde amenore meydana gelebilir (69).

Calismamin Amaci;

Primer amenore ve cinsiyet belirsizligiyle beraberlik gosteren kromozomal
anomalilerin saptanarak bu tiir hastalarda farkli kromozomal anomalilerin (yeniden

diizenlemelerin) ylizdesinin bulunmasi,
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Primer amenoreli ve cinsiyet belirsizligi goOsteren hastalarda SRY loku
spesifik prob kullanilarak yapilacak interfaz FISH calismasiyla Y kromozom
kokenli dizilerin tespit edilmesi,

Calismada, SRY spesifik primerler kullanilarak yapilacak molekiiler genetik
analizlerle SRY pozitifliginin degerlendirilmesi, tespit edilen karyotipler ve

fenotipler arsindaki iligkilerin ortaya konmas1 amaglanmustir.
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4.GEREC VE YONTEM

Calismaya Firat iiniversitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik
anabilim dalina Subat 2003- 2005 yillar1 arasinda gelen 62 primer amenore, 10
ambigius genitalya, 8 Turner Sendromu ve 7 hipogonodotropik hipogonadizim
tanistyla gelen toplam 87 hasta dahil edildi. Primer amenoreli hastalarin yas
ortalamast 21. 14 + 7. 27 ve boy ortalamalar1 153. 60 £ 14.00cm idi.
Hipogonodotropik hipogonadizim nedeniyle caligmaya alinan hastalarin yas
ortalams1 18. 43 £ 3.99 ve boy ortalamalar1 162. 00 £ 12.00 cm. Primer amenore ve
Turner Sendromlu hastalarin 33 (%47.2) tanesinde meme gelisimi yoktu, 13
(%18.5) tanesinde normal meme gelisimi ve 24 (%34.3) tanesinde de az meme
gelisimi tespit edildi. Bu olgularin 7 (%10 ) uterus agenizi (Mayer- rokitansky-
Kiister- Hauser Sendromu), 7 (%10) atrofik, 49 (%70) hipolazik uterus, 7 (%10)
tanesinde normal uterus gelisimi gozlendi. 8 (%11.4 ) tanede agenezi, 44 (% 62.8)
hipoplazik, 5 (%7.2) atrofik, 5 (%7.2) immatiir ve 8 (%11.4)’inde normal over
yapist gozlendi. Degerlendirmeye almman hormon bulgular1 hastalar1 gonderen
hastanelerin laboratuvar verileridir.

Calismada olgular calismaya alinirken herhangi bir kritere bakilmaksizin
incelenecek hasta guruplarinin sadece primer amenore olmasi sartt olgunun
calisilmast icin yeterli goriilmiistiir. Primer amenoreli olgular icerisinde olup ayni
zamanda hipogonodotropik hipogonodozimli 7 vaka mevcuttur. Bu tiir hastalarda
LH, FSH, GnRH gibi hormon reseptorlerinde mutasyonlara rastlanabilmektedir. Bu
hastalar ¢alisma dis1 birakildiginda kromozomal anomali oran1 artmaktadir.

Calismaya dahil edilen 7 hipogonodotropik hipogonadizim tanisina sahip
erkek hastalar, primer amenore tanisiyla gonderilip ayn1 zamanda hipogonodotropik

hipogonadizimli olan hastalarla karsilastirilmak tizere kullanilmustir.
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4.1 Sitogenetik ve FISH Preparatlarinin Hazirlanmasi
4.1.1. Kullamilan soliisyonlar, arac ve gerecler

Kolsisin (Biological Industries, Israel), Metanol (Merck), Etil alkol (Merck),
Mc Coys SA Basal Medyum (IRVINE SCIENTIFIC, California), New Born Calf
Serum (Biological Industries, Israel), L- Glutamin (Sigma, U.S.A, Germany, U.K),
Fitohemaglutinin (PHA) soliisyonu (Biological Industries, Israel), Penisilin-
Streptomisin-Niasin (Biological Industries, Israel), Glasiyel asetik asit (Merck), %
70- % 85 - % 100’liik etanol, Gimsa boyas1 (Merck), Séransan tamponu (pH=6.80),
Trypsin Certified (Difco, 1:250), Distile su, Entellan (Merck), Heparin (A.L.), KCL
(Potasyum klorid), NaH,P0O,.2H,0O (Merck, Darmstadt, Germany),
NaH,HPO,.7H,O (Merck, Darmstadt, Germany), Mikroskop (Nikon Eclipse E600),
Etiiv (Niive EN 400), Santrifiij (Hettich Universal), Hassas elektronik terazi (Chyo),
Enjektorler, pipetler, 15 ml’lik kiiltiir tiipleri, Saleler, Meziirler, Lamel, Lam,
Fotograf Filmi, UV lambas1 (Dalga boylar1 ayarlanabilir) pH metre (HANNA

Instruments).
4.1.2. Kullamlan Soliisyonlarin Hazirlanmasi
Hipotonik soliisyon: 0.075 M KCL 100 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

Fiksatif (Tesbit soliisyonu) : 1:3 oraninda asetik asit : metil alkol (metanol)
ile hazirlandi.

Soransan Tamponu (pH = 6.80) : 18.96 gr Na,HPO, ve 18.16 gr KH,PO,
1000 ml distile suda ¢oziildii. Daha sonra toplam hacim 2000ml’ye tamamlanda.
Hazirlanan tampon 1 Normal NaOH veya 1 Normal HCL ile pH=6.80’e ayarlanda.

Gimsa Boya Soliisyonu: 5 ml Gimsa boyasi iizerine pH’1 6.80 olan sdransan
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tamponundan 95 ml ilave edilerek hazirlandi.

4.1.3. Periferik Kan Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

1. Mc Coys 5A Basal medium.........cccocuveeviieenneennnnn. 100 ml
2. New Born Calf Serum..........cccoceervieniiiiiinienniennene 20 ml
3. L-Glutamin.....coooveenieiiiinieeieeeeeeeeeeeeee e 1 ml
4. Fitohemaglutinin (PHA) soliisyonu............c.c.c....... 425 ml
5. Penisilin- Streptomisin-Niasin.........cceccveeveieeerreeenineenns 1 ml

Yukarida belirtilen oranlar kullanilarak hazirlanan besiyerinden steril,
kapakl1 tiiplere 5 ml konularak -20°C’de saklandi. Kiiltiir yapilmadan 6nce besiyeri

oda 1s1sinda ¢oziilerek kullanildi.
4.1.4. Preparasyon Islemleri

Steril disposible 5 ml’lik enjektor 0.5ml heparinle yikandi. Heparinle
yikanmis enjektor ile hastalardan 3-4 ml venoz kan alinarak icerisinde 5 ml besi yeri
olan tiipe 8-10 damla (0.5 ml) ekildi ve ekimden hemen sonra 37°C’de etiivde 72
saatlik inkiibasyona birakildi. Kiiltiiriin 70. saatinde 100 pl (10 pg/ml) kolsisin ilave
edilerek tiip hafifce alt iist edildi. 2 saatlik 37°C’de inkiibasyonu takiben 72. saatte
etiivden cikarilan deney tiipleri, 1250 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Tiipiin {ist
kismindaki supernatant, pastor pipeti ile atildi. Pellet tizerinde kalan 1 ml’lik sivi,
pastor pipeti ile karistirildi ve iizerine hipotonik soliisyondan 8 ml (0,075 M KCl)
vorteks kullanilarak damla damla ilave edilerek 37°C’de 20 dakika bekletildi. Siire
sonunda tekrar 1250 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant atilarak dipteki pellet
tizerine 8 ml fiksatif damla damla ilave edildi. Tekrar 1250 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Fiksasyon ii¢ kez tekrar edildi. Son fiksasyondan sonra pastor pipeti

ile siipernatantt atilarak hiicreler karistirildi. Siispansiyon pipete ¢ekildi. Onceden
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temizlenmis ve lizerine ad, soyad, tarih, sira numaralar1 yazilmig lamlar kuvvetli
nefesle nemlendirildi. Hiicre siispansiyonu 8-10 cm’lik mesafeden, 45°’lik ag1 ile
lam tizerine damlatildi. Preparatlar oda sicakliginda bir hafta yaslandirilarak GTG

bantlama metodu ile bantlandi.
4.2 Periferik Kan (PK)’dan Interfaz Preparati Hazirlanmasi:

a) 0.5 ml periferik kan, i¢inde 7- 8 ml hipotonik soliisyon (0.075 M KCl) bulunan
steril disposible tiipe eklendi

b) 37°C’de 20 dakika inkiibe edildi.

¢) 1250 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatantt atildi. Pellet 1/3 glasiyel

asetik asit/metanol fiksatifinde yikandi. Fiksasyon islemi ii¢ kere tekrarlandi.

d) Son fiksasyondan sonra pastor pipeti ile siipernatant atilarak hiicreler karistirildi.
Karisim nemli lamlara 8- 10 cm yiiksekten 45°°1ik agiyla birakildi.

e) Yayma tamamlandiktan sonra preparatlar kurumaya birakildi (3- 5 saat).

f) % 50, % 70, % 85, % 90 ve % 99,5’lik alkol serisinde her birinde 2’ser dakika
olmak {lizere bekletildi ve preparatlar kuruduktan sonra kullanilincaya kadar -

20°C’de muhafaza edildi.
4.3 FISH (Fluoresans In- Situ Hibridizasyon) Teknigi

Olgulardan 62 primer amenoreli, 10 ambigius genitalya olmak iizere toplam

72 olguya interfaz FISH metodu uygulandi. (FISH Technology-2002).
4.3.1 Kullanilan soliisyonlar

1. 20xSSC (Standart Sodyum Sitrat) (1 litre)
Sodyum kloriir (Merck, Darmstadt, Germany)................... 175.3 gr

Tri-sodyum-sitrat (Merck, Darmstadt, Germany)................ 88.2 gr
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700 ml distile suda eritilerek 1 litreye tamamlandi. pH=7.0’a ayarlandi. Otoklavda
sterilize edildi ve buzdolabinda + 4 °C’de muhafaza edildi.

2. 2xSSC (500 ml)

50 ml 20xSSC soliisyonu, 450 ml distile suda c¢oziilerek 500 ml’ye tamamlandi.
pH=7.0 olarak ayarlandx.

3. % 70, % 80 ve % 100’luk etil alkol serisi

4. DAPI (4,6-diamino-phenyl-indole) ylizey boyasi (Cytocell, Banbury Business
Park Addenbury, Oxfordshire, United Kingdom)

5. Tween-20 veya NP-40 yikama soliisyonu (Nonidet NP-40, Amresco, Solon, Ohio,
United States ).

50 ml 2xSSC soliisyonu igerisine 50 ul NP-40 ilave edilerek hazirlandi.

6. 0.4xSSC

2 ml 20xSSC soliisyonu, 98 ml distile suda c¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi.
4.3.2 Kullanilan Gerecler

0.5 ml mikrosantrifiij tiipleri, mikropipet ve uclart (1, 10 ve 100 pl’lik),
37°C’ye ayarlanabilen benmari, 37°C’ye ayarlanmis etiiv, 73°C’ye ayarlanabilen
benmari, plastik sale, lamel, rubber soliisyonu (Fixogum Rubber Cement, Marabu,
Germany), floresans mikroskop, immersiyon yag1 ve parafilm.

4.3.3 Prob

SRY: X Sentromerik (yesil isaretli), SRY (kirmiz1 isaretli) lokus spesifik
dual-prob kullamld: (VYSIS London, UK).

4.3.4 Hedef Orneklerin Hazirlanmasi
4.3.4.1 Preparatlarin Hazirlanmasi

1. Secilen olgularin sitogenetik calisma sonucunda elde edilen preparatlarinda,

elmas uclu bir kalemle hibridizasyon alani isaretlendi.
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2. Preparat, saleye konulan 2xSSC soliisyonda 2 dakika bekletildi (37°C).
3. % 70, % 85, % 100’liik alkol serilerinde 2’ser dakika tutuldu ve daha sonra
kurumaya birakildi.

4.3.4.2 Probun Hazirlanmasi

Prob ve hibridizasyon solusyonu -20°C’den cikarilarak oda 1sisina gelene
kadar bekletildi. Prob soliisyonunun son hacmi 10 pl olacak sekilde 1 pl prob, 2 pl
saf su ve 7 ul hibridizasyon soliisyonu alinarak prob hazirlandi.

4.3.4.3 Denatiirasyon

Preparatlar ve prob 37°C’de 5 dakika bekletildi ve 10 pul prob preparatlarda
isaretlenmis bolgeye uygulandi. Uzeri lamelle kapatilan preparatlar rubber
soliisyonu ile yapistirilarak kurumaya birakildi. Denatiirasyon, PCR cihazinda
75°C’de 5 dakika bekletilerek gerceklestirildi.

4.3.4.4 Hibridizasyon

Ornekler 37°C’ye ayarlanmig benmaride bir gece hibridizasyona birakildi.

4.3.4.5 Hibridizasyon Sonrasi Yikama

Rubber soliisyonu uzaklastirildi. Ornekler 0.4xSSC’de 72°C’de iki dakika
bekletildi ve bu islem sonunda lamelin diismiis olmasina dikkat edildi.

Ornekler daha sonra sirasiyla 2xSSC’de ve % 0.05°lik oda 1s1sindaki Tween-
20’de 30’ar saniye yikandi.

Orneklere 8,5 pl DAPI (4',6- Diamidino-2-phenylindole) ve 1,5 ul PI
(Propidium Iodide) uygulanarak, lamel ile yeniden kapatildi ve 10 dakika karanlik
bir ortamda bekletilerek floresans mikroskop ile incelendi.

4.4 DNA izolasyonu

Incelemeye alman tiim olgularin DNA izolasyonlar1 gerceklestirilerek

molekiiler caligma icin ayrildi.
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4.4.1 Kullanilan soliisyon ve gerecler

DNA purifikasyon kiti (Promega Cat.#1125), 1. 5 ml’'lik tiipler (Axygen
scientific MCT- 150-A), 100 ve 1000 pl’lik pipet (Eppendorf), pipet uglar1 (Axygen
scientific), mikrosantrifiij, vorteks, izopropil alkol, % 70’lik etil alkol

4.4.2 izolasyon islemi
1. 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine 900 pl cell lizis soliisyonu eklendi.
2. Kan tiipli kanin tamamen karigsmasi saglanana kadar hafifce sallandi, sonra 300 pl
kan cell lysis solusyonu iceren mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Karigmasi i¢in tiip 5-
6 kez alt-iist edildi.
3. Kirmiz1 kan hiicrelerinin lizisi i¢in 10 dakika oda 1sisinda bekletildi, bu esnada
tiip 2-3 defa alt- iist edildi.13 000-16 000xg de 20 dakika santrifiij edildi.
4. Goriinen beyaz pellete dokunmaksizin siipernatantt yaklasik 10-20 pl residiiel s1vi
birakacak sekilde atildi.
5. Beyaz kan hiicreleri resiispanse olana dek tiip 10-15 saniye kadar hafifce
vortekslendi.
6. 300 pul Nuclei lysis soliisyonu resiispanse hiicrelerin bulundugu tiipe eklendi.
Beyaz kan hiicrelerinin lizisi i¢in soliisyon 5-6 kere pipetlendi. Soliisyonun viskoz
bir hale geldigi gozlendi. Karistirma sonunda hiicre c¢okeltileri goriiniirse bunlar
coziilene kadar soliisyon 37°C de inkiibe edildi. Eger 1 saat sonra hala ¢okeltiler
goriiliiyorsa ek olarak 100 pl nuclei lysis soliisyonu ilave edilip inkiibasyon
tekrarland.
7. 1.5 ul Rnase soliisyonu eklendi ve tiip 25 defa alt-iist edilerek karistirildi. Karisim
37°C de 15 dakika inkiibe edildi. Devam etmeden 6nce karistmin oda sicakligina

gelmesi beklendi.



41

8. Niikleer pellete 100 pl protein presipitasyon soliisyonu eklendi.10-20 saniye
vortekslendi. Vortekslemeden sonra kiigiik protein ¢okeltileri goriildii.
9. 13 000-16 000xg de 3 dakika santrifiij edildi. Koyu kahverengi protein pelleti
goriildii.
10. Icinde DNA bulunan siipernatant, i¢ine 300 ul isopropanol konulmus temiz bir
1.5 ml lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak karistirildi.
11. Soliisyon alt-iist edilerek ag seklinde DNA kiitlesi goriilene kadar karistirildi.
12. 13 000-16 000xg de 1 dakika santrifiij edildi. DNA kiiciik beyaz bir pellet
seklinde goriildii.
13. Siipernatant atilarak 300 pl %70 lik etanol eklendi ve —20°C’de saklandi.

4.5 PZR Protokolii

-20°C’de saklanmis olan DNA’lar cikartilarak 1 dakika 13000 g’de santrifiij
edildi ve iistte kalan % 70’lik etanol atildi. DNA 6rneklerinin iizerine 50 pl distile su
konarak oda 1si1sinda 1 saat, takiben 37°C ‘lik etiivde overnight’a birakildi.

4.5.1 Kullanilan Soliisyon ve Gerecler

Hasta DNA’lar1, H,O, dNTP seti, MgCl,, 10X buffer, Taq polimeraz, agaroz,
EtBr, DNA boyut markiri, 5X TBE tamponu, yiikleme tamponu, mikrosantrifiij,
elektronik hassas terazi, vorteks, 37°C’ye ve 65°C’ye ayarlanabilen su banyosu,
elektroforez aparati, elektroforez box, Eppendorf Mastercycler Gradient, UV
lambasi ile ilgili okuma, kaydetme, fotograflama iinitesi, steril 1.5 ml, 0.5 ml ve 0.2
ml’lik Eppendorf santrifiij tiipleri, SRY geni i¢in revers:
5’-GTCGCACTCTCCTTGTTTTTTGAC-3’ ve forward:

5’-CGATTGTCCTACAGCTTTGTC-3’ primerleri kullanildi.
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4.5.2 PZR Kurulmasi islemi

Her bir tiipe 10 pl hasta DNA’s1 ve iizerine 6 pul MgCl,, 6 ul 10X buffer, 6 pl
dNTP (2.5mM), 1 ul primer 1 (30pmol), 1 pl primer 2 (30pmol), 0.3 U Tag DNA
polimeraz ve 19.7 pul ddH,O konuldu. Hazirlanan tiipler vortekslendi ve PZR
cihazinda ¢ift sarmal DNA molekiillerini denatiire etmek i¢in yalnizca bir dongii
olmak {lizere 96°C’de 3 dakika, denatiirasyon (melting) i¢in 96°C’de 30 saniye,
yapisma (annealing) icin 60°C’de 1 dakika, uzatma (extension) i¢in 72°C’de 1
dakika olmak iizere toplam 35 dongii gerceklestirildi. En son dongiideki uzatma
periyodu 72°C’de 10 dakika olacak sekilde gerceklestirildi ve 6rnekler 4°C’ye kadar
hizla sogutuldu. Daha sonra bu PZR amplikonlar1 agaroz jel elektroforezi ile analiz
edildi.

4.5.3 Agaroz Jel Elektroforezi

Elde dilen PZR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde kosturuldu. % 2’lik agaroz jelin
hazirlanmasinda 2 gr agaroz tartilarak {iizerine 100 ml 0.5XTBE eklendi ve
mikrodalga firinda eritildi. Eriyen agaroz-TBE soliisyonu igerisine 7 pl EtBr
konuldu ve agaroz-TBE soliisyonu i¢inde iyice karismast saglandi. Hazirlanan
solisyon daha once kenarlar1 bantlanmis olan elektroforez aparatina dokiildii ve
donmaya birakildi.
PZR iiriinlerinden 13 pl alinarak 3 pl yiikkleme boyasiyla karistirilip kuyucuklara
yiikklendi. Her yiikleme isleminde 100 bp’lik DNA boyut markir1 kullanilarak

karsilastirma ve kontrol islemleri yapildi.
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5. BULGULAR

Calismaya 62 primer amenore, 10 ambigius genitalya, 8 Turner Sendromu ve
7 hipogonadotropik hipogonadizim 6n tanisiyla gelen toplam 87 hasta dahil edildi.

5.1. Sitogenetik Analiz Sonuclar:

62 primer amenoreli olgu, 10 ambigius genitalya, 7 hipogonadotropik
hipogonadizim ve 8 Turner Sendromu siiphesiyle gonderilen olguda yapilan
konvansiyonel sitogenetik analizleri sonucunda hastalarin 9 (%12.86)‘unda anormal
karyotip tespit edildi. 9 anormal karyotipin 5 tanesi TS fenotipik 6zelliklerine sahip
olup 3’linde klasik olmayan TS karyotipleri bulundu. 1 hastada 46,XY Kkartotipi
tespit edildi ve hasta ADS klinik 6zelliklerine sahipti. Anormal karyotipe sahip olan
konvansiyonel sitogenetik analiz yapilan hastalarin metafaz plagi goriintiileri sekil 5,
6, 7 ve 8’de verildi. Anormal karyotip tespit edilen hastalarin klinik 6zellikleri tablo

6’da gosterildi.

Tablo 6: Primer amonore ve Turner sendromu siiphesiyle gelen

hastalarda tespit edilen anormal karyotipler ve karsilik gelen sendromlar.

Olgu No Tanimlanan Sendrom Karyotip

1,2 Turner Sendromu 45X

3 Turner Sendromu 46,X,del(X)(q23)

4 Turner Sendromu 46,X,1(Xq)

5 Ullrih Turner Sendromu 45,X(%30)/46,XY(%70)

6,7  Androjen Duyarsizligi Sendromu  46,XY

8,9 Primer Amenore 46,XX,inv(9)(p13;922)
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OLGU 1: Primer amenore, kisa boy nedeniyle laboratuvarimiza génderilen
27 yasinda, 1. 37cm boyunda ve 33 kg agirligindaki olguda; diisiik kulak, kisa kol
ve bacaklar gibi Turner Sendromunun pek c¢ok oOzelligini tasidigi tespit edildi.
Hastanin sekonder seks karekterleri tam gelismemis olup gogiis gelisimi ve pubik
killanma yoktu. USG’de uterus hipoplazik ve bilateral overler izlenmistir. Total T3
3. 44 pg/ml (Normal deger:1. 8- 4. 6 ug/ml), Total T4 1. 05 pg/dl (Normal deger:0.
93- 1. 71 pg/dl) ve TSH degeri 1. 85 ulU/ml ( Normal deger: 0. 27- 4. 2 uIU/ml),
FSH 141. 5 (Postmenapozal: 25.8- 134. 8§ ulU/ mL), LH 38. 18 plU/ mL
(Postmenapozal: 7. 7- 58. 5 pulU/mL), Estradiol 11. 40 (Postmenopozal: 10- 40
pg/ml), Prolaktin 13. 24 pg/ml (postmenopozal: 2.74- 64 pg/ml), Testesteron 0. 154

pg/ml. Olgunun karyotipi 45, X olarak tespit edildi.

OLGU 2: Kisa boy ve turner bulgulari nedeniyle laboratuvarimiza
gonderilen 9 yasinda, 1.17 cm boyunda ve 22 kg agirligindaki olguda; ense sag
cizgisi diisiik, el ve ayaklar kiiciiktii. Olgunun karyotipi 45, X olarak tespit edilerek

buna ait goriintii Sekil 5’de verildi.
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Sekil 5: 45, X karyotipine sahip olgu’nun metafaz plag.

OLGU 3: Primer amenore ve kisa boy nedeniyle laboratuarimiza gonderilen
22 yasinda, 1.57 cm boyunda ve 57 kg agirhigindaki olguda; ense sac ¢izgisi, el ve
ayak biiytikliigii normaldi. Sekonder seks karekterleri tam gelismemis olup gogiis
gelisimi ve pubik killanma Tanner stage 3 ile uyumlu idi. Pelvik USG’ de,
hipoplazik uterus (43X20X10mm) ve bant seklinde hipoplazik overler izlendi.
Kemik dansitometresinde ise osteoporoz bulgulari ile uyumluydu. Total T3 1.15
png/ml (Normal deger: 0.87- 1.78 pug/ml), total T4 8.93 ug/dl (Normal deger: 6.09-
12.23 pg/dl) ve TSH degeri 0.22 ulU/ml ( Normal deger: 0.34- 5.60 uIU/ml) olup
olguda subklinik hipertiroidi mevcuttu. Diger endokrinolojik caligmalar ise
hipergonodotropik hipogonadizm tablosu ile uyumlu idi FSH 90.49 plIU/ml
(Postmenopozal:16. 74- 113. 59 plU/ml), LH 37.45 plU/ml (Post Menopozal:

10.87- 58.64 ulU/ml), estradiol 44pg/ml (Postmenopozal: 20- 88 pug/ml), prolaktin
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12.79 pg/ml (Postmenopozal: 2.74- 64 pg/ml). Olgunun karyotipi 46,X,del(X)(q23)

olarak tespit edilerek buna ait goriintii Sekil 6’da verildi.

Sekil 6: 46, X, del (X) (q23) karyotipine sahip olgunun metafaz plag:.

OLGU 4: Primer amenore, kisa boy nedeniyle laboratuvarimiza gonderilen
27 yasinda, 1. 40 cm boyunda ve 50 kg agirligindaki olgunun diisiik kulak, kisa kol
ve bacaklar gibi Turner Sendromunun pek c¢ok oOzelligini tasidigi tespit edildi.
Hastanin sekonder seks karekterleri tam gelismemis olup gogiis gelisimi ve pubik
killanma yoktu. Pelvik USG’de, hipoplazik uterus ve overler izlendi. Kemik
dansitometresinde ise osteoporoz bulgulari ile uyumluydu. TSH degeri 1. 45 ulU/ml

(Normal deger: 0. 27- 4. 2 ulU/ml ) idi. FSH 58. 92 plU/ mL (Postmenapozal: 25.8-
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134. 8), LH 19. 21 plU/ mL (Postmenapozal: 7. 7- 58. 5 ulU/mL), estradiol 16.72
pg/ml (Postmenopozal: 10- 40 pg/ml), prolaktin 16. 55 pg/ml (Postmenopozal:
2.74- 64 pg/ml). Olgunun karyotipi 46, Xi (Xq) olarak tespit edilerek buna ait

goriintii Sekil 7° de verildi.

Sekil 7: 46, X, i (Xq) karyotipine sahip olgunun metafaz plag:.

OLGU 5: Primer amenore, kisa boy nedeniyle laboratuvarimiza goénderilen
30 yasinda, 1.35 cm boyunda ve 50 kg agirligindaki olgunun diisiik kulak, kisa kol
ve bacaklar gibi Turner Sendromunun pek c¢ok Ozelligini tasidigi tespit edildi.
Endokronolojik c¢alismalar olguda hipogonodizm hipogonadotropik FSH, 35. 57

mlU/ mL (Postmenapozal: 25.8- 134. 8 uplU/ mL), LH 21. 31 plU/ mL
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(Postmenapozal: ( 7. 7- 58. 5 ulU/mL), Estradiol 20. 86 ulU/ mL (Postmenopozal:
10- 40 plU/ mL) oldugunu gostermistir. Pelvik USG’ de, uterusun hipoplazik, her
iki overin atrofik goriiniimde oldugu tespit edilmistir. Periferik kan metafazlarindan
yapilan sitogenetik inceleme sonucunda bazi hiicrelerde Y kromozomunun varligi
tespit edilmistir. Hastanin karyotipi 45, X /46, XY olarak tespit edildi. Sitogenetik
calismada oran 45,X(%30) / 46, XY (%70) olarak bulundu.Fluoresans in situ
Hibridizasyon (FISH) calismasinda oran 45, X (%27) / 46, XY (%73) olarak
bulundu. Kullanilan lokus spesifik seks tanimlayici bolge (Sex Determinig Region:
SRY) probu i¢in sinyal goriilememistir.

OLGU 6: Primer amenore nedeniyle laboratuarimiza gonderilen 35 yasinda,
1.60 cm boyunda ve 57 kg agirligindaki olguda sekonder seks karekterleri tam
gelismemis olup gogiis gelisimi yoktu. Hastada erkek tipi killanma ve girtlak (adem
elmasi) mevcuttu. Pelvik USG’de, uterus agenezi ve overler izlenmedi. Hasta
laboratuarimiza gelmeden once inguinal kanalda bulunan testis yapisi cerrahi olarak
cikartilmis. Olgu tam androjen duyarsizligi Sendromunun klinik 6zelliklerini
gostermeketedir. Olgunun karyotipi 46,XY olarak tespit edildi.

OLGU 7: Ambigius genitalya nedeniyle laboratuarimiza gonderilen dis
goriinimii  disi olan bebek 15 giinliiktii. Dogumdan sonra yapilan cerrahi
operasyonla inguinal herni kesesinden ¢ikarilan gonadlar yapilan patolojik ¢alisma
sonucunda bu dokularin testis oldugu anlasilmis. Olgunun karyotipi 46, XY olarak
tespit edilmistir. SRY lokus spesifik ve sentromerik X dual probu kulanilarak
yapilan interfaz FISH ¢alismasinda SRY pozitif bulundu. Olgu androjen duyarsizligi
sendromunun klinik 6zelliklerini gostermektedir. Olgu 7’ye ait goriintii Sekil 9°da

verildi.
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OLGU 8: Primer amenore ve kisa boy nedeniyle laboratuarimiza gonderilen
28 yasinda, 1.55 cm boyunda ve 57 kg agirligindaki olguda; ense sa¢ cizgisi, el ve
ayak biiylikliigii normaldi. Sekonder seks karekterleri tam gelismemis olup gogiis
gelisimi ve pubik killanma mevcuttu. USG’de uterus atrofik ve overler hipoplazik
izlenmemis. FSH 12. 81 plU/ mL (Postmenapozal: 258- 134. 8 ulU/ mL), LH 19.
21 plU/ mL (postmenapozal : ( 7. 7- 58. 5 ulU/mL), progesteron 1. 35 ulU/ mL
(Postmenopozal: 10- 40 pulU/ mL), Testesteron 0. 780 pg/ml. Olgunun karyotipi

46,XX, inv (9) (p11- q18) olarak tespit edilerek buna ait goriintii Sekil 8’de verildi.

Sekil 8: 46, XX, inv (9) (p13;q22) karyotipine sahip olgu 8’in metafaz plagi.
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OLGU 9: Primer amenore ve kisa boy nedeniyle laboratuvarimiza
gonderilen 18 yasinda, 1. 60 cm boyunda ve 50 kg agirligindaki olguda; ense sag
cizgisi normal, el ve ayaklar biiyliktii. Sekonder seks karekterleri tam gelismemis
olup gogiis gelisimi ve pubik killanma yoktu. USG’de uterus ve overler hipoplazik
izlenmistir. . Total T3 4. 33 ulU/ mL (Normal deger:1. 8- 4. 6 ulU/ mL), total T4 2.
24 ulU/ mL (Normal deger: 0. 93- 1. 71 ulU/ mL) ve TSH degeri 2. 32 ulU/ mL
(Normal deger: 0. 27- 4. 2 ulU/ mL), FSH 0. 427 plU/ mL (Postmenapozal: 25.8-
134. 8 plU/ mL), LH 0. 100 ulU/ mL (Postmenapozal: 7. 7- 58. 5 pulU/mL),
Estradiol 18. 26 ulU/ mL (Postmenopozal: 10- 40 ulU/ mL), prolaktin 18. 81 plU/
mL (Postmenopozal: 2.74- 64 mlU/ mL)), Testesteron 0. 361 ug/dL. Olgunun
karyotipi 46,XX, inv (9) (p13, q12) olarak tespit edildi.

Fenotipik olarak erkek yOniinde genitalya belirlenen 9 ambigius genitalyali
yenidoganin 9’unda 46,XX karyotipi ve dis genitalyasi disi yoniinde degerlendirilen,
ultrasonda ovotestis yapisi gozlenen 1 yenidoganda 46,XY karyotipi bulundu. SRY
loku spesifik ve sentromerik X dual probu kulanilarak yapilan interfaz FISH
calismasinda SRY pozitif bulundu.

7 hipogonadotropik hipogonadizmli erkek hastanin karyotipleri 46,XY

olarak tespit edildi.
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5.2. FISH Analiz Sonuclari

Toplam 62 primer amenore ve 10 ambigius genitalyali olguya SRY lokus
spesifik ve sentromerik X dual probu kulanilarak yapilan interfaz FISH ¢alismasinda
iki olguda SRY pozitifligi gozlendi. Olgulardan ilki androjen duyarsizligir sendromu
goriilen primer amenoreli olgu 6 ve ikincisi ambigius genitalyali olup ovo testis
yapist gozlenen olgu 7°dir. Ambigius genitalyali olan olgu 7’nin yapilan interfaz

FISH goriintiisii Sekil 9°’da gosterildi.

Sekil 9: SRY lokus spesifik (kirmiz1 isaretli) ve sentromerik X (yesil
isaretli) prob kullamlarak yapilan interfaz FISH sonucu elde edilen sinyallere

sahip interfaz hiicresi.
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5.3 Molekiiler Genetik Analiz Sonuclar:

62 primer amenoreli, 8 Turner siipheli ve 10 ambigius genitalya olgusuna
SRY genine spesifik primerler kullanilarak yapilan PZR caligmasi sonucunda
androjen duyarsizligi sendromu goriilen primer amenoreli hastaya ait kromozom ve
ambigius genitalyal1 olup ovo testis yapist gozlenen 2 hastaya ait kromozomlar (2 ve
3. kuyucukta, olgu 6 ve 7) SRY acisindan pozitif olarak degerlendirildi.15.
kuyucukta karsilastirma amacli kullanilan erkek hipogonadotropik hipogonadizimli

hastaya ait kromozodur. Pozitif olarak degerlendirilen hastalara (6- 7) ait agaroz jel

goriintiisii Sekil 10’da verilmistir.

S
g

.6488P

Sekil 10: SRY genine spesifik primerler kullanilarak yapilan PZR sonrasi elde

edilen iiriinlerin agaroz jel goriintiisii.
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6. TARTISMA

Temocin ve arkadaglar1 (88) 77 primer ve sekonder amenoreli diside
yaptiklart sitogenetik calismada 68 primer amenoreli hastanin 18 (%26. 4)’inde
patolojik veya erkek karyotipine rastlamislardir. Mondal ve arkadaglar1 (64) 72
primer amenoreli hastada yaptiklar sitogenetik ¢alismada vakalarin 24 (%33. 3)’de
kromozomal aberasyon oldugunu tespit etmislerdir ve miilleriyan kanal
anomalilerinden sonra primer amenorenin II. en sik nedeninin kromozomal
anomaliler oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 ¢alismada olgularin 13 (%18.5)’inde
gonodal agenezi, 27 (%37. 5)’inda miilleriyen kanal anomalileri bulmuslardir. Roy
ve arkadaslar1 (78) primer amenoreli 60 hastada yaptiklar sitogenetik ¢alismada iki
vakada tam testikiiler feminizasyon sendromu tespit etmislerdir. Chryssikopoulos ve
Grigoriou (12) 77 primer amenoreli hastada yaptiklart sitogenetik calismada 25
hastada abnormal karyotip tespit etmislerdir, 5 hastada ise testikiiler feminizasyon
sendromu oldugunu gostermislerdir. Khartun (47) 40 primer amenoreli hastada
yaptig1 sitogenetik calismada 25 vakada kromozomal anomali tespit etmistir ve
primer amenorenin major nedeninin miilleriyan disgenezis (%75) oldugunu
bulmustur. Ganguly ve Sahni (27) primer amenoreli 280 hastada yaptiklar1 standart
sitogenetik analizler sonucunda vakalarin %29’unda anormal bir karyotip tespit
etmislerdir. Seks kromozom anomalileri icerisinde %34 fenotipik olarak disi olup
46, XY karyotipine, %51 saf 45, X veya mozaik veya X kromozomunun diger
aberasyonlarina sahipti. Biz 87 hastada yaptigimiz calismada anormal karyotipe
olgularin 9 (%12.86)’da rastlanmistir. Diger calismalarla karsilastirildiginda ¢alisma
gurubumuzda anormal karyotipe sahip hasta sayisi azdir. Calismaya dahil edilme
kriterleri icerisinde sadece primer amenore olmasi sarti olgunun calisilmasi icin

yeterli goriilmiistiir. Primer amenoreli olgular icerisinde olup aym zamanda
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hipogonodotropik hipogonodozimli 7 vaka mevcuttur. Bu tiir hastalarda LH, FSH,
GnRH gibi hormon reseptorlerinde mutasyonlara rastlanabilmektedir. Bu hastalar
calisma dis1 birakildiginda kromozomal anomali oran1 artmaktadir.

Ozellikle Turner Sendromunda molekiiler diizeyde Y kromozom
materyalinin varlig tespit edilmistir. Farkli calismalarda bu materyalin diizeyleri
farkli rapor edilmistir. Bu oranlar %28, %36 ve %12’dir (55). Bizim calismamizda
ambiguis genitalyal1 ve primer amenoreli hastalarda yapilan molekiiler genetik
analizler sonucunda SRY pozitifligine 2 hastada rastlanmistir. Bu iki hastada ADS
(Androjen Duyarsizlifi Sendromu) sendromludur. Turner tanist konan 5 hastada
SRY pozitifligine rastlanmamustir.

Androjen Duyarsizligi Sendromlart (ADS), erkek psddohermafroditizmi
baslig1 altinda incelenmektedir. ADS; Tam Androjen Duyarsizligi Sendromu, Kismi
Androjen Duyarsizligi Sendromu ve Orta Androjen Duyarsizligi Sendromu olmak
tizere 3 fenotipe ayrilmaktadir (54). Eksik maskiilinize erkekler de denen bu grup
olgular; genetik cinsiyet olarak erkektirler ve testisleri vardir; fakat dis genital
organlar normal erkek goriiniimiinde degildir (54). Androjen duyarsizlig1r sendromu
2- 5/100.000 sikliga sahiptir (100). ADS, X’e bagh resesif gecisli bir sendromdur
(6, 54). Memelilerde erkek cinsiyet belirlenmesi Y kromozomu iizerinde kodlanan
genetik bilgiyle kontrol edilir ve embriyonik gonadlarin testise farklilagsmasina
onciiliikk eder (54). Fenotipik goriinim Wolf ve Miiller kanallar1 olmayan testisli
tam bir disi fenotipten infertil veya killanmasi olmayan erkek fenotipe kadar
degiskenlik gostermektedir. Aradaki fenotipler kliteromegali ve labial fiizyonu olan
disi fenotip, ambigious genitalyali bir fenotip ve mikropenis, hipospadias veya

jinekomastili erkek bir fenotipi icermektedir (54).
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Olgu 6 bu sendromun oOzelliklerini tasiyan vakaya aittir. ADS agisindan
degerlendirildiginde tam ADS’nin klinik 6zelliklerine sahip oldugu gozlendi. Hasta
SRY acisindan yapilan FISH ve molekiiler genetik analizlerde pozitif olarak
degerlendirildi.

Insanda Xp ve Xq delesyonlarina sahip disi bireylerin fenotipleri birbirine
oldukca benzerdir. Bu nedenle karyotip-fenotip korelasyonunu tam olarak ortaya
koymak oldukc¢a zordur (93). Gergekte, Xq delesyonlarina sahip olgularin biiyiik bir
kisminda delesyonlu bolgenin biiyiikliigiine bagh olarak oligoamenore ve sonrasinda
sekonder amenore ve erken menopoz ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica Xqg- olgularin
%43’ tiinde kisa boy ve %93’iinde ovarian disgenezis mevcuttur. Turner stigmatlari
Xq24’uin distalindeki kiriklarda yoktur. Ayrica Xq25’in distalindeki kiriklarda
sekonder amenore ve prematiir menopoz disinda herhangi bir fenotipik bulgu
mevcut degildir (93). Maraschio ve arkadaslari(58) Xq delesyonlarinin analizini
yaptiklart bir ¢alismada 3. olgumuzla ayni karyotipe sahip obezite ve kisa boy
gosteren bir diside oligoamenore ve daha sonra sekonder amenorenin gerceklestigini
tespit etmislerdir. Marozzi ve arkadaslari (59) ise prematiir ovarian yetmezligi olan
olgularda yaptiklart c¢alismada Xq23 delesyonuna sahip bir olguda Turner
stigmatlarinin olmadigin1 gostermislerdir. Ayrica Xq23 bolgesindeki deslesyonlara
sahip mozaik olmayan olgularda Turner stigmatlarinin gozlenmedigi belirten
calismalar mevcuttur (58). Mesa-Cornejoa ve arkadaslart (62) 45,X(6)/
46,X,del(X)(q23- 24) karyotipine sahip mozaik bir Turner olgusu tanimlamislardir.
Ayni karyotipe sahip olgu 3’te ise kisa boy ve boyun olmasina ragmen obezite ve
menars gozlenmemistir. Ayrica olgumuzda hipertiroidi ve isitme kaybi gibi Turner
Sendromunun tipik 6zellikleride tespit edilmistir. Hipertiroidi Turner Sendromlu

olgularin ancak %3’iinde goriilmektedir (62). Turner sendromunda bile az goriilen
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hipertiroidinin olgu 3’de goriilmesi karyotip-fenotip korelasyonlar1 agisindan
oldukca Onemlidir. Literatirde mozaik olmayan Xq23 delesyonuna sahip ve
bahsedilen Turner sendromu o6zelliklerini tasiyan olguya rastlanmamustir. Olgu 3’ii
diger Xq23 delesyonuna sahip vakalardan farkli kilan o6zelliklerinin nedenlerini
aciklamak oldukca giictiir. Disilerdeki Xq delesyonlarinin ni¢in genel olarak boyle
degisken fenotipler ortaya c¢ikardigim1 agiklamak zordur. Ciinkii normal olarak
anormal X kromozomu tercihen inaktive edilmeli ve boylece genetik denge
korunmalidir. Ancak Xq delesyonuna sahip bireylerde X inaktivasyonunun non-
random oldugunu veya bunun tersi sekilde Xq- acisindan se¢imli bir inaktivasyonun
gerceklestigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (93). Fenotipin degisken olmasinin en
Oonemli nedenlerinden biri Xp veya Xq 'nun proksimalindeki gelisim genlerinin, bazi
X otozom translokasyonlarinda goriilen X inaktivasyonunun degisken yayilmasina
benzer sekilde inaktive olmasidir (93). Anormal Xq- kromozomuna sahip olan
disilerde herhangi bir fenotipik bulgunun goriiliip goriillmemesi bir kag¢ alternatif yol
veya yolun beraber gorev yapmasina baglidir. Bunlardan ilki, Xq- kromozom
embriyonik gelisim boyunca inaktive edilirse herhangi bir fenopik etki
goriilmeyebilir. Ancak X kromozom inaktivasyonunun random gerceklestigi
unutulmamahdir. Ikinci olarak, daha muhtemel bir hipotez Xq23- 27 kritik
bolgesindeki kirilma noktasinin bir pozisyon etkisi gostermesidir. Eger kirilma
noktasi overlerin normal gelisimini saglayacak genler iizerinde etkili degilse her iki
X kromozomunun normal islevlerini yerine getirdikleri sdylenebilir. Ugiincii olarak
eger bu pozisyon etkisi direk olarak overlerin gelisiminden sorumlu olan genleri
etkilerse fenotipik etkiler goriilebilir (93). Sonug¢ olarak, yapisal anormal X
kromozomlu bir bireyde tamamen bozuk bir inaktivasyon genellikle normal bir

fenotiple beraberlik gosterirken random X inaktivasyonunun gergeklestigi durumlar
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anormal bir fenotiple beraberlik gostermektedir (93). Olgu 3 fenotip-genotip
korelasyonu agisindan literature onemli katkilar saglayacagi kanatindeyiz. Bu tip
hastalarda sekonder seks karekterlerini gelistirmek, adet gormelerini saglamak ve
kemik yogunlugunu korumak i¢in estrojen + progesteron preparatlari siklik olarak
kullanilmalidir. Ayrica potansiyel over kanseri agisindan hastalar yakin takipte
tutulmali veya overler cerrahi olarak ¢ikartilmalidir (93).

45, X/ 46, XY mozaikligi nadir kromozomal bir anomali olup her 10. 000
yenidogan infantta ve ikinci trimester amniyosentezlerinde yaklasik % 1.5 oraninda
goriilmektedir. Olusan fenotip normal bir erkekten klasik Ullrich- Turner
Sendromuna (UTS) kadar degismektedir (17). UTS hastalarinin %40-60’1 X
kromozomunun tek bir normal kopyasina sahipken geri kalan UTS hastalar ise
yapisal olarak anormal ikinci bir seks kromozomuna sahiptirler veya ikinci seks
kromozomu agsisindan mozaiktirler. Hastalarin prognozu, karyotipin tipine bagh
olarak degismektedir (10). Farkli karyotiplere sahip (45,X mozaik veya bir markir
kromozomlu hastalarda) UTS hastalarinda onceki raporlar Y kromozomunun veya
Y kokenli dizilerin varliginin %4- 61 arasinda degistigini gostermektedir. Canto ve
arkadaslar1 (10) 3 UTS’li hastada yaptiklar1 calismada hastalardan 2’sinde SRY gen
mutasyonunu tespit etmislerdir. Tiim 3 hastada endokrinolojik caligmalarla
hipergonodotropik hipogonadizim varligin1 bulmuslardir. Bizim c¢alismamizdaki
olgu 5 hem hipergonodotropik hipogonadizim varlig1 hemde rudimenter bir uterusun
varlig1 acisindan Canto ve arkadaslarinin olgulariyla benzesmektedir. Disiye yakin
bir fenotipe sahip olan olguda, dis genitalyada virilizasyon olmamasina ragmen
olguda gogiis gelisimi mevcut degildir. Bu fenotipin olusumunda en Onemli
etkenlerden biri SRY geninin delesyona ugramis olmasi veya genin fonksiyon

kaybina neden olan bir mutasyona sahip olmasidir. UTS’li hastalarda SRY gen



58

pozitifliginin ortaya konmas: i¢in yapilan pek cok calismada farkli oranlar tespit
edilmistir. UTS’li disi fenotipine sahip olan olgularda SRY gen pozitifligi orani
oldukca diisiiktiir. Held ve arkadaslar1 (36) 91 hastada yaptiklar1 calismada markir
kromozoma sahip 8 hastada SRY geninin varligini tespit etmislerdir. Medlej ve
arkadaglar1 (60) 40 hastada yaptiklar1 ¢alismada 1 hastada SRY geninin varligini
bulmuslardir. Kocova ve arkadaglar1 (49) 18 hastada yaptiklar1 ¢calismada 6 hastada
SRY pozitifligini saptamiglardir. Ancak 3 calisma grubu da SRY gen mutasyonlarini
taramamiglardir. Yaptiklart caligmadaki 6 olguda SRY gen pozitifliginin ortaya
koymak i¢in yapilan FISH calismasinda kullanilan SRY probu icin sinyal
goriilememistir. Buda olgularda SRY gen bolgesinin delesyona ugramis oldugunu
gostermektedir. Farelerde yapilan caligmalarda farkli genotipe sahip farelerde ayni
SRY gen mutasyonunun farkli fenotipler ortaya ¢ikardigi bulunmustur. Cameron ve
Sinclair farkli genetik altyapili bireylerde, gendeki aymi mutasyonun SRY
aktivitesini azaltarak testis gelisimini engelleyebilecegini ileri siirmiislerdir (9). Bu
SRY gen pozitifliginin UTS hastalarinda fenotipin belirlenmesinde etkili
olmayabilecegini gostermektedir. Calismamizdaki hastada Y kromozom mozaikligi
%73’dir. UTS olgularinda periferik kanda bu derecede yiiksek bir mozaiklik
oranina literatiirde rastlanmamistir. UTS hastalarinda bir Y kromozomunun
varliginda gonadoblastom veya disgerminom gelisme riski %10-%20’dir (53, 95).
Bu nedenle hastaya kesin tan1 konduktan sonra hastanin derhal genetik danismanliga
yonlendirilmesi ve gonadoblastom veya diger tiimoral gelisimler hakkinda
bilgilendirilmesi gerekmektedir. Olgunun yast 30 olmasina ragmen gonadoblastom
gelisimi saptanmamistir. Page Y pozitif disi fenotipine sahip bireylerde kanser
gelisme riski agisindan Y kromozomu iizerinde bir gonadoblastom (GBY) geninin

var olabilecegini ileri slirmiistiir (73). GBY lokusu tam olarak lokalize
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edilmemesine ragmen aday genler tammmlanmistir (50). GBY lokusu tam olarak
lokalize edilinceye kadar Y kromozom kokenli dizilere sahip UTS’li hastalarda
disgenetik gonadlarin  uzaklastirilmas1  gerekmektedir. Sonu¢ olarak UTS
hastalarinda SRY gen pozitifligi ve mutasyonlarinin FISH veya molekiiler genetik
yontemlerle belirlenmesi gerekmektedir. PZR, UTS olgularinda Y kromozom
materyalinin tespitinde oldukca duyarli bir yontemdir (72).

[(Xq), Turner sendromlu vakalarin %18’inde goriilmektedir. Bu vakalarda
fenotipik yapisal anomaliler yaygin degildir. Ozellikle otoimmiin hastaliklar
acisindan artmis riske sahiptirler. Bunun yam sira isitme kaybi1 siklikla
goriilmektedir. Gastrointestinal sistem bozuklugundan Crohn’s hastalifina 1(Xq)
bireylerde oldukca sik rastlanmaktadir. 1(Xq)'lu disilerin %83’li tiroid oto
antikorlarinin  pozitif oldugu gosterilmistir. Diger karyotiplere sahip Turner
sendromuna sahip kisilerde bu oran %14’tiir (21). Calismamizdaki olgu 4’te TSH
hormon degerleri normaldir. Bu a¢idan olgu i1(Xq) karyotipine sahip hastalar
icerisinde nadirdir. Hastada Turner sendromunun tipik 6zelliklerinden olan cubitus
valgus tespit edilememistir. Hastada isitme kaybi mevcuttur.

Sonu¢ olarak sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve molekiiler
incelemelerimiz sonucunda 87 hastanin 9 tanesinde anormal karyotip tespit
edilmistir. Calismaya dahil edilme kriterleri igerisinde sadece primer amenore ve
ambigius genitalya olmasi sart1 olgunun calisilmasi i¢in yeterli goriilmiistiir. Primer
amenoreli olgular icerisinde olup ayn1 zamanda hipogonodotropik hipogonodozimli
7 vaka mevcuttur. Bu tiir hastalarda LH, FSH, GnRH gibi hormon reseptorlerinde
mutasyonlara rastlanabilmektedir. Bu hastalar calisma dist birakildiginda
kromozomal anomali orami artmaktadir. Calismamiz anormal karyotipe sahip

bireylerde kromozomal kirik noktalarda yer alan genlerin belirlenmesi ve primer
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amenoreye neden olan genlerin ortaya konmasi agisindan olduk¢a énemlidir. Primer
amenore, ambigius genitalya ve Turner Sendromu nedeniyle sitogenetik
laboratuarlarina basvuran hastalarda rutin sitogenetik degerlendirmeyi takiben X
kromozom mozaiklikleri ve SRY gen pozitifliginin belirlenmesi i¢in FISH metodu
uygulanmasinin daha basarili sonuclar verecegi kanaatindeyiz. Ozellikle Turner
karyotipine sahip hastalarda Y kromozom dizilerinin tespiti bu hastalarda
gonodoblastom gibi tiimor olusumlar1 acisindan bir gosterge olabilir. Bu nedenle bu
tir hastalarda molekiiler genetik yontemlerle Y kromozom dizilerinin taranmasi
tavsiye edilebilir. SRY pozitif degerlendirilen hastalarda eger miimkiinse daha sonra
yapilacak test, SRY gen mutasyonlarmin taranmasidir. ilaveten primer amenore
olup artmis diizeyde FSH ve LH hormon diizeylerine sahip normale yakin seksiiel
gelisim gosteren hastalarda bu gen reseptdr mutasyonlar1 taranmasinin daha bilgi
verici olacagini diistinmekteyiz. Ancak gen mutasyonlarinin taranmasi maliyeti
yiiksek bir tan1 yontemidir. Bu nedenle bu tiir hastalarin DNA orneklerinin bu
mutasyonlar ¢calisan ana merkezlere gonderilerek mutasyon taramasi yapilmasi daha

uygun olabilir.
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