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OZET

Aghayev A.R. Cinsiyet Gelisim Bozukluklar1 ile Tliskili Genlerin Yeni Nesil
Dizileme Teknigi fle Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2018.

Cinsiyet gelisim bozukluklar1 (CGB) tek gen veya kromozom anomalilerine bagli olarak
gonadal ve anatomik cinsiyetin uyumsuz olarak gelistigi konjenital durumlari tanimlamakta
olup, hafif hipospadiastan gonad gelisim anomalilerine bagli tam cinsiyet doniigiimiine kadar
genis spektrumda gdzlenir ve insidanst 1/5500°dir. CGB gonadal gelisim bozuklugunda,
androjen sentezi veya etkisindeki kusurlardan, gevresel faktorlerin de i¢inde yer aldigi birgok
etmenin rolii oldugu bildirilmektedir. CGB'ler yenidoganin acil sorunlar1 arasinda olup, erken
tani, yasam kalitesi, ruhsal durum ve genetik danisma agisindan 6nem tasimaktadir. Kuskulu dig
genital yap1 ile dogan bebeklerde cinsel kimligin belirlenmesinde dis genital goriiniimiin yant
sira kromozomal cinsiyet, gonadlarin over veya testis yoniinde farklilagmis olmasi, i¢ genital
yap1 ve hormonlarin etkisinin arastirilmasi énemlidir. CGB’nin klinik ve genetik heterojenligi,
kesin tani i¢in sorumlu genlerin es zamanli ve kisa siirede dizilenmesini, delesyon/duplikasyon
analizlerinin yapilmasim gerektirmektedir. Bu ¢aligmada, klinik tamisinda CGB disiiniilen,
kromozomal cinsiyeti belirlenmis ve kromozom anomalileri dislanmigs, MLPA analizinde
herhangi bir delesyon/duplikasyon saptanmamis 44 olguda, iligkili 31 genin tiim kodlayan
ekzon, ekzon-intron sinir bolgelerini kapsayan, ekibimizce tasarlanmis panel-gen testi ile lon
Torrent platformunda yapilan incelemeden elde edilen varyantlar degerlendirildi. Klinik 6nemi
belirlenen degisimler 6zgiin primerler tasarlanarak Sanger dizi ile dogrulandi, olanakli olan
ailelerde segregasyon analiz sonuglar1 irdelendi, herhangi bir mutasyon/varyant iliskisi
saptanmayanlarda panelin tasarim geregi kapsam disi biraktigi bolgeler Sanger dizileme ile
incelendi. 17 olguda 8 farkli gende (HSD17B3, DHH, NR5A1, LHCGR, WT1, POR, ZFPM2 ve
HOXAA4) altis1 daha 6nce tanimlanmig ve 13’1 literatiirde bildirilmemis olasi iligkili varyantlar
saptand1 ve tanit oran1 % 38,6 olarak belirlendi. Ayrica serimizdeki tiim Orneklerde, YND
platformunda biyoinformatik istatistiksel hesaplamaya dayali kopya say1 varyant (KSV) analiz
program kullanilarak biiyiik delesyon ve duplikasyonlar dislandi. Kodlayan bdlgede yeni
mutasyon saptanan bir 6rnek i¢in ii¢ boyutlu modelleme ile protein yapisinda olusturmasi
beklenen yapisal farkliliklar simiilasyon programlar1 yardimiyla incelendi. Bildigimiz kadariyla
iilkemiz icin ilk tasarlanmis panel uygulamasi olan ¢aligmamiz sonuglarinin, toplumumuzda
CGB iligkili genlerin ve mutasyon frekanslarinin saptanmasina, gonadal tiimdrler agisindan
erken donemden itibaren takip olanaginin saglanmasina, tasiyici bireylerin belirlenerek aile
planlamasina yardime1 olmasina katki saglamasi beklendi.

Anahtar Kelimeler : Cinsiyet Gelisim Bozukluklari, Yeni Nesil Dizleme, lon Torrent Platformu,
MLPA, POR

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2017-24211



XVi

ABSTRACT

Aghayev A.R.Evaluation of Disorders of Sexual Development Associated Genes by
Next Generation Sequencing Technology. Istanbul University, Institute of Health
Science, Genetics Department. Master Thesis in Genetics. Istanbul. 2018

Disorders of sexual development (DSD) are defined as congenital conditions covering a wide
spectrum of clinical expressions from mild hypospadias to gonad abnormalities causing
complete sex reversal. The incidence of DSD is one in approximately 5,500 births. It occurs
when the development of the chromosomal and anatomical sex is incompatible with the
assigned gender. This can be the result of a single gene mutation or chromosomal abnormality,
gonadal development anomalies or defects occurring within androgen biosynthesis.
Environmental factors are also known to be among the causative components of DSD.Early
diagnosis is vital as it will impact the individual’s mental well-being and overall life quality,
including the advisability for genetic counseling. In the gender assignment of newborns with
ambiguous genitalia, it is important to consider the effect of hormones, chromosomal sex, and
the presence of testis or ovary, the phase of external genitalia along with the rearing of the child.
The clinical and genetic heterogeneity of DSD requires rapid, accurate parallel sequencing, as
well as copy number changes of associated genes to determine its proper diagnosis. In this
study, we evaluated the results of 44 DSD cases for gross deletion/duplication with MLPA and
for sequence alteration with in-house-designed next generation sequencing (NGS) targeted gene
panel, using an lon Torrent platform, covering all exon and exon-intron boundaries of 31 DSD
associated genes. Chromosomal sex in each of the cases was previously revealed and structural
chromosomal abnormalities excluded before the admission of molecular genetic analysis.
Screening of targeted regions that were missed by AmliSeq primer design is covered by Sanger
sequencing. Segregation analysis was performed only for consented family members for novel
missense alterations suspected to be causative. According to our results, six previously
described and 13 possible DSD associated rare variants not associated with this phenotype, was
identified in eight different genes (HSD17B3, DHH, NR5AL, LHCGR, WT1, POR, ZFPM2 and
HOXA4), within a total of 17 cases, a diagnostic rate of 38.6 percent. Gross deletions and
duplications were excluded in all samples in our cohort using the bioinformatic statistical
calculation for copy number variant (CNV) in lon Reporter copy number analysis program. The
structural alteration in one novel coding region was simulated in three dimensional in silico
protein modeling program. Our technical approach, which a literature search shows to be the
first of its kind conducted in Turkey, provides new research data for DSD mutation frequencies
occurring in the country. It further underscores the critical role of early diagnosis, and in cases
of gonadal tumors, expedient treatment. Individuals identified as DSD carriers are advised to
receive genetic counseling for family planning.

Key Words: Disorders of Sexual Development, Next Generation Sequencing, lon Torrent,
MLPA, POR
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1. GIRIS VE AMAC

Cinsiyet kromozomal olarak (XX veya XY) zigot asamasinda belirlenir ve bu da
daha sonraki asamalarda gonad gelisimini ve anatomik yapinin olusumunu etkiler. Bu
gelisim siirecinde onlarca gen rol almaktadir. Bu siireg, 1) bipotansiyel gonadin
gelisimi, 2) bipotansiyel gonadlarin testis veya over yoniine farklilasmasi, 3) Wolf
kanallarindan epididim, vas deferens ve semina vezikiilarisin, Miiller kanallarindan ise
uterus, fallop tiipleri ve iist vajen kisminin gelisimi, 4) dis genital yapinin penis ve
skrotum veya klitoris ve labiayalara farklilasmasi asamalarint igermektedir.
Kromozomal ya da tek genlerde olusan mutasyonlarin yol agtigi kromozomal cinsiyet
ile uyumsuz gonadal ve/veya anatomik gelisim sorunlar1 ¢ok heterojen bir grubu
olusturur ve “Cinsiyet gelisim bozukluklar1 (CGB, DSD: Disorders of Sexual
Development)” olarak tanimlanir. Prevalansi ve insidansi ile ilgili veriler kisitli olsa da

genel olarak insidansin 1:5500 oldugu bildirilmektedir (1-3).

Gonadal farklilagmada gorevli genlerin kodladigi proteinler uygun gelisim
evresinde, uygun dozda ve etkin olarak, engelleyici ve uyarict mekanizmalarla denge
icinde calismalidir. Gonadal farklilagmanin herhangi bir basamagindaki bir hata biiyiik
bozukluklara; gonadal disgenezilere yol agabilir (2). Genital fenotipin ¢ok genis bir
spektrumda gozlenmesi ve genotip-fenotip iliskisinin zayif olmasi patolojileri net
sinirlar icinde tanimlamayi giiclestirmektedir. CGB’nin klinik smiflamast yakin
zamanlara kadar gonadlarin over veya testis dokusunu i¢cermesine gore yapilirken, yeni
siniflamada karyotip 6n plana ¢ikmaktadir (4-6). Bu siniflandirmaya gore CGB olgulari
lic ana grupta degerlendirilmektedir: cinsiyet kromozom anomalilerine bagli CGB,

46,XY CGB ve 46,XX CGB.

Fertilizasyon aninda genetik cinsiyet belirlenmesine ragmen her iki cinsiyette de
embriyonal dénemin baglarinda gonadlar bipotansiyel olup, insanlarda konsepsiyondan
5 hafta sonra tirogenital ¢ikintidan primordial gonadlar gelismeye baslamaktadir. Cinsel
gelisim, primordial gonadin testis veya over olarak gelisimine yol agacak olan
cinsiyetin belirlenmesi (sex determination) ve testis/overlerden salinan hormonlarin
yardimi ile i¢ ve dig genital yapinin sekillenmesi ile tlireme islevinin kazanilmasim
saglayacak olan cinsel farklilasma (sex differentiation) olarak bilinen birbirini takip

eden iki ayr1 basamaktan olusur (7). Testis gelisiminde anahtar rol oynayan SRY’nin



ekspresyonu WT1, SF1, GATA4, GATA4’{in kofaktorii olan ZFPM2 ve CBX2 tarafindan
diizenlenirken, XX gonadda over gelisiminde RSPO1, WNT4, CTNNB1, FOXL2 ve FST
gorev alir (7). Cinsiyet gelisim bozukluklari, otozomal kromozom anomalilerine
(Trizomi 13, 18; 4p-; 13g-), asosiasyonlara (VACTERL/VATER, CHARGE, WAGR)
ve birgok sendroma (Denys-Drash, Frasier, Kampomelik displazi, ~ Palmoplantar

hiperkeratoz, skuamoz hiicreli karsinoma ile birlikte XX seks “reversal”) eslik edebilir
(8).

CGB’nin klinik ve genetik heterojenligi, kesin tani i¢in sorumlu genlerin es
zamanli ve kisa silirede dizilenmesini, delesyon/duplikasyon analizlerinin yapilmasini
gerektirmektedir. Giincel yaklagimda Yeni Nesil Dizileme (YND) teknolojilerinin en
ekonomik ve en hassas yaklasimi sundugu bildirilmektedir. Molekiiler genetik tanida,
YND teknolojisi Sanger dizilemeden farkli olarak ¢ok sayida gen bdlgesinin hizli
taranmasini saglarken, diisiik kapsamda diziledigi veya hi¢ kapsamadigi bolgeler igin
hastalik iligkili mutasyonlar1 gosterememe riski de bulunmaktadir. Amacimiz, dizi
varyantlari i¢in hedef genlerin YND tabanli panel-gen testleri ile dizilenmesinin, biiyiik
delesyon/duplikasyonlar icin MLPA  yonteminin kullanilmasinin  etkinligini

arastirmaktir.

Bu c¢alismada, klinik tanisinda CGB disiliniilen, kromozomal cinsiyeti
belirlenmis ve kromozom anomalileri dislanmis olgularda; non-sendromik CGB ile
iligkili 31 genin tiim kodlayan ekzon, ekzon-intron sinir bolgelerine 6zgiin tasarlanmis
panel-gen testi ile lon Torrent platformunda uygulanan incelemeden elde edilen
varyantlar degerlendirildi, ¢alisma sonrasi klinik 6nemi oldugu diisiiniilen varyantlar
icin Ozglin primerler tasarlanarak Sanger dizi ile dogrulandi, olanakli olan ailelerde
segregasyon analiz sonuglart irdelendi, herhangi bir mutasyon/varyant iliskisi
saptanmayanlarda  panelin tasarim geregi kapsam dis1 biraktifi bolgeler 06zgiin
tasarlanan primerler kullanilarak Sanger dizileme ile incelendi. Fenotiple iliskisi bilinen
14 farkli gendeki olas1 biiyiikk delesyon ve duplikasyonlarin MLPA yontemi ile
molekiiler taniya katkisi da degerlendirildi, YND platformunda dizileme verileri ile
yapilan CNV analizinin etkinligi arastirildi. Ayrica yeni kodlayan bolge
mutasyonlarinin, ii¢ boyutlu modellemelerde protein yapisinda olusturmasi beklenen

yapisal farkliliklar simiilasyon programlari ile incelendi.



Sonuglarimizin, iilkemizdeki cinsiyet gelisimi ile iligkili genlerde mutasyon
saptama oranlarinin belirlenmesine, molekiiler tanida panel-gen testinin katkisinin
degerlendirilmesine, hastalarin 6zgiin genetik danigma almalarina ve riskli bireylerin
erken donemde tanm1 almalarma yardimeci olmasi beklenmektedir. Ayrica, yeni tan1 ve
tedavi protokollerinin gelistirlmesi, genotip-fenotip iliskileri alaninda yapilan

arastirmalara da yeni acilimlar saglamasi beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Genital Sistemin Embriyogenezi, Cinsiyet Farklilagsmasi ve Genetik Kontrolii
Embriyonun cinsiyeti temelde genetik olarak fertilizasyon aninda spermin
tasidig1 cinsiyet kromozomu (X veya Y) ile belirlenir, ancak cinsiyete 6zgii gonadlarin
ve Ozgiin fenotipin olusmasi sadece X ve Y kromozomlarinda degil otozomal
kromozomlarda da lokalize yiizlerce gen ile kontrol edilen evrelerden olusmakta
olup,karyotipi 46,XX veya 46,XY olan embriyolarin genital yapis: 7. haftaya kadar fark

gostermemektedir.

Insan embriyosunda iiriner ve genital sistemler ara mezoderm vekloaka’dan
gelistiginden iki sistem embriyolojik ve anotomik olarak birbirine ¢ok yakindir ve

birlikte genitotiriner ya da tirogenital sistem olarak isimlendirilir.

Urogenital sistemin gelisiminde ilk basamak ara mezodermden primitif gonadin
olusumudur. Primitif gonadlar, notokordun her iki yaninda simetrik olarak izlenen,
paraksiyel mezoderm ile lateral mezoderm arasinda bulunan ara mezodermden geligir
(9,10) (Sekil 2-1). Primitif gonadlar fertilizasyonun 32.gilinliinde gonadal kabartilarin
s6lemik bosluga bakan yiizeyini kaplayan epitel ve altindaki mezensimal dokunun

ploriferasyonu ile mezonefrozun medialinden gelismeye baslar (9).

Paraksiyal

intermediyer mezoderm Noral oluk
mezensim / /

(mezoderm) /
\ / / Embriyonik ektoderm

L >
Lateral mezoderm R BB nn
/

/
Notokord

/ Amniyon
Solomik boslugu

Sekil 2-1. Embriyonun tranvers kesitinde ara (intermediyer) mezodermin goriintiisii (11).

Primitif germ hiicreleri pluripotent epiblast hiicrelerinden koken alirlar.
Fertilizasyonu takip eden ikinci hafta boyunca posterior primitif ¢izgiye dogru hareket
eden Onciil hiicreler vitellus kesesine go¢ eder ve dordiincii haftada allantoise yakin
bulunan hiicreler alkalin fosfataz, c-kit (tirozin kinaz reseptorii), oct-4 ve ektoderm
kokenli BMP2, BMP4 ve BMP8 gibi faktorlerin rolii ile primitif germ hiicreleri



(PGH)’lere doniistirler (9,12-15). Embriyonun sefalokaudal ve lateral yonde
katlanmasin1 takiben endodermle kapli vitellus kesesinin biiyiikk bir kismi primitif
barsagi olusturmak iizere embriyonun igerisine alinir (16). Fare embriyosunda yapilan
caligmalarla 7.giinde PGH’lerin koken aldigi primitif ¢izginin posterior bolimiindeki
epiblast hiicrelerinde “fragil” geninin anlatiminin bu hiicrelerin hareketsiz kalmasini ve
cogalmalarint sagladigi, anlatimin azalmasi ile barsak liimeni igerisinde hareketin
basladig1 gosterilmistir. PGH’lerden c-kit ve barsak limenindeki hiicrelerden anlatimi
yapilan “steel” ligandi ve bu molekiiller arasindaki etkilesim hiicrelerin sagkalimini,
motilitesini, kolonizasyonunu ve migrasyonunu saglar (17,18). Barsak liimeni igerisinde
hareket eden PGH’lerin epitel ve mezodermi gegerek dorsal mezenter boyunca gog
ederek gelismekte olan genital kabartilara yerlesmesi gerekmektedir. Bu gdgiin
baslangicinda hiicrelerin transepitelyal gegisi i¢in “trapped in endoderm 17 geni
etkindir. Epitel disina ¢ikan hiicrelerin Wunen-1 ve Wunen-2 genlerinin anlatimi ile

mezoderme dogru yonlenerek genital kabartilara ulagimi saglanir(16) (Sekil 2-2).

Aort Mezonefrik (Wolf) kanah

Primordial germ

:

hiicrelen

Paramezonefrik (Miiller)
Primitif germn = kanah

hiicreleri

Plorifere olan solomik
epitel

Sekil 2-2.Primordial germ hiicrelerinin gogii(16).

Hem in vivo hem de in vitro ¢alismalar PGH’leri genital kabartilara ¢eken
molekiiliin stromal kokenli faktér-1 (SAF1) oldugunu gostermistir. PGH’ler barsaktan
teker teker ayrilmalarina ragmen migrasyon siiresince etkilesim igerisindedirler ve bu
etkilesim hiicrelerarasi baglantilarla saglanmaktadir. Migrasyon boyunca CX43’in (gap
junction proteini) ifade edildigi, germ hiicrelerinin genital kabartilara ulasip kolonize

olduktan sonra ise bu anlatimin azaldig: bildirilmistir (17). PGH’lerin genital kabartilara



gocii ayn1 zamanda fibronektin ve laminin gibi ektraseliiler matriks proteinlerinin hiicre-
hiicre etkilesimlerine ve anlatim diizeylerine baglidir (19). Migrasyon siirecinde GTPaz
ve Rhol proteinlerinin sentezi ve aktin filamentlerinin yardimi ile hiicrelerin hareketini
saglayan yalanci ayaklar olusur (16). Bazi hiicreler programli gé¢ yollarindan saparak
ekstragonadal alanlara yerlesebilirler, ancakbu hiicrelerin bir ¢ogu dejenere olur, nadir
durumlarda mediastinum gibi ektopik alanlarda varliklarini siirdiiriirlerse teratom

olusumuna neden olurlar (9).

46,XX veya 46,XY genotipinde olup heniiz farklilasmamis primitif gonadlar
tamamen birbirine benzerdir ve bu asama gonadal gelisimin “farkhilasmamis gonad
veya bipotansiyel gonad evresi” olarak isimlendirilir (9). Bipontansiyel gonadlar
baslangigcta mezodermden koken alan sélemik epitel hiicreleri ve iirogenital ¢ikintidaki

mezengimal epitel hiicrelerinden olusan somatik hiicreleri yogun olarak igerir.

XY genotipli embriyoda sdlemik epitelden gelen hiicreler germ hiicrelerini
sararak testikiiler kordonlar1 olusturur ve Sertoli hiicrelerine farklilagir. Ayrica gonad
icinde testosteron yapiminin gergeklestigi steroidojenik hiicreler olan Leydig hiicreleri

de gelisir.

XX genotipli embriyoda ise over stromasi i¢inde steroidojenik hiicreler olarak
teka hiicrelerine ve destek hiicreleri olan granulosa hiicrelerine farklilasma olur. Teka
hiicreleri i¢inde steroid (androstenedion) sentezi baslar ve granulosa hiicrelerinde

ostron/ostradiole dondisiir (2,7,10) (Sekil 2-3).
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Sekil 2-3. Bes haftahlk embriyoda bipotansiyel gonadin testis veya over olarak
farkhilasmas (11).

Urogenital ¢ikintinin ~ ve  bipotansiyel ~gonadlarin  gelisiminde ~ gesitli
transkripsiyon faktorleri rol alir: LHX1 (LIM homeobox gen 1), LHX9, EMX2, PAX2,
CBX2, ATRX, IR (insiilin reseptor), IGFR1 (insiilin benzeri biiylime faktori reseptorii
1), WT1 (Wilms tiimér baskilayici geni), SF1 (Steroidojenik faktér 1), GATA 4 ve



WNT4. Transkripsiyon faktorleri direkt ya da sinyal yolaklarini aktive veya inaktive

ederek gonadlarin gelisiminde rol oynar (Tablo 2-1) (2,20,21).

Tablo 2-1. Primordial gonad gelisiminde rol oynayan genler ve islevleri (12,13,16)

Gen Lokus Protein Protein tipi Etkilestigi genler Islevi Genin fonksiyonel
analizi
EMX2 10p26.1 EMX2 Transkripsiyon WNT4,LH1,HOXA10 | WT1’in EMX2-/- fare:
faktorii antagonisti bobrekler, tireterler
ve genital kanallarin
yoklugu ve beyin
gelisim kusurlar
LHX9 1p31-q32 LHX9 Transkripsiyon SF1 anlatimim | Gonad LHX9-/- fare:
faktori uyarma kordonlarinin gonadal agenezi
gelisimini
SF1 9933 SF1 Orfan niikleer WT1(sinerjistik etki), | Gonad, adrenal | SF1-/- fare: adrenal
reseptor / ¢inko SRY, SOX9, bezlerin gelisimi, | bezler ve gonadlarin
NR5A1 parmak DAX1(antagonist steroidojenezi gelisgmemesi,
FTZF1 transkripsiyon etki), GNRHE, LHb, | diizenleme Miillerian persistans,
faktori ACTHR, AMH, hipotalamus
Ad4BP AMHR, STAR, anormalligi
CYP11A1,
CYP21A2,
CYP11B1, OTX vb
WT1 11p13 WT1 Cinko parmak | DAX1, AMH, SRY, | SRY anlatimini
transkripsiyon IGF21, IGFR1, | uyarma
faktori PAX2
GATA4 8p23.1-p22 | GATA4 Cinko parmak | steroidojenik FOG2ile GATA4-/- fare:
transkripsiyon enzimleri  kodlayan | etkileserek embriyonik dénemde
faktorii genler gonadal gelisimi | oldiiriicii gonadal
deziinleme fenotip
bildirilmemistir.
CBX2 17q925.3 CBX2 Transkripsiyon SRY Kromatin CBX2-/- fare:
inhibitori yapisindaki gonadal yarik
degisiklikler gelisiminde gerilik,
XY farede disi
fenotip
WNT4 1p36.23- WNT4 Sisteinden  zengin Miillerian kanallar | WNT4-/- fare:
p35.1 sinyal molekiili ve over gelisimi Miillerian agenezi
KIT 4q11-912 KIT Transmembran Apoptozu KIT-/- fare: sterilite,
tirozin kinaz baskilama,  kok | anemi
reseptori, hiicre
protoonkogen ploriferasyonunu

ve migrasyonu




Son yillarda cinsiyet belirlenmesi ve farklilasmasinda epigenetik
mekanizmalarin roliiniin olduguna dair ¢alismalar yayinlanmigtir. DNA metilasyonu,
histon modifikasyonu ve kodlanmayan RNA’larin bu siireglerde 6nemli islevlerinin
oldugu ve bu mekanizmalarin aydinlatilmasi ile farklilagma kusuruna yol agan bazi

aciklanmamis nedenlerin de ¢6ziimlenmesi beklenmektedir (22).

2.1.1. Erkek Cinsiyet Farklilasmasi ve Genetik Kontrolii
M.O. 384-322 yillar1 arasinda yasamis olan Aristo, ¢evresel kosullarin cinsiyet
tayini tizerine etkili olduguna, sicak ve kuru rahimde gelisen yavrunun erkek, nemli ve

soguk rahimde gelisen yavrunun ise disi olacagini savunmustur.

Insan X ve Y kromozomlar1 gecen 300 milyon yil siirecinde bir ¢ift atasal
kromozomdan evrimlesmistir. X kromozomu bir otozomal kromozomun ¢ogu 6zelligini
korurken, Y kromozomu genlerinin ¢ogunu kaybederek onemli oranda kii¢lilmiistiir.
Insan Y kromozomu oOkromatin kisminda bes farkli bélge igeren genomik yapiya
sahiptir: 1) kisa ve uzun kollarmin ug¢ noktalarinda iki psddootozomal boélge (PAR1 ve
PAR2), 2) 35 kb’lik erkek cinsiyete 6zgii bolge, atasal otozomdan koken alan ve X-
dejenere adlandirilan 8,6 Mb’lik 6kromatin bolgenin %38’ni kapsayan bolge, 3) atasal
X’e bagli genlerden 3-4 milyon yil 6nce transpozisyonla (X-transpozisyonu) tiiremis 3,4
Mb’lik bolge ve 4) amplionik (Y-dizilerinden amplifiye olmus) ve palindromik diziler
iceren, spermatogenezde iglevsel 10,2 Mb’lik bolge (23).

Ik olarak 1990 yilinda insan ve farede Y kromozomu iizerindeki SRY geninin
klonlanmasiyla “testis belirleyici faktoriin (Testis determining factor, TDF)” varligi
gosterilmistir (24). Y kromozomunun kisa kolunda (Yp11.32) lokalize SRY geni bu
bolgedeki farklilasmadan sorumlu gendir. SRY geni SOX9 geninin anlatimini ve bu gen
de FGF9’un anlatimin1 kontrol ederek farklilasmamis gonadin stromal hiicrelerinin
Sertoli hiicrelerine doniismesini saglar. Sertoli hiicrelerinde SOX9 geni anlatimi, SF1 ve
SRY varliginda otokrin etki ile artar. Testis farklilasmasinda SRY ile birlikte SOX9
geninin fonksiyonu da 6nemlidir. SOX9 bir taraftan anti-miilleryen hormonun anlatimini
artirirken, diger tarafdan over gelisiminde fonksiyonu olan DAX1, WNT4, RSPO1 vb.
genlerin anlatimimi baskilar. SOX9 geninin fonksiyon kaybi mutasyonlari primitif
gonadin over yoniinde farklilasmasina yol agar. Kondrositlerde de ifade edilen SOX9
geninin fonksiyon kayb1 mutasyonlari, 46,XY cinsiyet farklilasma bozuklugu ile iskelet

displazisinin birlikte goriilmesine neden olmaktadir (25).
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Gebeligin 6. haftasinin sonunda testis dokusu belirginlesmeye baslar. Primitif
cinsiyet kordonlarmin SRY ve SOX9 anlatimi ile farklilasmasi sonucunda testis
kordonlar1 olusmaktadir. Testikiiler farklilasmanin ilk isareti olan s6lemik epitelden
koken alan testikiiler kordonlarin olusumu 43-50 giinliik insan embriyosunda primitif

gonadin merkezi boliimiinde baslar (26,27).

Asir1 miktarda sentezlenen SF1’in sélemik epitel hiicrelerinin tabakalanmasini
sagladigr ve bu hiicreler de biiyiik sitoplazmali, bol graniilli endoplazmik retikulum
iceren ve kompleks membran girinti-gikintilar1 olan 6ncii  Sertoli hiicrelerine
doniismektedir (16). Erkeklerde PGH’ler retinoik asitin etkisinden korunma
amaciyladncii Sertoli hiicreleri tarafindan c¢evrelenir ve mitotik duraklamaya girerler
(14). Gonadr saran sdlemik epitel araya giren yogun bag dokusu olan tunika albuginea
ile testis kordonlarindan ayrilir. Testikiiler cinsiyet kordonlarmin dis bdlimleri
seminifer tiibiilleri, i¢ boliimleri ise ag benzeri bir yap1 olan rete testisi olusturur (16).
Sertoli hiicrelerinin farklilagsmasinda hiicre yiizey molekiilii Vaninl ve bazal membran

biitiinligiiniin korunmasinda ise Nexinl faktorlerinin 6nemli bir roli vardir (28).

Erkek genital kanallarin olusumu, paramezonefrik kanallarin gerilemesi ve
mezonefrik kanallarin erkek cinsiyet yoniindeki organlara farklilagmasi ile tamamlanir.
Erkek genital kanal farklilagsmasinin ilk isareti 55-60 giinlilk insan embriyosunda
testisin kaudal kutbuna yakin olarak yerlesen paramezonefrik kanallarin gerilemesidir

(28).

Gebeligin 8. haftasinda Sertoli hiicrelerinden Anti-Miilleryen Hormon
(AMH)salgilanir. Transforme edici bitylime faktor-beta (TGF-) ailesinin bir iiyesi olan
bu hormon, 8-10.haftalarda paramezonefrik kanalin hizlica gerilemesini saglar (14).
Mezensgimal hiicre membranlart AMH’yi baglayan serin-treonin kinaz reseptorleri igerir
(9). Mezensimal hiicreler yogunlasarak fibroz bir halka seklini alir ve liimeni daraltir.
Daha sonra paramezonefrik kanalin i¢ yiiziinii doseyen epitel hiicrelerinin bazal
mebranlar1 eriyerek mezensimal hiicrelere doniisiir (29). Paramezonefrik kanalin
gerilemesi: 1) epitel etrafinda ekstraselliiler matriks birikimi, 2) matriks metalloproteaz-
2 sentezlenmesi ve apoptozis, 3) nukleus igerisinde beta katenin birikmesi
basamaklarini igerir (29-31). Yetiskin erkek genital sisteminde, paramezonefrik kanalin
kranial ve kaudal uclarinin kalintilarina, testise yakin appendiks testis ve prostatik

iretranin geniglemesi olarak prostatik kesecik seklinde rastlanabilir (9,30,31).
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Erkek genital kanallarin farklilasmasinda ikinci basamak, mezonefrozdan kdken
alan ilkel glomerul ve tubiillerin cogunun dejenere olarak 2. ayin sonunda tiimiiyle yok
olmasidir. Erkeklerde geriye kalan tubiillerin bir kism1 ve mezonefrik kanal erkek i¢
genital yapilarini olusturmak tlizere varliginm siirdiiriir. Sertoli hiicrelerinden salinan iki
sinyal molekiilii olan Dhh ve Pdgf fetal Sertoli hiicrelerinden testosteron salgilanmasini

uyarmaktadir (9).

Mezonefrik kanalin iist boliimii epididimise farklilagirken, alt boliimi ise diiz
kas tabakalari ile sarilarak, lirogenital siniise agilan vas deferensi olusturur (32).
Seminel vezikiiller, 10. haftada mezonefrik kanallarin kaudal u¢larinin lateralinden disa
dogru tomurcuklar seklinde belirir. Prostat 10. haftada iiretranin prostatik parg¢asindan
koken alan ¢ok sayidaki endodermal ¢ikintinin mezensim igerisine biiylimesiyle gelisir.
Bulbotiretral bezler, iiretranin spongioz parcasindan disa dogru biiyiiyen bir gift

tomurcuk halinde gelisir (33).

Abdomendeki asic1 ligamentler ve gubernakulum ile bobrege yakin bir
pozisyonda tutunan testislerin skrotuma inisi kompleks bir siiregtir. Bu siireg; testisin
biiylimesi ve mezonefrik bobreklerin gerilemesi ile baglar ve tutucu ligamentlerin
gevsemesi sonucu 8-15. Embriyonal haftalarda testisin inguinal kanala inmesi, 27-30.
haftalarda inguinalden skrotuma inisi ile tamamlanir. Testislerin skrotuma inigsinde karin
ici basing, testosteron/dihidrotestosteron diizeyleri, androjen reseptorlerinin aktif
fonksiyon gormesi ve AMH, INSL3%in (insiilin benzeri faktér-3) uygun diizeyde
anlatimi gereklidir (34).

2.1.2. Disi Cinsiyet Farklilasmasi ve Genetik Kontrolii

Disi embriyoda XX genotipine sahip gonadal kabarti hiicreleri, Sertoli hiicreleri
yerine folikiiler hiicrelere farklilasir. Paramezonefrik kanallar (Miiller kanali ve tlirev
yapilar1) varligini siirdiirir ve fallop tiipleri, uterus ve vaginanin iist boliimiini
olusturmak tizere farklilasirlar. Overlerin farklilasmasinda etkinolan faktorler heniiz tam
olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen, primitif gonadin overe doniigebilmesi i¢in
gerekli olan pro-ovaryen genler tanimlanmigtir (28). WNT4, mezonefrik ve genital
kabartt mezensimal dokusunda anlatimi olan, overler ile paramezonefrik kanalin
olusmasini saglayan pro-ovaryen gendir ve eszamanli olarak testis gelisiminde etkin rol
oynayan FGF9 ve SOX9 anlatimini da baskilayarak testis gelisimini engeller (35).

WNT4 ve RSPOL aktivitesi over olusumunda etkisi olan beta-katenin faktoriinii de
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stabilize eder. Testis gelisimi lizerinde inhibe edici aktivitesi bulunan diger bir gen de

DAX1, X kromozomu iizerinde bulunur ve SRY genini engelleyici etki gosterir (28).

SRY ve onciil Sertoli hiicrelerinin yoklugunda, PGH’ler oogonyuma farklilasir,
cogalir ve 1. mayoz boliinmeye girerek oositlere doniisiir. Olusan oositler, folikiil
hiicrelerinin farklilagmasinda ve tabakalasmasinda anahtar bir role sahip olan FIGa
(factor in germline alpha) faktoriinii salgilar. F/Ga folikiil olusumunu ve primitif

folikiilde zona pellisudanin sekillenmesini saglar (14,35,36).

PGH’ler primitif gonada ulastiklarinda, dis kortikal bodlgede veya
kortikomediiler sinirda toplanirlar. Overlerin mediiler bolgesi, testise benzer olarak
primitif cinsiyet kordonlarini igerir. Bu asamadaki kordonlar testisteki kordonlar kadar
gelismezler, daha sonraki evrede gelisecek olan kordonlar ise oositleri saracak folikiil
hiicrelerini (graniiloza) olustururlar. Testisteki Sertoli hiicrelerinin esdegeri olan folikiil
hiicreleri, over yiizey epitel hiicreleri (sdlemik epitel), mezonefrik hiicreler ve genital
kabartinin mezensimal hiicreleri olmak {izere ii¢ hiicre grubundan koken almaktadir

(37).

Farklilasan PGH’ler, oogonya olarak isimlendirilirler ve mitozla ¢ogalirlar. Disi
fetusta mitoz aktivitesi, 7. aym sonunda durur ve germ hiicrelerinin timii
mezonefrozdan salinan retinoik asitin etkisiyle birinci mayoz bdlinmenin profaz
evresine girerler (19,38). Onuncu haftada oogonyumlarin mayozun profaz evresine
girmesi, histolojik olarak overlerin farklilagmasinin ilk isareti olarak kabul edilmektedir.
Mayoza giren oogonya oosit olarak isimlendirilir ve folikiil hiicreleri tarafindan
sarilarak primitif folikiilleri olustururlar. En erken primitif folikiil 15. haftada, ilk graaf
folikiilii ise 23. haftada izlenir (39). Gebeligin 7.ayinda mitotik aktivite sonlanir, oositler
birinci mayozun diploten evresine kadar mayoz béliinmeye devam eder, daha sonra
duraksama fazina girer ve pubertede ovulasyon donemi baslayincaya kadar bu evrede
kalirlar. Gebeligin 25. haftasinda 6-7 milyon olan primitif folikiil sayis1 doguma kadar
yaklasik iki milyona diiser. Oositlerin ¢ogu apoptozise, folikiiller ise atreziye ugrar.

Dogumdan sonra ise yeni primitif folikiil olusmaz (40).

Testislerdeki Leydig hiicrelerinin esdegeri olan teka hiicrelerinin de graniilosa
hiicrelerinin kontrolii altinda over stromasindaki fibroblast benzeri onciil hiicrelerden
koken aldig diisiinilmektedir. Over korteksi oositleri, mediillas1 ise mezonefrozdan

gelisen stromal hiicreleri, bag dokusu ve kan damarlarini igerir (9,16).
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Disilerde ana genital kanallar paramezonefrik kanallardan olusur (16).
Baslangigta her kanalda 1) karin bosluguna agilan kranial parga, 2) mezonefrik kanallari
caprazlayan horizontal kistm ve 3) karsi taraftan gelen esiyle birlesen kaudal kisim
olmak tizere 3 boliim bulunur ve bunlarin ilk ikisinden uterus gelisir. Posterior pelvik
tiretra duvarina temas etmeden Once paramezonefrik kanalin distal uglar1 birbirine
yaklagarak biiyiir. Pelvik iiretranin duvart bu noktada hafif¢e kalinlagarak iki ¢ikinti
seklinde sinovajinal tuberkiilii olusturur. Paramezonefrik kanal sinovajinal tuberkiile
temas ederek uterovaginal kanali olusturmak {izere kaynasirlar. Bu tiip uterusu ve
vajinanin st kismini olusturur (14,16). Gelisimin 4-7. haftalarinda kloaka, tirorektal
septum adi verilen mezodermal bir doku ile Onde iirogenital siniis ile arkada ise
anorektal kanala ayrilir. Urogenital siniisiin en iistteki biiyilk pargast mesaneyi
olusturur. Ortadaki ikinci parca pelvik siniis, son parca da kalic1 iirogenital siniisii
olusturur. Sinovajinal tiiberkiil ad1 verilen bu ¢ikintilar, hizlica ¢ogalarak solid vajinal
plagi olustururlar. Vajen epiteli tirogenital siniisiin endoderminden koken alirken,
fibromiiskiiler doku ¢evre mezensiminden gelisir. Vajina llimeni, iirogenital siniisden
himen ad1 verilen ince bir doku plag: ile ayrilir. Disilerde iiretradan ¢evre mezensim
igerisine dogru olan tomurcuklarin biiyiimesi ile iiretral ve paraiiretral bezler gelisir. Bu
bezlerin erkekteki karsilifi prostat bezidir. Urogenital sinusdan disa dogru olan
tomurcuklardan da erkekteki bulboiiretral bezlerin homologu olan Bartholin bezleri
gelisir (14,33) (Sekil 2-4). Testisler kadar hizli ve belirgin olmasa da overler de
pozisyonlarinda kaudale dogru bir degisiklik gecirirler. Biiylimeleri ve paramezonefrik
kanallar ile olan baglantilar1 nedeniyle overler mezonefroz kokenli ligamentlerin

esliginde kaudale ve laterale hareket ederler (9).



| Mezonefroz+sdlomik epitel |

[ WT1, CBX2, 5F1, DMATLAZ, LHXS ]

I Bipotansiyelgonad / gonadalcikinti I

WTL+, SF1+, WNT4-, DAX1-, SRY,
SOXS, DHCRZ, DHH, ATRX, TSPYL1

—_

XY karyotip

I Sertolihiicreleri I Leydig hiicreleri I

STAR, p450scc [CYP11A1), p450cl? (CYP17AL),
3HSD (H5DB5), 17 8HSD (HSD1583)

| WT4, FST, RSP0, FOXLZ, BAPLS

—__d__-—_h._—

Owver

Miiller kanah

I Miiller kanal dejenerasyonu I I':
SRD5AZ
Wolffian kanah

Testosteron DHT A8 __I

A4

4| Estradiol |
stradio Uterus, Fallop tiipleri, Vajinanin lst1/3

kismi, Uretra

T E———

v

Vas deferans, Epididim, Seminel vezikiili

Genitaltliberkdl
Urogenital Sinus
Labioskrotal katlant:

v

Penis, Penis saft, Skrotum,
Prostat,Uretra Penili

Majorwve Mindr labium, Vajinanmn
alt 2/3 kism, Uretra

Sekil 2-4. Cinsiyet farklllasmasi1 asamalarimin sematik gosterimi.
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2.1.3. Cinsiyet Farklhilasmasinda Rol Alan Genler

Cinsiyet gelisimi primordial gonadin testis veya over olarak gelisimine yol

acacak olan cinsiyetin belirlenmesi (sex determination) ve testis/overlerden salinan

hormonlarin yardimi ile i¢ ve dis genital yapinin sekillenmesi ile ilireme islevinin

kazanilmasini saglayacak olan cinsel farklilasma (sex differentiation) olarak bilinen

birbirini takip eden iki ayr1 basamaktan olusur (7). Her iki basamakta gérevli genlerin

kodladig1 proteinler uygun gelisim evresinde, uygun dozda ve etkin olarak, engelleyici

ve uyariclt mekanizmalarla denge i¢inde ¢alismaktadir. Bu siiregte islevsel olan genlerin

ozellikleri etkili oldugu gelisim evresi ve anlatimi yapilan doku temel alinarak

smiflandirilmistir (Tablo 2-2).

Tablo 2-2. Cinsiyet farklilasmasinda rolii olan genlerin simiflandirilmasi ve fonksiyonel

yansimalari.
Gen / Lokus Tipi Islevi Gen Mutasyonlari ve Fenotipik etkileri
A. Farkhlasmamis (bipotansiyel) gonadda
f OD-: Genitoiiriner anomalilerin eslik etmedigi renal-
Paired-box . A .
- A Urogenital sistemin kanal kolobom sendromu
PAX2 ailesinin tiyesi, o : 5 . .
L ve mezengim kokenli PAX2 -/- fare: bobrek, iireter ve genital kanallarin
10qg24.31 transkripsiyonel .. - ool o .
e yapilarinin gelisimi agenezi, irogenital sistemin tiim duktal ve mezensimal
regiilator - . . .
kokenli yapilarin disgenezisi
DrO.SOphIIa gvap z o L Kalitim ?- sizensefali (nadir), endometrial
geni homologu, | Urogenital sistemin epitel . .
karsinomlarda somatik mutasyonlar
EMX2 Homeobox kisimlarinin ve . o .
. EMX2 -/- fare: kusurlu sdlemik epitel kalinlagmast,
10926.11 iceren telensefalonun dorsal . .
- L Wolf kanallarinin dejenerasyonu ve Miiller yapilariin
transkripsiyon gelisimi
- olusmamast
faktorii
LIM homeobox
gen ailesinin o . S Insanda etkisi tanimlanmamas
LHX9 iiyesi, Uro’ggnltal gikints gelisimi LHX9 -/- fare: genital kabart1 alanindaki hiicrelerin
1931.3 - Sf1’nin anlatimini uyarma . .
transkripsiyon kusurlu ploriferasyonu, ¢izgi gonad olusumu
faktori
Urogenital kab“artl, OD-: Wilms tiimérii, izole diffiiz mezangiyel skleroz,
mezonefroz, bobrek ve L e e o
onadal dokularin aniridi, genitoiiriner anomaliler ile iliskilendirilmis,
Cinko parmak g e . baz1 sendromlar ve birliktelikler (WAGR, Frasier,
WT1 . (s6lemikepitel hiicre
transkripsiyon . Denys-Drash, Meachan)
11p13 o tabakalarimin timii, ; . . e .
faktori - WT1 -/- fare: gonadal primordium gériilmesine
erkeklerde sertoli ve 9 - .
. .. ragmen, PGH’lerde artmis apoptozis nedeniyle
disilerde graniiloza :
B . . dejenerasyon
hiicreleri) gelisimi
Sertoli hiicrelerinin dogru | oy .y givak defektler, sipheli dis genital yapr
GATA4 Transkripsiyon | lokalizasyonunda (ektopik ; 4 > §UP 78 yap
- o ) (nadir)
8p23.1 faktorii yerlesimin onlenmesi) ve

testislerde kord gelisimi

GATAA4 -/- fare: letal fenotip bildirilmemis
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B. Testis gelisiminde gorevli genler
HMG box DNA
baglama
domeini igeren
SRY gekirdek Testikiller farklilasma ve | 00 a1 disgenezi, 46,XX CGB ve ovotestikiller CGB
Ypll.2 proteinleri erkek cinsiyet gelisimi
ailesinin tyesi,
transkripsiyon
faktorii
Farklilasan Sertoli
SOX9 Transkripsiyon | hiicreleri, primordial OD-: 46, XY CGB
17924.3 faktori gonadin destek hiicrelerinin | Gen duplikasyonlary ise 46, XX CGB
gelisimi
Urogenital kabarti, OD-: Miilleriyen yapilarin korundugukomplet
Cinko parmak hipotalamus ve testikiiler disgenezi;
SF1/NR5A1 bart hipotalamus-hipofiz- Heterozigot mutasyonlari ovaryen yetmezlik ile
transkripsiyon . e S
9q33.3 Faktorii gonadal aksin gelisimi, iligkilendirilmig
steroidojenik enzim ve SF1 -/- fare: adrenal ve gonadal yapilarin
faktorlerin uyarimi gelismemesi, hipotalamus anomalisi
X'e bagh resesif-: konjenital adrenal hiperplazi
O | et vy | okeiid o oo s
DAX1/NROB1 | . P . represor, adrenal bezlerin, g y L e ..
liyesi, . X kromozomunun geni igeren ilgili blgesinin
Xp21.2 . gonadlarm ve hipotalamus- . . S
transkripsiyonel ) C. duplikasyonu doz duyarh cinsiyet dontigiimii ile
e hipofiz gelisimi e
regiilator iliskili;
DAX1 -/- fare: hatali testikiiler gelisim
DMRTL Transkripsiyon . o OD-: testis gehs?mlnde bozuklu.k
v Postnatal testis gelisimi DMRTL1 -/- fare: postnatal testis farklilasmasinda
9p24.3 faktorii
bozukluk
FGF9 . ... | Sertoli hiicre farklilagmasi, . . .
13q12.11 Sinyal molekiilii eilkler e et FGF9 -/- fare: belirgin gonadal fenotipin olugmamasi
DHH Leydig ve peritiibiiler OR-:46,XY komplet gonadal disgenezi
Sinyal molekiilii | myoid hiicre islevlerinin DHH -/- fare: Bozuk peritiibiiler doku nedeniyle
12¢13.12 .. -
regiilasyonu testikiiler kord olusamamasi
Kromatin yapida
CBX2/M33 Transkripsiyon gzifcllgﬂg(gir;ien?;ieje OR-: 46,XY CGB
17925.3 baskilayici adrenal bezlerde Sf CBX2 -/- fare: cinsiyet doniigiimil
anlatiminin regiilasyonu
TSPYL1 Kromatin Testosteron urgurm, OR-: yasamin erken donemlerinde vissero-otonom
.. .. gonadal kesenin olusumu . X o . .
6022.1 diizenleyici . disfonksiyon, testikiiler disgenezi
ve penil saft olusumu
Fetal Leydig ve Sertoli
MAMLD1 Transkripsiyon | hiicrelerinde anlatimi , < e . . . .
X028 aktivatorii T — X'e bagh resesif-: siipheli genitalya, hipospadias
iretimi
PGDS2 . S9X9 ulBlunIg PGD2S -/- fare: gecikmis testikiiler organizasyon ve
Enzim niiklear translokasyonun e o .
9934.3 uni/bilateral testiskiiler migrasyon hatasi

diizenlenmesi

C. Over gelisiminde gorevli genler

RSPO1
1p34.3

Trombospondin
-benzeri beta-
katenin
aktivatorii

Geligsmekte olan overlerde
beta-katenin gen
anlatiminin diizenlenmesi

OR-: palmoplantar keratozis ve cinsiyet gelisim
anomalisi

RSPOL -/- fare: Persistan Wolf kanallari ile birlikte
parsiyel cinsiyet doniisimii
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Sinyal molekali OD-: Miilleriyen aplazi ve hiperandrojenizm

WNT4 / bu?fu'r.ne Mulll.er kanallarl ve over WNT4 -/- fare: overlerde diisiik sayida oositin
1p36.12 faktori gelisimi .. . ... S
gozlenmesi, kismi cinsiyet diiniigiimii
salgilatict
Erken over farklilagsmasinda
FOXL2 Transkripsiyon | etkili, GhRH hormon OD-: Blefarofimoz-ptoz-epikantus inversus sendromu,
3022.3 faktorii reseptor anlatiminin gonadal disgenezi
uyarimi
D. Miiller yapilarinin gelisiminde gorevli genler
AMH TG F,_ B ailesinin | Maller lfa-na}llarlmn OR-:Persistan Miilleriyan Kanal sendromu
19p13.3 iyesi apoptozisini uyarma
Epitelyal-mezenkimal
HOXA10 Transkripsiyon | etkilesimi uyarma, 5 . .
7p15.2 faktorii Miilleriyan ve tirogenital Kalitim ? - uterin ve genital malformasyonlar
kanal gelisimi
Kafa ve bobrek geligimi,

Lim1/LHX1 Transkripsiyon

1712 faktri mezonefrik-metanefroz, LHX1 -/- fare: genital yarik agenezi

gonadal gelisimde etkin

Testis Gelisiminde Rol Alan Genler

Gonad gelisiminde anahtar rolii olan SRY'min anlatimi,WT1, SF1, GATA4 ve
kofaktorii ZFMP2 ve CBX2 tarafindan diizenlenmektedir. SRY'nin hedef geni SOX9'dur
ve SRY, SF1 ile birlikte TESCO'ya (testis spesifik SOX9 anlatimini arttirict ¢ekirdek
elementi) baglanarak anlatimini arttirmaktadir. SOX9 anlatiminin artigi ile Sertoli hiicre
gelisimi ve testiskiiler farklilagma baslar. SOX9 ayni zamanda AMH anlatimin1 da
uyarir. Farklilasma icin ayrica, AMH, DHH ve FGF9 anlatiminin uyarilmasina da
thtiyag vardir. AMH anlatiminin artmast ile over gelisiminde etkili olan genlerin
(RSPOL1, FOXL2, WNT4, DAX1) anlatimi da baskilanir. DAX1, hem testis hem de over
gelisimi i¢in gereklidir, doza duyarli etki gdsterir. DMRT1 (double sex/mab iliskili
transkripsiyon faktorii 1) promordial gonad gelisimi ve testise 6zgli faktor olarak etki
gosterir. SRY uyarisindan sonra DHH (desert hedgehog) geninin Sertoli hiicrelerinde
anlatim1 yapilir ve germ hiicrelerinin mayoz/mitoz boliinmelerini diizenler. SOX3'lin

mutasyonlarmin da ektopik ekspresyona ve cinsiyet degisimine neden oldugu
bilinmektedir (7).

Over Gelisiminde Rol Alan Genler

SRY’nin yoklugunda, RSPO1 (R-spondin-1) WNT4 ile birlikte B-katenin sinyal
yolagini uyarir ve bunun sonucunda SF1'in TESCO'ya baglanmasi engellenir, boylece

testis yoniindeki farklilasma gerceklesemez. B-katenin, normal hiicre biiylimesinin

saglanmasinda kaderin adhezyon molekiillerinin kuyruk kismina baglanarak birlestirici
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kavsak protein olarak gorev almaktadir. RSPO1 anlatimi ile DAXL1'in etkisi artarken,
SF1 anlatimi baskilanmaktadir. WNT4'iin over farklilagsmasi yaninda her iki cinsiyette
baslangicta Miiller yapilarinin gelisiminde etkili oldugu, iki yonlii olarak gonadal
farklilasmada etkili oldugu bilinmektedir. WNT4'in testislerdeki anlattmi FGF9
tarafindan engellenir. Follistatin (FST) graniiloza hiicrelerinden salinarak WNT4

yolagini antisens faktor olarak etkilemektedir (7).

2.2. Cinsiyet Gelisim Bozukluklar:1 (CGB)

Cinsiyet kromozomal olarak (XX veya XY) zigot asamasinda belirlenir ve bu da
daha sonraki agsamalarda gonad gelisimini ve anatomik yapinin olusumunu etkiler. Bu
gelisim siirecinde bircokgen rol almaktadir. Kromozomal ya da tek genlerde olusan
mutasyonlarin yol actigi kromozomal cinsiyet ile uyumsuz gonad ve/veya anatomik
cinsiyet gelisim sorunlar1 “Cinsiyet gelisim bozukluklar1 (CGB, DSD:Disorders of
Sexual Development)” olarak tanimlanir ve heterojen bir grubu olusturur. Prevalansi ve
insidanst ile ilgili veriler kisitli olsa da genel olarak insidansin 1:5500 oldugu ve tiim
dogumsal anomalilerin %7'sinden fazlasini olusturdugu bildirilmektedir (1-3,41).
Genital fenotipin ¢ok genis bir spektrumda gézlenmesi (erkeklerde hafif hipospadiasdan
disilerde biiyiimiis klitorise kadar) ve genotip-fenotip iliskisinin zayif olmasi patolojileri
kesinsinirlar iginde tanimlamayi gii¢lestirmektedir. CGB’nin klinik siiflamasi yakin
zamanlara kadar gonadlarin over veya testis dokusunu i¢cermesine gore yapilirken, yeni
siniflamada karyotip 6n plana ¢ikmaktadir (4,6). Bu siniflandirmaya gére CGB olgulari
lic ana grubta degerlendirilmektedir: cinsiyet kromozom anomalilerine baghh CGB,

46,XY CGB ve 46,XX CGB (2) (Tablo2-3).

Tablo 2-3. CGB'nin karyotip temelli siniflandirilmasi (4).

Cinsiyet Kromozom

46, XY CGB 46, XX CGB
Anomalilerine bagh CGB
a. 47, XXY (Klinefelter a. Gonadal (testikiiler) gelisim a. Gonadal (ovaryan) gelisim

bozukluklar: bozukluklar:
sendromu ve varyantlari)

1. Tam veya kismi gonadal 1. Gonadal disgenezi

b. 45, X (Turner sendromu ve | yicoonesi (SRY, SOX9, SF1, WTL, 1. Ovotestikiiler CGB
varyantlarr) DHH vb.) 1. Testikiiler CGB (SRY+,
. 45,X/46, XY (miks gonadal 1. Ovotestikiiler CGB dupSOX9, RSPO1)

1. Testikiiler regresyon b. Androjen fazlahg:

disgenezi) sendromu 1. Fetal



d. 46,XX/46,XY (kimerizm)

b. Androjen sentez veya
islevindeki bozukluklar
1. Androjen sentezindeki
bozukluklar
LH reseptoér mutasyonlari
Smith-Lemli-Opitz sendromu
Steroidojenik akut regiilator
protein mutasyonlari
Kolesterol yan zincir
yariklanmalar1 (CYP11A1)
3B-hidroksisteroid dehidrogenaz 2
eksikligi (HSD3B2)
17a-hidroksilaz/17,20-liyaz
eksikligi (CYP17)
P450 oksidorediiktaz (POR)
kusuru
17B-hidroksisteroid dehidrogenaz
eksikligi (HSD17B3)
5a-rediiktaz 2 eksikligi (SRD5A2)
1. Androjen iglevindeki
bozukluklar
Androjen duyarsizlik sendromlari
Ilaglar ve gevresel etkiler
c. Diger
1. sendromik birliktelikler
(kloakal anomaliler, Robinow,
Aarskog, El-Ayak-Genital,
popliteal pterygium)
11. Persistan Miillerian Kanal
Sendromu
1. Vanishing testis sendromu
wv. Izole hipospadias (CXorf6)
v. Konjenital hipogonadotropik
hipogonadizm
vi. Kriptorsidizm (INSL3,
GREAT)

vii. Cevresel etmenler
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3B-hidroksisteroid
dehidrogenaz 2 eksikligi
(HSD3B2)

21-hidroksilaz kusuru
(CYP21A2)

P450 oksidorediiktaz kusuru
(POR)

11B-hidroksilaz eksikligi
(CYP11B1)

Glukokortikoid reseptor

mutasyonlart

11. Fetoplasental
Aromataz (CYP19) eksikligi
Oksidorediiktaz (POR) eksikligi

111. Maternal
Maternal virilize tiimérler
(liteomalar)

Androjenik ilaglar
c. Diger

1. Sendromik birliktelikler
(kloakal anomaliler)

1. Miilleryen
ageneziler/hipoplaziler
(MURCS)

m. Uterus anomalileri
(MODYY5)

v. Vajinal atreziler
(McKusick-Kaufman)

v. Labial adhezyonlar
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2.2.1. Cinsiyet Kromozom Anomalilerine Bagh CGB

Cinsiyet kromozom anomalileri, sayisal ve/veya yapisal olabilir, tiim hiicrelerde
veya mozaik olarak bulunabilir. Andploidiler, mayoz veya mitoz boliinmede meydana
gelen ayrisma hatalarinin (non-disjunction, anafazda lag) yol agtigi en sik rastlanan
kromozomal bozukluklardir. Molekiiler genetik c¢alismalar trizomilerin 6nemli bir
boliimiiniin mayoz I ve II’de meydana gelen non-disjunction, monozomilerin ise
anafazda geri kalma ile olustugunu gostermistir (41). Canli dogumlarda en sik goriilen
cinsiyet kromozom anomalileri XXY, XXX ve XYY gibi trizomilerdir. Buna karsin, X
monozomisi (45,X; Turner sendromu) spontan abortus materyalinde en sik rastlanan

kromozomal anomalisidir .

2.2.1.1. 47, XXY (Klinefelter sendromu ve varyantlari)

Klinefelter sendromu, erkeklerde en sik gozlenen cinsiyet kromozom
anomalisidir(erkek yenidoganlarda yaklasik 1/500) (42). Eriskin genetik kaynakli
infertilitenin en sik nedenidir ve azospermik olgularin %]11'indegdzlenir (43). ilk kez
Harry F. Klinefelter tarafindan 1942 yilinda, jineckomasti, kiiciik testisler,
spermatogenezin olmamasi, Leydig hiicrelerinin normal veya azalmis fonskiyon
gostermesi, FSH diizeylerinin yiiksek olmasi ile karakterize bir klinik tablo olarak
tamimlanmustir  (44). Etkilenen Kisilerin %80'1 klasik XXY Kkaryotipi, digerleri
48, XXXY, 48, XXYY, 49, XXXXY gibi varyantlar veya mozaisizm (46,XY/47,XXY)
gosterirler (45). SRY pozitif 46,XX karyotipi de Klinefelter varyantlari arasinda yer
almaktadir ve prevalansi 1/20.000-25.000 olarak bildirilmistir (46). Fazla X kromozomu
% 40-60 paternal kaynaklidir ve paternal kaynakli fazla X krozomuna sahip olgularda
pubertenin daha ge¢ basladigi ve yavas ilerledigi bildirilmistir (47). Epizodik
konviizyon, sizofreni benzeri ve paranoid bozukluklar, obsesyon ve tedaviye yanith
epilepsi bu olgularda goriilebilen bulgulardir (48). Jinekomasti, bu sendromun major
klinik bulgularindan biri olarak diigiiniiliir. Bu olgularda normal bebeklere gore alt1 kat
fazla siklikla (%4.5-68.7) inmemis testis goriiliir (48). Bebeklik doneminde mikropenis
goriilen olgularin puberte Oncesi donemde de fallus boylar1 yas ortalamasindan
kiiciiktiir. Major bulgulardan olan hipogonadizm adolesan ve eriskin donemde

belirginlesir (49).

Klinefelter olgularinin yaklagik yarisinda altta yatan neden, paternal mayoz I'de

hata ile sonug¢lanan psddootozomal bolgedeki Xp/Yp rekombinasyonu siirecindedir.
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Diger olgularda ise nedenin, maternal mayoz | veya mayoz Il'deki ya da mozaisizme
neden olan post-zigotik mitotik hatalar oldugu bildirilmistir. Olgularin %15'inde
karyotip mozaiktir. Mozaik hasta grubunda fenotip degiskendir; bazilarinda normal

testikiiler gelisim gozlemlenebilir (41).

2.2.1.2. 45, X (Turner sendromu ve varyantlari)

Turner sendromu, disilerde 1/2000 siklikla goriilen, ikinci cinsiyet
kromozomunun yoklugu ya da yapisal anomalisi sonucu olusan bir sendromdur (50,51).
Prenatal donemde letal oldugundan etkilenmis fetuslarin yalnizca %1'i canli
dogabilmektedir ve bunlarin da mozaik olgular oldugu disiiniilmektedir (52). X
kromozomu i¢in monozomi, gametlerden birine seks kromozomu katilmamasi veya
erken embiyonik donemde seks kromozomun kaybiyla meydana gelir. Periferik kan
incelemelerinde Turner fenotipli olgularin yarisinda 45,X karyotipi, %15'inde
45,X/46,XX mozaisizmi digerlerinde X ve Y derivatifleri ve mozaikleri saptanir (53).
Yasamla bagdasan tek monozomi 6rnegi 45,X karyotipi olup, kaybolan kromozomun X
ya da Y olusuna bagli olarak Turner sendromuna veya Miks gonadal disgenezisine yol
acar (42). Turner sendromlu olgularda fenotipin belirlenmesinde, mozaik ya da klasik
45,X karyotipinin, X kromozomunun embriyonik donemde kaybolma zamaninin,
mozaisizm oranmin ve dokulara dagilimmin ve segici inaktivasyonla yapisal X
kromozomu anomalisinin {izerindeki genlerin sessizlestirilmesinin iliskisi vardir. Turner
sendromu, lenfatik displazi, gonadal disgenezi, kardiyak ve renal malformasyonlarla
karakterizedir (53). Yenidoganda el ve ayak iistlerindeki 6demler ¢ok tipik bulgudur ve
zamanla kaybolur. Kisa boy en temel bulgudur, kubitus valgus ve ergenlikte sekonder
seks karakterlerinin gelismemesine neden olan, fibroz bant seklindeki overler ve

hipergonadotropik hipogonadizmle prezente olan primer amenore ile tan1 alirlar (54).

2.2.1.3. Miks Gonadal Disgenezi (MGD)

Histopatolojik olarak bir tarafta disgenetik testis diger tarafta streak gonad
varligi, sitogenetik olarak 45,X ve 46,XY veya Y derivatifi igeren, en az 2 hiicre
dizisinin olusturdugu mosaisizm ile karakterizedir (55). Her iki tarafta farkli derecelerde
testikiiler farklilagsma gosteren asimetrik gonadal disgenezi (bilateral streak testis veya
disgenetik testis) olarak tanimlanir. Fenotip olarak % 90 normal erkek (tibbi inceleme
yapilmaz) ve % 10 kuskulu genital yap1 veya Turner sendromu fenotipi gosterirler ve

fenotip olusumunu etkileyen faktorler, mozaisizmin oram1 ve Y/Y derivativ
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kromozomunun kaybolma zamanidir. Y veya Y derivatifi iceren mozaisizm saptanan
MGD olgularinda yiiksek gonadoblastom (1/3) riski nedeniyle en kisa zamanda bilateral
gonadotektomi Onerilir ve bu kiz olarak yetistirilen olgularda virilizasyonu onlemek
icin de onemlidir. Erkek olarak yetistirilmesine karar verilen olgularda gonadektomi
icin yakin takip ile puberteye kadar beklenebilir. MGD olgularinda, immiinoglobulin
yetersizligi, i¢ kulaktaki kemiklerde hatali gelisim, kardiovaskiiler ve renal anomaliler

daha siktir (55-57).

2.2.2. 46,XY CGB

46,XY CGB olgulart yetersizmaskiilinizasyon ve Miiller yapilarinin var
olup/olmamasi nedeniyle dis genital yapinin siipheli veya yetersiz virilize olmasi ile
karakterize edilir. Virilizasyonun hi¢ olmadigi olgularda normal disi dis genital yap1
gozlemlenirken, olgular meme gelisiminin olmamasi ve/veya primer amenore nedeniyle

sadece pubertal donemde tan1 alirlar (58).

2.2.2.1. Gonadal Disgenezilerin Neden Oldugu 46,XY CGB

Gonadal farklilasmanin herhangi asamasinda etkili genlerdeki mutasyonun
siddeti ve yolaktaki lokalizasyonuna bagli olarak bipontansiyel gonadin normal testise
farklilasmamasi, streak gonad veya disgenetik testis olusumu gozlenir (58). 46,XY
gonadal disgeneziler tam ve kismi olmak iizere iki grupta degerlendirilir ve genetik
agidan heterojen (otozomal, X'e ve Y'e bagli) bir grubu olusturur. Tam 46,XY gonadal
disgenezili olgularda dis genital yap: tamamen normal disi goriinimiinde olup streak
gonadlarda testosteron ve AMH iiretimi olmadigindan Miilleriyen yapilar uterus ve
fallop tiipleri geligir. Baz1 olgularda Turner stigmatlar1 bulunabilir (8). 46,XY tam
gonadal disgenezili olgularin en sik goriileni gonadoblastom olmak iizere gonadal timor
riski yaklasik %30°dur (59). Disgenetik testis veya streak gonad dokusunda germ hiicre
kokenli tiimor gelisiminin erken taramasinda dokuda OCT3/4 (primordial germ
hiicrelerinde anlatimi yapilan octamer-binding transcription factor) ve TSPY (testis
hiicrelerinin mitotik ploriferasyonunda etkili testis spesifik protein) anlatimlarinin
birlikte degerlendirilmesi displastik hiicrelerin varligim1 erken tanisinda yol gostericidir
(60). 46,XY kismi gonadal disgenezilerde ise sentezlenen testosteron miktarina bagh
olarak degisik derecelerde virilizasyon gozlemlenir ve i¢-dis genital yapilar bu yonde
sekillenir. Bu olgularin hCG uyarisina testosteron cevabi yetersizdir (8). Gonadlarin

durumu ve histolojisi 46,XY tam gonadal disgeneziler ile benzerdir (61). Benzer fenotip
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mozaik 45,X/46,XY olgularinda da gosterilmistir (58). Bu heterojen olgu grubunda,
SRY geninde (yaklasik %10-15), DSS (dozaja duyarli cinsiyet lokusu, dosage sensitive
sex lokus) duplikasyonu veya otozomal genlerde (WT1, SF1, SOX9, DHH) mutasyonlar
bildirilmistir (4,8,61,62).

2.2.2.2. Testikiiler Regresyon Sendromu

Fetal donemde normal gelisim gosteren testisin zamanla atrofiye ugrayarak
kaybolmas1 (vanishing testis), kor uglu ve islevsel olmayan spermatik kord ve
uni/bilateral testikiiler dokunun tam regresyonu ile karakterize durumdur (63-65).
Siklig1 1/1250'dir (66), palpe edilemeyen testisli erkek ¢ocuklarin %64'inde inmemis
testis, %22,5'inde testis-vas deferens-epididim agenezisi, %]15'inde kor uglu vas
deferens, %25'inde ise kor uclu vas deferens ile birlikte inguinal kanalda damar
yapisinin oldugu bildirilmistir (67). Inmemis testisli olgularin %10-20'sinde testis palpe
edilemez ve bu olgularin %35-60"inda testikiiler regresyon oldugu belirtilmistir (68-71).
Testikiiler regresyonun perinatal veya postnatal vaskiiler tromboz, torsiyon veya
hormonal dengesizliklere bagli oldugu, patolojik incelemelerde fibrotik ve distrofik
alanlarm varligi ve dev hiicrelerin izlenmesi durumun iskemik olay sonucunda
olustugunu gostermektedir (72,73). Genetik sebepleri giiniimiizde bilinmemesine
ragmen bir ¢aligmada mikropenis ve testikiiler regresyonu olan bir erkek ¢ocukta SF1

geninde heterozigot p.V355M varyanti bulundugu bildirilmistir (58).

2.2.3. Androjen Sentez Kusurlarina Bagh 46,XY CGB

Androjen sentez bozukluklari kolesterolden testosteron sentezi yolagindaki
enzim/lerin kusuruna bagli olarak, yolagin tiim basamaklarinda, fetal Leydig
hiicrelerinden salgilanmada veya 5a-dihidrotestosterona doniisiim siirecinde goriilebilir
(74). 46,XY CGB olgularmin tipik fenotipi, androjen sentez bozuklugunun nedenine
bagli olarak disi dis genital yapisindan hafif etkilenmis erkek dis genital yapisina kadar
genis yelpazede degisir.

2.2.3.1. Hatalh Leydig Hiicre Farkhlasmasi, LH Reseptor Bozukluguna Bagh
46,XY CGB

Leydig hiicre sayisi, intrauterin ilk trimester, yenidogan ve pubertal evre olmak
lizere ii¢ ayr1 donemde artig gosterir (39). Leydig hiicre gelisiminde DHH, PDGF-A ve
ARX genlerinin etkin oldugu bildirilmistir (40-42). Leydig hiicrelerinin sayica artmasi,

olgunlagmasi ve testosteron sentezlemesi embriyonel donemin ilk giinleri haricinde
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genel olarak hCG/LH etkisi ile diizenlenmektedir (43). Embriyonik dénemde, gonadda
Leydig hiicre olusumundan ve LHR (Leydig Hiicre Reseptorii) sentezinden sorumlu
olan genlerdeki inaktive edici mutasyonlar ve delesyonlar testosteron sentezini
etkilemektedir. Buna bagli olusan klinik tablo, iiretilen testosteronun miktarina ve
bozuklugun kendini gdsterdigi zamana gore disi fenotipin olustugu agir formdan, sadece
infertilite bulgusunun goriildiigli hafif formlarakadar degiskenlik gosterir (45). Leydig
Hiicre Hipoplazisi Tip 1 de 46,XY birey disi dis genital yapisi ile dogar ve kiz olarak
yetistirilirler. Bu olgularin Miiller yapilar1 yoktur, testisler kiiglik ve skrotuma
inmemistir, bazal testosteron diizeyleri de diisiiktiir (30). Testosteronun kismen de olsa
sentezlendigi Tip 2 olgularinda ise mikropenis, hipospadias ve yetersiz virilizasyon

bulgulart goriiliir (30).

2.2.3.2. Kolesterol Sentez Bozukluklarmma Bagh 46,XY CGB. Smith-Lemli-Opitz
Sendromu ve Digerleri

Kolesteroliin endojen sentezi asetatla baslar, skualene kadar (preskualen sentez)
8, skualenden sonra ise 2 basamak olmak iizere sterol yolagindaki ilk molekiil olan
lanosterol sentezi gergeklesir (75). Postskualen kolesterol sentezi enzim bozukluklari ile
iligkili dort OR hastalik tanimlanmis olup en iyi bilineni, sterol delta — 7 rediiktaz
eksikligine bagli Smith Lemli Opitz (SLO) sendromudur (76). Digerleri ise latoskleroz,
desmoskleroz ve SC4MOL eksikligidir (77). Kolesterol sentez yolagindaki
bozukluklara iligkin agir dismorfik bulgularin da eslik ettigi diger sendromlara 6rnek
Conradi-Hiinerman-Happle, Antley-Bixler ve CHILD (iktioziform Eritodemanm eslik

ettigi Konjenital Hemidisplazi ve Ekstremite Anomalileri) olarak gosterilebilir.

2.2.3.3. Adrenal ve Testikiiler Steroidogenez Enzim Kusurlarina Bagh 46,XY CGB

Bu gruba steroidojenik akut diizenleyici proteini (StAR) ve P450scc eksikligi;
3B-hidroksisteroid dehidrogenaz tip 2, 17-hidroksilaz,17-20 liyaz ve 17pHSD-3 enzim
bozukluklari dahildir.

Konjenital Lipoid Adrenal Hiperplazi (LKAH), adrenal ve gonadal steroid
sentezinin etkilenmesi ile ortaya ¢ikan OR kalitilan, Amerika ve Avrupada nadir,
Japonyada ise adrenal hiperplazinin ikinci sik nedeni olan hastaliktir (78). Olgularin
bircogunda kolesteroliin mitokondri i¢ine gecisini saglayan StAR proteinini kodlayan
gende (StAR) mutasyonlar bildirilmistir (79,80). Steroid sentezinin bir bdlimi

StAR’dan bagimsiz olarak gerceklesir ve pregnenolana doniisiim yolagmin bu tipinin
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orani % 14'dir (78,81). Fetal donemde testosteron sentezinin énemli bir kismi testis
tarafindan yapildigi i¢in LKAH olgularinda Leydig hiicreleri gebeligin erken
donemlerinde yikima ugrar, testosteron yetersizligine bagli olarak virilizasyon olusmaz
ve dis genital yap1 disi cinsiyet yoniinde olusur (82). Bu siire¢te Sertoli hiicreleri
etkilenmediginden AMH salinimi1 normal gergeklesir ve miilleriyen yapilar izlenmez
(79). Klasik formunda testisler inguinal yerlesimli olup, disgenetik degildir (83).
Filistinli LKAH olgularinin ¢ogunda StAR geninde proteinde erken terminasyon ve
takibinde trunkusyona neden olan ¢.201-202delCT kurucu (founder) mutasyonu
tanimlanmistir (84). LKAH olgularinda yasamin ilk birka¢ ayinda adrenal yetmezlik
veya tuz kaybi gézlemlenirken, nonklasik tiplerinde adrenal hiperplazi gosterilmemistir.
Non Klasik tiplerde StAR aktivitesinin %10-25 civarinda oldugu, normal dis genital
yapiya sahip olduklar1 ve en yaygm mutasyonun p.R188C oldugu bildirilmistir (78,85-
89).

CYP11A1 mutasyonlarinin neden oldugu P450cc eksikliginde olgularin klinik
bulgulart StAR mutasyonlarina bagli LKAH tablosu ileortiisiir (90). StAR ve SF1
genleri normal olan LKAH tamili bir olguda de novo heterozigot CYP11A1l
mutasyonunun saptanmasi hastaligin patogenezinde bu genin énemli roliiniin oldugunu
gostermistir (91). Kolesterolun yan zincirini ayiran P450scc enzimi kolesteroliin
pregnolona doniistiniimde islev goriir (79). P450scc eksikligi ayn1 zamanda plasental
progesteron sentezini inhibe ederek gebeligin sonlanmasina neden olmaktadir (92,93).
Klinik ve laboratuvar bulgular1 StAR eksikligindeki tabloya benzese de, adrenal
hiperplazinin olmamasi ayirici tan1 da 6nemli bulgudur (90). Sonugta, bu grupta ayirici
tanida klinik, hormonal ve goriintileme bulgularinin yalniz basina yetersiz kaldigi,

kesin tanida molekiiler sonuglarin 6nemli oldugu bildirilmektedir (90).

Androstenedionun biyolojik aktif olan testosterona doniisiimiinii kataliz eden
17BHSD-3 enzim eksikligi, ilk kez 1971 yilinda Saez ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlamistir (94). OR kalitilan HSD17B3 geninin kodladigienzim, testosteron sentez
stirecindeki anahtar bes enzimden biridir ve sentezin son basamagindaki reaksiyonu
katalize eder. 17BHSD-3 eksikligi testosteron biyosentez kusurlarmin ek sik rastlanan
tipidir (95). Sinecker tip 5'den (tamamen normal disi goriintim), mikropenis ve
hipospadiash erkege kadar genis bir klinik yelpazede bulgu veren bu hastalikta en sik

goriilen bulgular kliteromegali ve/veya kor vajinadir (96). Enzim eksikliginde tipik
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hormonal bulgu, artmig Androstenodion ve diisiik Testeron seviyeleridir. DHT
seviyeleri erigkin hastalarda diisiik veya normal degerlerde olsa da, DHEA genellikle
artmistir. Bebeklerde bazal T/A oraninin 0,8’den kiiciik olmasi ayirici tanida 6nemli
bulgudur (96). Miiller yapilarinin yoklugu ve Wolf yapilarinin normal gézlenmesi 5-alfa
rediiktaz eksikligi olgularinda da goriildiigii i¢in patognomik bulgu degildir (97). Gonad
dokusunun histolojik incelenmesinde normal testiskiiler yapilar goriilse de
spermatogenez izlenmez ve bu olgular infertildir (96). Olgularda germ hiicreli malignite
riski yiiksek oldugundan (%28), erkek cinsiyetle yetistirilen ve gonadektomi

yapilmayan olgularin malinite agisindan takibi 6nemlidir (96).

2.2.3.4. Elektron Transferinin Bozulmasi Sonucu Etkilenmis Steroidogeneze Bagh
46,XY CGB

Elektron donor proteinlerinin hasari sonucu steroid sentezinin etkilenmesinin iki

tipi tanimlanmustir: sitokrom P450 oksidorediiktaz (POR) ve sitokrom b5 eksikligi

POR eksikligi, CYP17A1 ve CYP21A2 enzim eksikliklerinin birlikte goriildigi
olgulara benzer endokrin bulgular gosterir (98). Molekiiler analizlerde bu genlerde
mutasyon saptanmayan olgularda aday gen ¢alismalar1 POR geni tizerine yogunlagmistir
(99). POR geni ¢alismalari, p.A287P ve p.R257H mutasyonlarmin bu gen ile iligkili
tanimlanmis mutasyonlarin yaklagik %50°’sini olusturdugu, bu mutasyonlardan ilkinin
proteinin FAD (flavin adenin diniikleotit) baglanma, ikincisinin ise kofaktorle etkilesen
domainini bozdugunu gostermistir (100-102). P450 oksidorediiktaz 82 kDa agirliginda
olup tim mikrozomal P450 grubu enzimler (17 hidroksilaz,17-20 liyaz, aromataz, 21-
hidroksilaz steroidojenik enzimleri dahil) i¢in elektron dondrii olan bir flavoproteindir.
P450 sistemi ii¢ kistmdan olusur: POR bdlgesi, sitokrom P450 ve lipidler. POR un biri
NADPH (indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) baglayan, digeri FAD
baglayan iki farkli boliimii bulunmaktadir (103,104).

POR eksikligi goriilen olgularda mineralokorktikoid tiretimi normal diizeylerde
iken, glukokortikoid ve seks steroidlerinin diizeyi mutasyonun tipine bagli olarak
degisik diizeylerde etkilenir (100). Etkilenen disi olgularda androjen diizeylerinin diisiik
olmasina karsin virilizasyon goriliir. Pubertede primer amenore goézlenebilir. Bu
olgularda over kistleri daha sik olarak gozlemlenmesinin nedeni primer hipogonadizm
ve anovulasyonun olmasidir (105). POR eksikligi olan erkek olgularda yetersiz

maskiilinizasyona bagli mikropenisten agir hipospadiasa kadar genis spektrumda
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fenotip gozlenir. Erkek olgularda disilere kiyasla pubertenin spontan olarak ilerledigi
gozlemlenmistir. Bunun nedeninin ise testikiiler 17,20 liyazin aktivasyonunda POR’un
etkinliginin overlerdeki kadar Onemli role sahip olmadigi varsayilmaktadir (105).
Yapilan ¢alismalarla bu gorevi kismen de olsa sitokrom b5’nin {istlendigi, daha agir
POR mutasyonlarinda ise genital anomalilere iskelet anomalilerinin (ulna ve femurda
egrilik, kamptodaktili, kraniyosinostozlar vb) de eslik ettigi (6rn; Antley Bixler
sendromu) bildirilmistir (106).

POR olgularinda hCG uyar1 sonrasi yetersiz testosteron cevabi, adrenal
androjenlerinin diizeyinde artis, yiiksek 17-OHP, ACTH uyaris1 sonrasi yetersiz kortizol

cevabi ve idrar steroid analizinde artmis pregnenolon ve metabolitleri goriiliir (107).

Sitokrom b5 kusuruna bagli 46,XY CGB herediter tip IV methemoglobinemi bir
olguda gésterilmis ve olgunun 46,XY CGB’sinin molekiiler etiyopatogenezinde,
adrenal steroidogenezinde 17a hidroksilasyonunda sitokrom b5’nin elektron donorii

gorevini iistlendigi ve bu gendeki mutasyonun hastalik iliskili oldugu gosterilmistir

(58).

2.2.3.5. Testosteron Metabolizmas1 Bozukluguna Bagh 46,XY CGB. Steroid 5-a
Rediiktaz Enzim Eksikligi

Androjenik aktivite i¢in baslica androjenler testosteron (T) ve 5Sa -
dihidrotestosterondur (DHT). Erkek dis genital yapisinin sekillenmesinde, androjen
duyarli dokularin olusumunda 6nemli olan DHT'nin sentezi ve islevidir, bu doniistimii
katalizleyen anahtar enzim ise 5-o rediiktaz tip 2 (SRD5A2)'dir. DHT'nin daha etkin
olmasi, reseptore giiclii baglanmasi ve daha uzun siire stabil kalmasi ile saglanir. Bu
enzimin eksikligine bagli ortaya ¢ikan pubertede virilizasyonla sonuglanan cinsiyet
gelisim bozuklugu fenotipi ilk kez 1974 yilinda McGinley ve ark. tarafindan
tamimlanmistir (108-110). SRD5A2 prostat, epididim, uterus, meme ve testislerde
eksprese olur. Enzimin, Testosteron ve NADPH-kofaktor baglayan iki dnemli bolgesi
bulunur. Enzim bozuklugu olan olgularin hormonal bulgulari normal veya artmis T
diizeyi, azalmig DHT diizeyi ve hCG uyaris1 sonrast artmis T/DHT oranidir. Fenotipik
olarak benzer oldugu androjen duyarsizligi sendromlarinda da serum androjen diizeyleri
artmistir. Olgularin genital muayenesinde kuskulu genital yapidan, mikropenis, bifid
skrotum ve hipospadiasa kadar genis spektrum gozlenir. Bazi olgularda kliteromegalili

disi goriiniimii de olabilir. AMH sentezi normal oldugu i¢in miilleryen yapilar
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gerilemistir (111). Calismalar bu gende 100%n iizerinde homozigot veya birlesik
heterozigot formda farkli mutasyon (yanlis anlamli, anlamsiz, kirpilma bolgesini

etkileyen, biiyiik gen delesyonlar1) bildirilmistir(112).

2.2.3.6. Androjen Islevindeki Bozukluklara Bagh 46,XY CGB. Androjen
Duyarsizlik Sendromlari

Androjen Duyarsizlik Sendromlar1 (ADS), degisik derecede virilizasyon ile
yetersiz maskiilinizasyon ve periferde androjen direnci ile karakterize ve X'e bagh
kalitim gosteren, 46,XY cinsel gelisim bozukluklarinin en sik nedeni olan hastalik
grubudur (113). Dogum insidansi 1/20,000-64,000 olan sendrom, ilk kez Morris
tarafindan 1953'de tanimlanmistir (114). Farede X’e bagh testikiiler feminizasyondan
sorumlu genin varligi Lyon ve Hawkes tarafindan 1970 yilinda ileri siiriilmiistiir. Bu
genin (Androjen reseptor geni - AR) insandaki lokalizasyonu ve hastalik iliskili
mutasyonlart ilk kez 1989'da Brown ve ark. tarafindan tanimlamigtir (115,116).
Xql1.12’de lokalize olan AR geni 90 kb biiyiikliigiindedir. AR mutasyonlari olgularin
yaklasik %70'inde X'e bagh resesif kalitim gosterirken, %30'unda mutasyonlarin de
novo olustugu bildirilmektedir (117). AR proteini, transaktivasyon bolgesi (NHz -
terminal bolge), DNA baglanma bolgesi, hinge (mentese) bdlgesi ve ligand baglanma
bolgelerinden olugsmaktadir (118). N-terminal bolgesinde poliglutamin ve poliglisin
tekrar bolgesi yer almaktadir. Bu tekrar bolgesinin patojenik varyantlarinin norolojik
ve/veya endokrin anomalilerle (Spinal ve bulbar muskular atrofi/Kennedy hastaligi)
iligkisi saptanmistir (119). ADS'ler, AR geninin tam fonksiyon kaybi (komplet ADS),
kismi fonksiyon kaybi (parsiyel ADS) veya transkripsiyonda gorevli ko-aktivator
protein bozukluklar1 sonucu olusmaktadir (120-123) (Tablo 2-4).

Tablo 2-4. ADS'lerin siniflandirilmasi (113).

AR mutasyon frekansi

Tip Dis Genital yap1 Bulgular (dizi ile saptanabilen)

Wolf kanal gelismemis ya da yok

Tam Androjen Vas deferans var/yok

9 Disi
Duyarsizlig1 i . . % 65-95
(CAIS) (testikiiler feminizan) Kisa kor vajina
Pubik ve kol altinda seyrek kil
Kismi Inguinal ya da labial testis
Androjen Disi ya da siipheli <% 50

Duyarsizlig Klitoromegali ve labiyal fuzyon
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(PAIS) Urogenital sinus

Mikrofallus
Inmis ya da inmemis testis
BEPE Urogenital sinus
Pubertede jinekomasti
Normal penis boyu,
izole hipospadias
Inmis testis
veya
Erkek Mikropenis,
Agir hipospadias,
Bifid skrotum

Inmis ya da inmemis testis

Yetersiz Spermatogenez yetersizligi

virilize erkek Erkek . . Bilinmiyor
(MAIS) Pubertede jinekomasti

Komplet ADS'lerde dis genital yap1 disi goriinlimde olup, kisa ve kor sonlanan
vajen mevcuttur. Wolf yapilar1 ve prostatlar1 yoktur. Pubik killanmanin ge¢ basladig1 ve
seyrek oldugu, aksiller killanmanin ise goriilmedigi bu olgularda Miiller yapilar1 nadiren

gozlenir (124).

Daha sik goriilen parsiyel ADS olgularinin bazilarinda hafif kliteromegali ile
disi gorlinim, bazilarinda ise mikropenis, perineal hipospadias, bifid skrotum ve
kriptorsidizmle kuskulu erkek fenotipi olabilir, testisler inguinal kanalda veya
labioskrotal kivrimlar i¢inde yerlesim gosterebilirler. Testislerde Leydig hiicreleri
normal, spermatogenez ise bozuktur, prostat gelisimi yetersizdir. Pubertede meme

gelisimi gozlense de, pubik ve aksiller killanma normaldir (124,125).

Hafif (Minimal) ADS'lerde koronal hipospadias, jinekomasti, tiz ses, seyrek
pubik killanma ve impotans goriiliir. Bu olgularda testosteron diizeyi normal, anormal

LH yiiksekligi ve oligospermi goriiliir (124).
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Bu grubun testosteron sentez bozukluklarindan farkli yonii, T ve DHT
diizeylerinin normal veya yiiksek olmasidir. Postnatal ilk 3 ayda (mini - puberte)
doneminde yenidoganda bazal LH ve T degerlerinde artis olur. Puberte 6ncesi donemde
T salgilama kapasitesinin bazal degerleri degil, hCG uyaris1 sonrasi l¢iillen T ve DHT
degerleri anlamlidir. ADS'lerde uyar1 sonrasi cevap yeterli diizeydedir. Uyariya yeterli
T yanitinin olmasi sentez kusurlarini, normal DHT yanit1 ise steroid 5-o rediiktaz
eksikligini diglamaktadir (125). T/DHT orani1 >10 olan olgularda SRD5A2, mutasyon
saptanmazsa AR, T/DHT orani <10 olan olgularda ise AR, mutasyon saptanmadigi
durumda ise SRD5A2 incelenmektedir. Komplet ADS'li olgulardan ayirt edilmesi zor

olan grup 46,XY kismi gonadal disgenezili olgulardir.

2.2.3.7. Diger Nedenler
AMH yapim ve etki kusurlari, izole hipospadias, kriptorsidizm ve cinsiyet

anomalilerinin eslik ettigi sendromlar diger nedenlerdir.

2.2.4. 46, XX CGB

46,XX CGB erkek fenotipinde olan bireyin kromozom kurulusunun 46,XX
olmasiyla karakterizedir, testikiiler CGB olarak da adlandirilir ve ilk kez 1964 yilinda
tamimlanmustir (126,127).

2.2.4.1. Gonadal Disgenezilerin Neden Oldugu 46,XX CGB

46, XX erkek CGB olgularinin %80-95’inde SRY varligi FISH ve kromozomal
mikroarray teknikleri ile gosterilmistir (128). SRY pozitif olgularda i¢ genital yapi
timiiyle erkek fenotipinde iken, negatif olgularda over ya da ovotestikiiler yapida
olabilir. Non-sendromik 46,XX testikiiler CGB’li olgularin yaklasik %15’de dogumda
stipheli genitalya mevcuttur. 46, XX erkek olgularinim biiyiik ¢ogunlugu fenotip olarak
erkek goriinlimde olup, olgularin yaklasik %85°de puberte sonrasi pubik killanma ve
penis boyu normalken, testisler kiigiiktiir (129). Testislerin kiiciik olmasi ve
azosperminin goriilmesi ortak Ozellikleridir. Olgularda jinekomasti sikligi yiiksektir.
Klinik ve laboratuvar bulgular1 Klinefelter sendromu ile benzer olsa da boylar disi
normal boy araliklar1 ile uyumlu saptanmistir. Hormonal bulgular testikiiler bozukluga
sekonder gelisen hipergonadotropik hipogonadizm ile uyumludur. LH ve FSH bazal
serum degerleri hafif yiiksek, serum testosteron degerleri genellikle diistiktiir. hCG

uyar1 sonrast bu olgularda diisik veya subnormal T cevabi gozlenir. Patolojik
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incelemelerde, testis dokusunda fibroskleroz, seminefer tiibiillerin sayica azalmasi ve
boyutlarinda kiiciilme, germ hiicrelerin yoklugu ve Leydig hiicrelerinin hiperplazisi

bildirilmistir. Bu olgularda over yapilari izlenmemistir (130).

Molekiiler analizlerle bu grupta SRY, SOX9 geninin promotor bdlgesinde kiiciik
duplikasyonlar veya triplikasyonlar, 17q24,3 Dbolgesini de igeren dengeli
translokasyonlar ve SOX9 geninin tiimiinii kapsayan duplikasyonlari (mozaik veya non-
mozaik), SOX3 geninin  upstream  bolgesindeki  mikrodelesyonlar  veya

mikroduplikasyonlar ve RSPO2 vb genlerdeki mutasyonlar bildirilmistir (131-136).

2.2.4.2. Androjen Sentez Bozukluklarmma bagh 46,XX CGB. Konjenital Adrenal
Hiperplazi

Androjen fazlalig1 fetal, fetoplasental ve maternal kaynaklara bagli olabilir.
Genellikle olgular normal over ve Miiller yapilarinin yaninda dis genital yapinin degisik
derecede maskiilinizasyonu ile belirir. Disi fetus 12-14.haftadan sonra androjen etkisi
altinda kalmigsa sadece kliteromegali, 8-14.haftalar arasinda androjen etkisine maruz
kalmigsa ise klitorisin penis benzeri biiylimesine, labiyumlarin tamamen birleserek
skrotum goriintiisii almasina ve klitorisin tepesinde tek iirogenital siniisiin olmasina
neden olmaktadir. Bu olgularin ¢ogu erkek olarak yetistirilmekte ve bilateral

kriptorsidizm ile bagvurmaktadirlar (4).

Konjenital Adrenal Hiperplazi (KAH) adrenal kortekste, kolesterolden kortizol
biyosentezini gergeklestiren bes enzimden birinin eksik ya da hi¢ olmamasi ile
karakterize, kronik ACTH ytiksekligi nedeniyle adrenal korteksin asir1 stimiilasyonu ve
hiperplazisi ile karakterizedir. Bu grubun %901 CYP21A2'¢ , %5’i CYP11B1’¢e, diger
kisim ise CYP17A1, CYP11A1 ve HSD3B2’ye bagli mutasyonlar sonucu olusur (137)
(Tablo 2-5). OR kalitim grubunda en sik gozlenen konjenital metabolik hastaliklardan
biridir.
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Tablo 2-5. KAH"a neden olan enzim eksiklikleri (137)

KAH Eksik enzim  Substarti Uriinii Androjen Mineralokortikoid
(%)
? STAR - Mitokondriyal Eksik! Eksik?
membrandan
kolesterol
transportunu
saglar
? 3B-HSD Pregnenolon,  Progesteron, Eksik! Eksik?
17-OH 17-OHP,

pregrenolon,
A*-androstenedion

DHEA
? 170- Pregnenolon 17-OH Eksik! Fazla®
hidroksilaz Pz el 0]
Progesteron
17-OH (17-OHP)
> 9% 90 21- Progesteron DOC Fazla* Eksik?
hidroksil . . .
idroksilag 17-hidroksi 11-deoksisterol
progesteron
%5 11B- DOC Kortikosteron Fazla* Fazla®
hidroksilaz

'Erkek yenidoganda virilizasyon yetersizligi, Tuz kaybettiren tip, *Hipertansiyon goriiliir, “Disi
yenidoganda virilizasyon
Klinik fenotip agirdan hafife dogru ¢esitli formlarda gozlenmesine ve enzim

aktivitesinin derecesine gore iki tipi vardir: klasik ve non-klasik form(137).

Klasik form 1:7.000-15.000 siklikta olup, olgularin %75'inde tuz kaybettiren,
%25'inde ise basit virilizan tipi goriiliir. Tuz kaybettiren tip olgularda kortizol ve
aldosteron sentezi yoktur, aldosteron/plazma renin aktivite orami diistiktiir ve renal
tuz/sivi kaybina bagl letalite gozlenebilir. Basit virilizan tip olgularinda ise hafif
aldosteron sentezi vardir (rezidiiel enzim aktivitesi), yenidogan diside dis genitalyada
virilizasyon, erkekde erken puberte ve kisa eriskin boyu, diside yalanci
hermafroditizm goriiliir (137-140).

Non-klasik form 1:500-1.000 siklikta olup, hastalik bulgulart ileri ¢ocukluk
yasglarinda baslamaktadir. Disi olgularda hirsutizm, akne, erkek tipi kellik, menstral
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gecikme ve diizensizlik, infertilite, polikistik over (PKOS) goriiliirken, erkek
olgulardaerken donemde biyik, akne gozlenir. Sperm sayis1 normaldir (137,141-145).

CYP21A2 gen bolgesinin yakininda (~ 30kb) psodogeni (CYP21A1P) vardir ve
CYP21A2 ile CYP21A1P genlerinin ekzonlari % 98, intronlar1 % 96 dizi benzerligi
gosterir. Bu benzerlik CYP21A2 gen analizini giiglestirir. Ayrica, bu iki gen arasinda,
HLA bélgesinin yapisindan kaynaklanan (bir ¢ok tekrarlayan duplike genlerin varligi
nedeniyle) bir ¢ok mikro ve makro rekombinasyonlar olusmaktadir. Homolog
kromozomlar arasinda yanlis eslesme ve esit olmayan parga degisimi (unequal cross
over) nedeniyle CYP21A2 de biiyiik gen delesyonu ve gen konversiyonu olusur. Bu
durum, aktif CYP21A2 genindeki mutasyonlarin biiylik bir ¢ogunlugunun psédogen
kaynakli (% 85) olmasina yol agar (146-149). CYP21A2 geninde hastalik iliskili >300
mutasyon tanimlanmistir (150). Gen delesyonu ve biiyiikk 5° gen konversiyonu ile
birlikte ~12 adet mutasyon (p.Glyll1lValfs*21, p.lle237Asn, p.Val238Glu,
p.Met240Lys, p.Leu308Phefs*6, p.GIn319*, p.Arg357*, ¢.293-13A>G, p.llel73Asn,
p.Pro3lLeu, p.Val282Leu, p.Pro454Ser) olgularin % 95’inden sorumludur (151).
Mutasyonlarin ~ yaklastk  %70-80’1  dizi  analizi ve  %20-30'u  MLPA
(delesyon/duplikasyon) analizi ile saptanir (137).

Plasental-fetal aromataz eksikligi nadir goriilen OR kalitilan hastaliktir. Anne ve
fetusun adrenal bezlerinden salgilanan DHEAS oncelikle 3pB-HSD ve 17B-HSD
enzimleri ile androstenediona ve testosterona, sonrasinda ise aromataz enzimi ile
estradiole ve estrona doniigmektedir (96). Plasental aromataz eksikliginde anne ve
fetusta maskiilinizasyon ortaya ¢ikmakta ve KAH olgularindan ayiric1 tanida annenin

gebelikte virilizasyon bulgusu ile ayrilmaktadir (152).

Maternal kaynakli androjen fazlaligina ise annenin gebelik siiresince kullandig1
ilaclar (progestasyonel, endometriyozisin tedavisinde kullanilan danazol ve stilbestrol
vb) ve androjen salgilayan adrenal - over tiimoérler, gebelik liiteomasi neden olmaktadir

(153).

2.2.5. CGB'de Klinik Tam

Kuskulu dis genitalyasi olan bebegin dogumdan sonra dikkatle
degerlendirilmesi, dncelikle ayrintili dykiiniin alinmasi, akraba evliligi, ailede perinatal-
neonatal Oliimlerin varligi, puberte ve menars gecikmesi, infertilite, kriptorsidizm,

hipospadias, mikropenis veya kuskulu genital yapili bireylerin varligi, gebelik siiresince
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annenin aldig1 ilaglar, maskiilinizasyonun olup olmadig1 sorgulanmalidir. Belirgin
kuskulu genital yap1 disinda CGB diisiindiirecek durumlar, kliteromegali, labiyal
adhezyonlar, inguinal-labiyal kitle varligi, erkeklerde nonpalpabl testis, mikropenis,
karyotip ile genital goriiniis arasindaki uyumsuzluklardir. Yenidogan doneminde ¢ogu
olgu tan1 alsada, ileri yaslarda diside inguinal herni varlig1, pubertenin gecikmesi veya
inkomplet puberte, primer amenore; erkekte jinekomasti, tekrarlayan ciddi hematiiri

tanida CGB diistindiirmelidir (154).

Fizik muayenede gergin durumda fallusun boyu, labiyoskrotal flizyonun durumu
ve gonadlarin durumu degerlendirilmektedir. Inguinal ve skrotal bolgede palpe edilen
gonad testisin mevcut oldugunu gostermektedir. Yenidoganda klitorisin boyu 1 cm'den
kisa, penis boyu ise 2.5 cm'den biiyiiktiir. Klitoris gebeligin 27.haftasinda maksimum
biiylikliigiine eristigi halde, penis doguma kadar biyiir (154). Genital bolgedeki
hiperpigmentasyon, ishal, kusma ve dehidratasyon KAH olgularinda sik goriilmektedir.
Gonadlar bilateral olarak palpe edilemiyorsa ilk olarak ayirici tanida 21-hidroksilaz
eksikligine bagli KAH diisiiniilmekte ve plasental steroidlerle karisimi onlemek
amaciyla 24-48 saatlerde 17-hidroksiprogesteron (17-OHP) diizeyi Ol¢iilmektedir.
Olgularda hiponatremi, hiperpotasemi ve plazma renin aktivitesindeki artis tuz kaybini
gostermektedir (154,155). Normal erkek yenidoganda dogumu izleyen 1-2.haftalarda
serum gonadotropin ve testosteron diizeyleri artar ve 3-6. ayda diiser, bu nedenle de ilk
aylarda serum testosteron diizeyinin degerlendirilmesi Leydig hiicre islevi agisindan
bilgi vericidir. 6. aydan sonra ise serum testosteron diizeylerinin inmesi ile tanida hCG
uyarist sonrasindaki testosteron yanit1 onem kazanmaktadir. AMH ve inhibin-B 6lgilimii
Sertoli hiicre iglevi agisindan yarali belirtegtir. AMH, tam gonad disgenezi ve AMH gen
mutasyonlarina bagli Miiller kanal sendromlarinda saptanamaz diizeylerde, testosteron
sentez kusurlarinda normal, androjen duyarsizligi olan olgularda ise yiiksek
bulunmaktadir. 46,XY olgularinda hCG uyarisina testosteron yaniti, gerekli oldugunda
prekiirsorler ve dihidrotestosteron diizeyleri de Olgiilmektedir. Bazal LH ve FSH
diizeylerinin artis1 islevsel olmayan gonadin varligini gostermektedir (154-156). Pelvis
ve abdominal USG ve gerek oldugu durumlarda manyetik rezonans goriintiileme
teknikleri ile gonadlarin ve Miiller yapilarmin varhigi arastirilmali, ancak bu

tekniklerinin de duyarhliklarinin diisiik oldugu bilinmelidir (155,157).
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2.2.5.1. CGB'lerde Genital Yap1 Skorlamalari
46,XY CGB, ADS'lerde dis genital evreleme (158)’den
Evre 1: Normal erkek goriiniimi
Evre 2: Erkek goriiniimiinde, fakat hafif derecede hipospadias var.
Evre 3: Agir derecede maskiilinizasyon kusuru var - mikropenis, penoskrotal
hipospadias, bifid skrotum ve/veya kriptorsidi
Evre 4: Agir derecede siipheli genital yapi-klitorise benzeyen fallus, labioskrotal
kivrim, tek delik.
Evre 5: Posterior labial yapisiklik ve kliteromegalisi olan kiz gériiniimii.
Evre 6/7:Tam kiz goriiniimii (eriskinde pubik killanma mevcutsa— Evre 6,

killanma yoksa — Evre 7).
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Sekil 2-5. ADS'lerde dis genital evreleme.

46,XX CGB'lerde Prader evrelemesi (159)’dan
Evre I: Kliteromegali.
Evre I1: Kliteromegali ve parsiyel labiaskrotal fiizyon.
Evre I11: Kliteromegali, labioskrotal yapisiklik fiizyon ve tek delik (Urogenital
siniis)
Evre IV: Biiyiik fallus ve tabaninda ufak tirogenital sintis.

Evre V: Erkege benzer goriiniim, liretra agz1 glans ucunda
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Sekil 2-6. Prader evrelemesi.

Eksternal Maskiilinizasyon Skoru (EMS) (157)’den

Evet Evet
3 - s
2. - £
1+ = =
- Hayir i Hayir
0

Skrotal Mikro-
flizyon penis

Normal

HIStI.
Scrotal

Kanal ort ingiun

" Proksimal  Abd.

Uretral Sag
meatus  gonad

ingiun

Abd.

Sol
gonad

Evet -Puan Hayir-Puan
Labioskrotal fiizyon 3 0
Mikropenis 0 3
Proksimal : 0
Urogenital aciklik 8:;?&??12” 1
Normal: 3
Palpe edilmiyor :0
Sag gonad Inguinal :1
Skrotal :1,5
Palpe edilmiyor :0
Sol gonad Inguinal :1
Skrotal :1,5
Toplam Puan

(Maksimum EMS skor 12 ve Normal)




37

Internal Maskiilinizasyon Skoru (IMS) (157)’den

Evet-Puan Hayir-Puan

Uterus 0 3

Fallopian tiip (sag) 0 2

Fallopian tiip (sol) 0 2

Epididim (sag) 2 0

Epididim (sol) 2 0

Vas deferens (sag) 2 0

Vas deferens (sol)

Toplam Puan

(Maksimum IMS skor 10 )

2.3. Molekiiler Yontemler

2.3.1. DNA Dizileme Yontemleri

Rekombinant DNA tekniklerinin gelismesi ve DNA dizi analizinin kesfi
genomun yapisint ve genetik kontrol mekanizmalarinin aydimnlatilmasini saglamistir.
DNA dizi analizi c¢alismalarinin tarihsel siireci, 1965 yilinda R. Holley’in 74
niikleotidlik tRNA molekiiliinii dizilemesiyle baslamis, daha sonra 1977°de A. Maxam
ve W. Gilbert’in iki farklt DNA dizi analiz yontemini gelistirmeleri ile devam etmistir.
1982°de A. Wada, DNA dizi analizinin otomatize edilmesini 6nermis, 1986 yilinda
Kalifornia Teknoloji Enstitlisii'nden (Caltech) L. Hodd ve L. Smith tarafindan her bir
DNA bazinin farkli florofor ile igaretlenmesi ve poliakrilamid jel elektroforezi sirasinda
detektor vasitasiyla florofor isaretli bazlarin saptanmasi temelli yontem ile tam otomatik
bir makine gelistirilmistir. 1992 yilinda 21. kromozomun DNA dizi analizi
tamamlanmistir. C. Venter, C. Fraser ve H. Smith 1995 yilinda Haemophilus
influenzea’ya, 1996 yilinda S. Cerevisiae’ya ait DNA dizisini yaymlamistir. 1998’de
Sanger Center ve Washington Universitesi, Caenorhabditis elegans’m DNA dizisini
yaymnlamiglardir. 1999 yilinda insan 22. kromozomunun DNA dizisinin okunmasi
tamamlanmistir. Celera ve ortak ¢alistiklari kurumlar 2000 yilinda Drosophila
melanogaster’in DNA dizisini yayinlamislar ve ayni1 yil Haziran ayinda insan genom
projesinin (IGP) ve insan gen haritasi taslaginin tamamlandig1 agiklanmistir, ayrica ayni
y1l Arabidopsis thaliana, DNA dizisi agiklanan ilk bitki olmustur. 2003 yilinda ise Y

kromozomunun dizi analizi tamamlanmistir (160).

Insan Genom Projesinin ardindan genomun yapisini, fonksiyonunu, cesitliligini
ve regiilasyonunu daha iyi anlayabilmek i¢in baslatilan ENCODE (Encyclopedia of
DNA Elements) ve HapMap gibi projeler ile canli genomunun organizasyonunu,

fonksiyonunu ve genom dizilimini belirleme de uzun yillardan beri kullanilmakta olan
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Sanger dizileme yonteminin, siire, emek, maliyet ve etkinlik agisindan yetkin olmadig,
cok daha hizli ve yiiksek ¢iktili dizileme yontemlerine ihtiya¢ duyuldugu anlagilmistir
(161). Dizileme ¢alismalarinda her klonun ayr1 ayri1 amplifiye edilmesi ve dizilenmesi
gerektigl icin, tiim insan genomunun tamamlanmasi 10 yildan fazla stirmiistiir. Bu
nedenle ikinci nesil dizileme ya da yeni nesil dizileme (YND) olarak adlandirilan
yiiksel kapasiteli paralel dizileme yoOntemleri gelistirilmeye baglanmistir. YND
teknolojileri ve eslik eden fonksiyon analizleri c¢esitli hastaliklarin daha Once
bilinmeyen yeni genetik temellerinin saptanmasina imkan saglayarak genetik tani igin
cesitli  yaklagimlarin ortaya ¢ikmasma ve Ozellikle de panel gen testlerinin

gelistirilmesine olanak saglamistir (162,163).

2.3.1.1. Sanger Dizileme

1977 yilinda Maxam ve Gilbert tarafindan kimyasal kirma ve Sanger ile ekibinin
zincir sonlandirma metodunu kesfetmesiyle DNA dizileme c¢alismalart ivme
kazanmigtir. dideoksiniikleotid (ddNTP) analoglari ile DNA zincir uzamasinin
sonlandirilmas1 esasina dayali Sanger DNA dizileme yontemi en ¢ok kullanilan ve
giiniimiizde de altin standart olarak kabul géren yontemdir. Sanger yontemi, zincir
sonlanmasi esasina dayanir (164). Primer uzama asamasinda, normal niikleotidlere ek
olarak floresan isaretli terminator niikleotidlerin yeni sentezlenen zincire eklenmesiyle,
her basamakta uzamasi sonlanan fragmanlar elde edilir. Floresan isaretli ve farkli
uzunluktaki zincirler, kapiller jel elektroforezinde uzunluklarina goére ayrilir ve
tagidiklart floresan sinyallerle oOlgiiliir (Sekil 2-7). Yontemin Kkapiler sistemlerin
kullanima girmesi ve bilgisayar sistemine entegre edilmesisayesinde, 6rnegin 96 kuyulu
bir mikroplagin her bir kuyusuna konan farkli 6rneklerin ayni siirecte dizi reaksiyonuna
girmesi ve elektroforetik ortamdan izlenerek dizilenmesi miimkiin olmustur. Bu
sistemler her bir yiiriitmede, kullanilan primer yoniinde, 500-600 bg¢ uzunlugundaki

DNA dizisini yiiksek dogruluk oranlariyla okuyabilmektedir.
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2.3.1.2. Yeni Nesil Dizileme

Yeni Nesil Dizileme yontemi, bir drnekten elde edilen DNA'nin milyonlarca
fragmaninin es zamanl olarak ve yiiksek sayida dizilenmesi esasina dayanan yontemdir.
[k olarak 2005 yilinda, 454 platformu Life Sciences tarafindan, bir yil sonra Solexa
tarafindan Genome Analyser ve Agencourt tarafindan SOLID platformlar1 piyasaya
striilmiis, daha sonra Agencourt, Applied Biosystems tarafindan (2006); 454 Life
Science Roche tarafindan (2007) ve Solexa, Illumina tarafindan satin alinmistir (165).
2011 yilinda ise Ion Torrent’s PGM, Pacific Biosciences’ RS (Pac Bio) velllumina

MiSeq yeni nesil dizileme platformlar1 gelistirilmistir.

Dizileme teknolojileri, genel olarak kalip hazirlama, dizileme, goriintiileme ve
veri analizi basamaklarindan olusur. Kalip hazirlama asamasinda tek DNA
molekiiliinden klonal olarak ¢ogaltilmis ve tek DNA molekiilii olmak tlizere iki yontem

kullanilir (166).

Klonal olarak c¢ogaltilmis kaliplarin hazirlanmasinda kullanilan en yaygin
yontemler emiilsiyon PZR (emPZR) (167) ve kati faz amplifikasyonudur (168). emPCR,
dis1 yag ici PZR reaksiyonun gergeklestigi reaktif sivi olan mikroskopik boncuklarin her
bir tanesinde tek tip bir primerin varligi ile buna eslesen kalip DNA’nin klonal bigimde
cogaltilmas: yontemidir. Kat1 faz amplifikasyonu da cam bir slayt iizerinde fragment
veya komplementer kaliplardan elde edilen rastgele dagilmis ve klonal olarak

cogaltilmis kiimelerin elde edilmesi temeline dayalidir (169).
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- baglangi¢ materyalinin rastgele kiigiik parcalara (yaklasik 200-250 bg)

ayrilarak ortak adaptorlerin fragman sonlarmma eklenmesiyle elde edilen kalibin kati

destege kovalent bagli primer molekiillerine hibridizasyonu (Helicos BioSciences);

- tek iplikli tek-molekiil kaliplarinin immobilize primerler ile uzatilmasi ile

bolgesel olarak dagitilmig kaliplarin kati destege kovalent olarak baglanmasi (Helicos

BioSciences)

- dagmik tekli polimeraz molekiillerinin kati destege tutturulmasi (Pacific

Biosciences) olmak tizere ii¢ farkli yaklasim vardir (170).

Dizileme yontemleri ise geridoniisiimlii zincir sonlanmast, ligasyona dayali, tek-

niikleotit ekleme - pirodizileme ve ger¢ek-zamanl dizileme olmak tizere ¢esitleri vardir

(171). Farkli platformlar hem kalip hazirlama hem de dizileme asamasinda farkli

yontemleri kullanmaktadir (Tablo 2-6).

Tablo 2-6. Dizileme platformlarinin karsilastirilmasi (172)’den alinmis ve yeniden

Solexa
(Hlumina)

Mekanik
veya
enzimatik
fragmen-
tasyon

Képrii PZR

Geridonii-
stimlii zincir

diizenlenmisgtir.
1. Nesil 2. Nesil Dizileme
Dizileme
Sanger FLX 454
GS (Roche)
Mekanik
- Mekanik veya veya
giltuphane enzimatik enzimatik
usturma fragmentasyon fragmen-
tasyon
Klona_l_ Klonlama, PZR emPZR
Amplifikasyon
Dizileme Zincir Piro-dizileme
sonlanmasi

sonlanmasi

SOLID
(Applied
Biosystem)

Mekanik
veya
enzimatik
fragmen-
tasyon

emPZR

Prob
ligasyonu

lon
Torrent
(Thermo
Fisher)

Mekanik
veya
enzimatik
fragmen-
tasyon

emPZR

Hidrojen
iyonuna
duyarl
yari
iletken

3. Nesil Dizileme

Helicos
(HeliScope)

Mekanik veya
enzimatik
fragmentasyon

yok

Gergek zamanl
(Real-Time)
dizileme

PacBio
(Pacific
Bioscience)

Mekanik veya
enzimatik
fragmentasyon

yok

Gergek
zamanli (Real-
Time)
dizileme

Yeni nesil dizileme ile elde edilen veriler kisa okuma uzunluklarina sahip

olduklarindan ileri biyoinformatik araglarla bu dizilerin referans genoma haritalanmasi
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ve ardisik birlestirilerek hizalanmasi gereklidir. Kisa okuma uzunluklari (~400bg)
nedeniyle YND yontemleri tekrar dizilerinin, biiyiik delesyon ve duplikasyonlarin net
olarak belirlenmesini, dengeli translokasyonlarda kirik boélgelerin amplikon sinirlari
iginde bulunmasi durumuna bagl olarak belirlenmesinde olanakli degildir (173).Ayrica
YND sonucu elde edilen varyantlarin ¢oklugu ve onlarin anlamlandirilmasindaki
zorluklar, ko-segregasyon analizleri, hedef bolgelerin motif veya GC baz igerigi
acisindan zengin olmasi kaynakli diisilk okuma alinan amplikonlarin yeniden taranmasi

gerekliligi vb. uzun siireli ve ek masraf gerektiren islemlerdir.

YND teknolojisindeki yeni gelismeler temeli PZR’e dayali olmayan {iciincii
nesil dizileme teknolojilere dogru evrilmekte olup, daha kisa siirede veri eldesini

saglamanin yani sira PZR hatalarinin 6niine gegmeyi hedeflemektedir(174).

Ugiincii nesil dizileme veya tek-zincir molekiil dizileme teknolojisi ii¢ farkli
kategoride incelenir: 1) DNA polimeraz kullanilarak sentez yoluyla dizileme, 2)
nanoporlardan yararlanarak dizileme 3) Direkt goriintiileme ile dizileme. Daha yiiksek
verim, daha hizli geri-donilis, uzun okuma oranlari, kiigiikk miktarlarda baslangic
materyalinin yeterli olmas1 gibi avantajlar1 olan {igiincii nesil dizileme i¢in glinlimiizde
gelistirilen teknolojik yaklasimlardan bazilar1 bunlardir: tek iplikli DNA molekiiliiniin
Gergek-Zamanli Dizilemesi (Pacific Biosciences), floresan rezonans enerji aktarimi
kullanilan gergek-zamanli DNA Dizilemesi (Visigen Biotechnology), elektron
mikroskopisi temelli dizileme (Halcyon Molecular), taramali-elektron mikroskobuna
dayali dizileme (Reveo), nanopor teknolojisi, tek zincirli DNA molekiiliiniin dogrudan
elektriksel algilanmasi (Oxford Nanopor), optik okumali nanopor teknolojisi ile
dizileme ve transistor aracili dizileme (IBM) (175-183).

YND, hedefli gen panelleri ile hastalik iligkili birgok genin eszamanli
dizilenmesi, tiim ekzom dizileme (TED) ve tiim genom dizilemeyi (TGD) ve ekpresyon
caligmalar1 icin RNA dizileme ve metagenomik caligmalar gibi ¢ok ¢esitli seviyelerde
kullanilabilir. Genom dizileme yaklagimlarindan biri, genomun kodlamayan bolgeleri
de dahil tiim genomun biitiiniiyle dizilendigi genomik bilginin en kapsamli halini
arastirmay1 amaglayan TGD, bir digeri ise genin kodlayan ekzonlarini ve foksiyonel
elementlerini hedefleyen (yaklasik tim genomun %1,5°1) ve genetik heterojenite
gosteren nadir hastaliklarin tanisinda sik¢a kullanilan TED yontemidir (184). Her bir
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yontemin kendi sinirlamalari ve istiinliikleri, tercih edildigi durumlar vardir (Tablo 2-

7).

Tablo 2-7. Yeni Nesil Dizleme uygulamalarimin karsilagtirnlmasi (185)’den alinmis ve
yeniden diizenlenmistir.

Dizileme Tiirii

Tiim genom
dizileme

Tiim ekzom
dizileme

Genis gen
panelleri

Kiiciik gen
panelleri

Hotspot panel

Transkriptom

Hedefli RNA
paneli

Hedef bolgeler

Tiim genler, tiim
ekzonlar, tim

kodlamayan bolgeler

Tim genler, tim
ekzonlar

300-600 gen

<100 gen

50-80 gen, spesifik
ekzonlar, varyantlar

MRNA

Fiizyon genleri

Bashca kullanim alam

Hastalikla iligkili yeni
genlerin kesfi

Klinik arastirma; tanisal test
olarak; neo-epitop tahmini

Tanisal; klinik denemeler;
klinik arastirma

Tanisal;hastalik
progresyonunun
monitdrizasyonu

Tanisal
Varyant validasyonu; neo-

epitop ifadesi; flizyon tespiti

Fiizyon tespiti

Kisithhiklar:
Fiyat

Derinlik (coverage
deep): disik

allel ayirimi igin diigiik
duyarlilik

Fiyat

Derinlik (coverage
deep): diistik

allel ayirimi igin orta
derecede duyarlilik

Kapsam

Kapsam

Kapsam

Fiyat

Kapsam;

Varyant validasyon
kapasitesi hedef
bolgeye sinirl

Gen panelleri sadece ilgilenilen hastalikla ilgili genleri icerdiginden hedefin

tutarli bir sekilde kapsanmasi (%99’a kadar) saglanabilir (186). Bu yontemle sadece

hastalikla iligkili oldugu bilinen genlere odaklanildig: i¢in hedef daha fazla kapsamda ve

okuma tekrar1 ile taranir. Diisiik okuma alinan bdlgeler diger alternatif molekiiler

yontemlerle taranarak hedef tam kapsanilmis olur. Ozellikle genetik heterojenite

gosteren hastalik gruplarinda gen panelleri daha diisiik bir maliyetle dizilemeye olanak

tanir (187-189).
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lon Torrent Platformu

Ion Torrent platformunda kiitiiphane ve taslak hazirlama agamalar;; DNA'nin
multipleks primerlerle amplikon temelli ¢ogaltilmasi, elde edilen fragman uglarinin
enzimatik olarak modifikasyonu (end repair) ve adaptorlerin baglanmasi, adaptor bagl
kiitiiphane iirlinlerinin emiilsiyon PZR ile ¢ogaltilmasindan olusur. Uglarina adaptor
bagli DNA fragmanlari, {izerlerinde adaptor dizilerin tamamlayici bazlarindan olusan
dizilerin kovalent olarak bagli bulundugu boncuklarla eslestirilir ve igerisinde PZR icin
gerekli reaktiflerin ve polimerazin bulundugu yag miselleri olusturulurak her bir DNA
fragmani1 emPZR ile amplifiye edilir. Zenginlestirme asamasinda amlifiye edilmis DNA
fragmanlarin1 tasiyan boncuklar, yag parcaciklari, reaktifler ve amplifikasyona
katilmamis boncuklardan ayristirilir. Bu platformda altinda iyon sinyal alicisi bulunan
milyonlarca kuyucuga sahip ¢ip lizerinde dizileme yapilmakta ve dizileme sirasinda
amplikonlara ANTP baglandig1 esnada ortaya salinan H* iyonlarin1 bu sinyal alicisi

algilayarak ham veriye dontistirmektedir (190).

Is akis1 sirasiyla, sinyal isleme, baz isimlendirme, haritalama, varyant
isimlendirme-6nceliklendirme ve yorumlanmasi basamaklarindan olusmaktadir. Bu
basamaklar platformun Torrent Suite Server (TSS) olarak adlandirilan programi
tarafindan otomatik olarak gerceklestirilmektedir. Varyant isimlendirme ve
onceliklendirme TSS ile olusturulmus BAM ve BAM-BAI formatindaki verinin lon
Torrent platformunun lon Reporter programi ile tekrar varyant isimlendirme,

onceliklendirme ve iligkilendirme ile birlikte ileri analize alinmaktadir.

Sinyal isleme ve Baz Isimlendirme: Bu asama sonrasinda veri haritalanmamus

BAM dosyasi formatina doniistiiriillmektedir (Sekil 2-8).
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Torrent Suite™
Software
1 akis sonrasiokuma Birgok akis tizerinden okuma
(DAT) (DAT) Akis basina ham sinyal verileri (WELLS)
0 1.2 03¢ 2.4 051 02251 3.1 /0.0
\ - 0.2 2.1 3.1 0.0 0.1 1.2 0.3 2.1'0.0
\ 0.:0: 0.0 322 1.4 0.1 1:3 1:0 0.2 051
islenmis
Baz olar?k adlandirma (FASTQ) birlesmeler (SFF)
€7D8NM: 4 : 9 01020030010401030?2
GGGATCAGGCTGTCGAACGCGTGATTACATCTAGCTA 200100030401102003
¥ 003040401030200011
AA*ABBBB?BBBBBBBABBBR@E@BB?BABABCDA!@S
BAM Variant Call Format (VCF)
. ##FORMAT=<ID=DP, Number=1
. ##FORMAT=<ID=HQ, Number=2
' = | binary —— | #CcHROM POS 1D REF ALT QUAL FILTER
20 14370  rs6054257 G A 29  PASS
=

Sekil 2-8. lon Torrent platformunda sinyal isleme ve baz isimlendirme.

Ham Verinin Kalite Kontrolii: Ham verinin adaptér kontaminasyonu, in-del
ve diisiik kaliteli okumalardan kaynaklanan yapay dizilerden arindirilmasi, standartlara
uymayan okumalarin ¢ikarilmasi veya diizeltilmesi asamasidir. Baz kalite degerlerinin
ve niikleotid dagilimimin gorsellenmesini, primer kontaminasyonu, niikleotit igerigi ve

GC fazlalig1 gibi dizi 6zelliklerine gore okumalarin filtrelenmesini igerir.

Haritalama ve Hizalama: Okumalarin referans genomdaki lokalizasyonlariin
belirlenmesi amaci ile haritalanip hizalandigir basamaktir. FASTQ formatindaki diziler
SAM/BAM uzantili dosya formatina doniistiiriiliir. Veriler bam dosyasi1 olarak saklanir.
Platform bu asama i¢gin TMAP (Torrent Mapping Alignment Program) algoritmasini

kullanmaktadir.

Haritalama Sonras1 Kalite Kontrolii: AQL17 (alignment quality 17): %2 ve
daha diisiik hata payi ile haritalanan baz sayisi, AQ20 (alignment quality 20): %lve
daha diisiik hata pay: ile haritalanan baz sayis1 ve Perfect (miikemmel): hata pay:

olmayan olmak tizere ii¢ formu vardir.

Varyant Belirleme, Filtreleme ve isimlendirme: Hizalanmis dizilerin referans
genomla kiyaslanarak varyasyonlarin belirlendigi basamaktir. Ileri analiz asamasinda
TSS tarafindan iretilmis BAM formatindaki referans genoma hizalanmis olarak
saklanan veriler lon Reporter programina aktarilir, lon Reporter programi ¢alisma igin

belirlenmis varyant isimlendirme ve analiz parametreleri ile varyantlar1 belirleyerek
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iliskilendirme sonrasi detaylt VCF raporu olusturur. Varyantlar belirlendikten sonra

IGV (Integrated Genome Browser) programinda goriintiilenebilir (190,191).

Tanimlanmamis varyantlarin analizinde in silico algoritmalar (Human Splice
Finder, PolyPhen-2, SIFT/Provean ve MutationTaster) uygulanarak, tahminsel

patojenite degerlendirilmesi yapilir (Tablo 2-9) (136-138).

Tablo 2-8. In silico analiz yazihhmlari.

In silico tahmin Gelistirildigi yil ve

program gelistiren kisi/kurum Skorlamanin dayanag: Kaynak

Dizi o&zellikleri (Uniprot anotasyonlari),
stibstitiisyonlarin yapisal etkileri

HumDiv, protein veri bankasinda

(UniProtKB) yer alan proteinleri kodlayan

genlerde saptanan, Mendel hastaliklar ile

iligkilendirilmis olan fonksiyonel olarak

«zararl» oldugu bilinen varyantlart ve Adzhubei ve ark.

PolyPhen?2 2010 diger memeli homologlarinda «zararsiz» Nat Method

(Shamil Sunyaev) olarak kabul géren varyantlar ile birlikte 2310 ethoas.

gruplamasi '

HumVar, protein veri bankasinda
(UniProtKB) yer alan proteinleri kodlayan
genlerde insanlardaki cesitli hastaliklar ile
iliskilendirilmis «zararl» varyantlart ve
MAF>%1 olan ve hastalikla iligkisi
bildirilmemis, «zararsiz»  varyantlarin
gruplamasi

Kumar ve ark.

Nat  Protocols.
20009.

Sift 2009 PSI-BLAST tan homolog diziler
(J. Craig Venter Inst.)  arasindaki korunmuslugun analizi
) Evur@n'lsel lfomgmuslgk, k1rp1}ma ngkjtas1 Schwarz ve ark.
010 degisimleri, poliadenilasyon sinyal dizi ve
(Dominik Seelow) Kozak konsensus dizi degisimleri, protein ’2\18;0 Methods.
anotasyonlar1 (SwissProt) :

MutationTaster

2.3.2. MLPA (Multiple Ligation - dependent Probe Amplification)

MLPA, tek bir niikleotid degisimini dahi ayirt edebilen genomik DNA veya
RNA dizisindeki 50'den fazla bolge i¢in doz degisimlerini saptayabilen, aCGH ve SNP
mikrodizin yontemlerinin aksine basit, hizli, diisiik maliyetli, pratik bir teknik olarak
genetik laboratuvarlarinda genis kullanim alani bulan multipleks PZR’a dayali bir

tekniktir. Teknigin sinirlamalari ise, nokta mutasyonlarinin ve dengeli translokasyonlari
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saptanmasinda yetersiz kalmasi, hedefe yonelik olup daha az ¢oziiniirliikte tarama

yapmasi ve kontaminasyona agik olmasidir (192).

Bir MLPA probu, hedefle eslesen iki oligoniikleotid zincirinden olusur. Eger
ornek DNA ig¢inde hedef dizi varsa iki prob bu DNA ya baglanir. Hibridize olmus
probun iki parcasi arasinda fosfodiester bagi kurularak ligasyon ile birlestirilir.
Ligasyonu tamamlanan prob multipleks PZR ile amplifiye edilir. Sadece hedef diziye
baglanabilen problar ligasyona ugrar ve PZR ile ¢ogaltilirlar. MLPA yonteminde klasik
multipleks PZR'dan farkli olarak tek bir c¢ift PCR primeri kullanilarak hedef
bolgelerdeki diziler degil, hedef bolgeye hibridize olan MLPA problar1 amplifiye edilir
(Sekil 2-8) (61). PZR sonras1 her bir prob i¢in hedef bolge ile orantili 6zgiin uzunlukta
(130-500 nt) amplikonlar elde edilir. Ileri primerde floresan boya varligi nedeniyle
kapiler elektroforez sonrasi goriintiileme yapilabilir. Dolgu diziler her prob i¢in farklh
boydadir, boylece maksimum 50 farkli hedef ayni test tliptinde ¢ogaltilir ve birbirinden
ayrilir. Ornekte DNA icindeki her bir hedef diziden elde edilen amplikonlarin miktarlari

karsilagtirilir ve veri analizi yapilir.

dolgudizi, her prob

ileriprimer. | [*g}igonukleotid prob igin ayri uzunlukta
| N 71
floresan boya - 7 K L ol ,—lger‘i T
hedef DNA dizisi

denaturasyonve
hibridizasyon

Ligasyon
L

1 Amplifikasyon

............

l Kapiler elektroforezi

Sekil 2-9. MLPA tekniginin basamaklar1 ve reaksiyonda kullanilan probun ézellikleri.
MLPA reaksiyonunda galisilacak orneklerin kokeni, izolasyon yontemi, DNA
kalitesi (miktar1 ve safligl) ve referans 6rnek se¢imi ¢ok onemlidir ve sonug kalitesini
dogrudan ilgilendirmektedir. Calisilacak 6rnek ve referans 6rnek (her ¢alismada en az
ti¢ olmak sartiyla) aym kokene sahip olmali ve aynmi yontemle izole edilmelidir.
Izolasyon sonrast DNA diliisyonu i¢in 10mM TE buffer kullanilmas: énerilmektedir ve

EDTA konsantrasyonu 1 mM'den fazla olmamalidir. Eger EDTA konsantrasyonu fazla



47

olursa Mg*? baglanacag: igin ligasyon ve PZR reaksiyonu olumsuz etkilenecektir. Tiim
orneklerde benzer aralikta DNA konsantrasyonunun olmasi ve saflik konusunda
problem varsa ornekler alkol ¢oktiirmesi ile ilave saflastirma islemine tabi tutulmalidir.
Saflastirma sirasinda glikojen kullanilmasi onerilmektedir (193).

MLPA yontemi teknik hatalarin  veri yorumlanmasindaki yanligliklara
yolagmamasi i¢in bazii¢ kontrol mekanizmalari igermektedir. Prob karigimlarina bazi
kontrol fragmanlari; 4 adet DNA miktar: kontrol fragman (Q-fragment)ve 3 adet DNA
denatiirasyon kontrol fragmani (D-fragment) eklenmistir. Q-fragment olarak kullanilan
4 prob, 64, 70, 76 ve 82 baz uzunlugundadir ve amplifikasyonlari ligasyondan bagimsiz
olarak gercgeklesir. Fragman analizi sirasinda bu dort probun amplifikasyon iiriinleri, D-
fragment vediger MLPA problarinin amplifikasyon iirlinleri ile karsilastirilir ve Q-
fragment amplifikasyonu digerlerine gore daha fazla ger¢eklesmisse, bu durum
yaligasyonun gerceklesmedigini, ya da Ornekteki DNA miktarinin yetersiz kaldigini
gosterir. Buna karsilik D-fragment olarak karisima eklenen 88, 92 ve 96 baz
uzunlugundaki problar karisimdaki biitiin diger problar gibi ligasyona bagimli olarak
cogalirlar ve bu problarin amplifikasyon oranlari, karisimdaki diger MLPA problar1 gibi
ligasyon basarili olmussa, DNA miktar1 yeterliyse ve kalip uygun sekilde denatiire
olduysa beklenen pik boyutunda gozlenirler. D-fragment olarak kullanilan problardan
92 baz uzunlugundaki prob, 2ql4 lokalizasyonunda yer alan bir diziye, 88 baz
uzunlugundaki fragman 6p21.3 bolgesindeki FANCE geninin upstream bdlgesindeki
CpG adacigina ve 96 baz uzunlugundaki fragman ise, 1p36 bolgesindeki TP73 geninin
upstream bolgesindeki CpG adacigia 6zgiidiir. Son iki boélgenin yiiksek oranda GC
zengin olmalar1 denatiirasyonlarini zorlagtirir. Bu fragmanlarin pik yiiksekliklerinin 92
baz uzunlugundaki D-fragment vediger problara gore %40 veya daha az bulunmasi,
DNA Orneginin denatlirasyonunun tam olmadigim1i  gostermektedir. 92 baz
uzunlugundaki prob, MLPA prob karisimina digerlerinden daha az miktarda eklenir ve
bu 6zelligi ile hibridizasyon kontrolii i¢in kullanilir. Eger bu proba 6zgii amplifikasyon
trtinii 88 ve 96 baz uzunlugundakilere gore cok daha diigiikk boyutta ise, prob-hedef

hibridizasyonunun yetersiz oldugu anlasilir (193).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Calisma grubumuzu, 1997 -2017 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi, Istanbul
Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali Poliklinige genetik konsiiltasyon amaciyla
Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1 AD, Cocuk Endokrinoloji BD polikliniginden
yonlendirilen klinik ya da aymrict tanmida non-sendromik CGB’nin yer aldigi 44
etkilenmis olgu olusturdu. Kromozom anomalisi diglanmis olgularin 22°sinde daha 6nce
tan1 amacli AR ve SRD5A2 genleri Sanger dizileme yontemi ile incelenmis ve herhangi
bir mutasyon saptanmamusti. Bu 22 olgu ile yeni 22 olguda YND tabanli panel-gen ve
MLPA yontemleri uygulandi ve bu tekniklerin molekiiler genetik taniya olan katkisi

incelendi.

Calismanin etik agidan uygunlugu, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan onaylandi (21.10.2016 tarih ve 380079 sayi, ek-1). Calismaya katilan

ailelerden aydinlatilmis onam alindi (ek-2).

3.2. Yontemler

3.2.1. Klinik Degerlendirmeler

Olgularin 6yki, fizik ve laboratuar muayene bulgular1 ekte (ek-3) gosterilen
muayene formu esas alinarak kaydedildi. Aile Oykiilerine gore aile agaclari en az iig¢
kusak olmak iizere hazirlandi. Etkilenmis bireylerin fotograflari, ek tetkikleri (pelvik,
abdominal, gonadal ultrasonografi vd) ve laboratuar test sonuglari (endokrinolojik,
sitogenetik ve daha 6nce yapilmis ise molekiiler genetik testleri vd.) dosyalarina islendi.
Bu olgulardan herhangi bir kromozom anomalisi saptanmayanlar tez kapsaminda

degerlendirmeye alindi.

3.2.2. Molekiiler Yontemler

3.2.2.1. DNA Eldesi

DNA izolasyonlari, steril 2 ml KsEDTA’l1 periferik venéz kan 6rneklerinden
soliisyon/manyetik boncuk bazli sistemle 0zgiin kitler (DNA Isolation Kit for
Mammalian  Blood, Rochel1667327001/Magnapure  Large Volume KIT,
Roche03730972001 ve EZ1 DNA Isolation Kit for Mammalian Blood, Qiagen 951054)
kullanilarak, firma protokollerine uygun sekilde yapildi.
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3.2.2.2. DNA Kalite Degerlendirme, Seyreltme ve DNA Yogunlugunun Olg¢iimii

Izolasyon sonrasi ¢alismaya alinacak DNA 6rneklerinin yogunluklari (ng/ul) ve
absorbsiyon Ol¢timleri (A2s0/280~1,80 - 1,89) spektrofotometrede olgiilerek kayit edildi
(Nanodrop 2000c, Thermo Scientific). Azsorgodegerleri 1,80°den daha az olan 6rnekler
protein kontaminasyonu nedeniyle manuel olarak tekrar ¢oktiiriilerek saflastirildi.
Saflastirma islemi asamalar1 ise soyle yapildi; son konsantrasyonu 2mM Ammonium
Asetat [NH4C2H302], 2.5 hacim %100 etanol [CoHsOH]ve %2’lik glikojen ile
coktiiriildiikten sonra, pellet 2 defa %80’lik ve bir defa %100’liik etanolde yikandiktan
sonra kurutularak, dH20 veya TE’de ¢oziildii. Azeorzg0 degerleri 1.80-1.89°den fazla olan
ornekler ise RNase enzimi ile muamele edilerek fazla olan riboniikleik asitler
pargalandi. Her olgu i¢in, DNA yogunlugu 1,6-2.0 ng/ul olacak sekilde miliQ (18MQ)
su kullanilarak gerekli seyreltme islemleri yapildi. Final DNA yogunluklarinin yeni
nesil dizileme teknigi igin gerekli aralikta (1,6 - 2 ng/ul) olmasi saglandi.

Seyreltilmis DNA 6rnekleri dl¢lilmeden 6nce kalibrasyon amacgli Qubit dsDNA
HS Assay Kit ile 6l¢tim yapildi. Kalibrasyon 6l¢timii i¢in kitin i¢eriginde bulunan iki
farkli standart 6rnek kullanildi. Standart 6rnek basina 199 pl Qubit® dsDNA HS Buffer
ve 1 pl Qubit® dsDNA HS Reagent kullanilarak c¢alisma soliisyonu hazirlandi. On
mikrolitre standart 6rnek 190 pl calisma soliisyonu ile karigtirillarak 2 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra Qubit® 3.0 Florometrede Olgiim yapildi.
Kalibrasyon 6l¢iimii sonrasinda, her bir 6rnek icin ayni sekilde hazirlanmis calisma
soliisyonu kullanilarak karigim (198 pl calisma soliisyonu + 2 pl seyreltilmis DNA
ornegi) hazirlands. iki dakika oda sicakliginda inkiibasyon sonrasi 6lgiim yapildi. Ornek
DNA, yogunluklar1 istenen aralia (1,6-2 ng/ul) gelinceye kadar gerekli seyreltme ya da

deristirme islemleri sonrasinda Slgtimler tekrarlandi.

3.2.2.3. Yeni Nesil Dizileme Tabanh Panel-Gen Testi

Yeni nesil dizileme tabanli panel gen calismasi lon Torrent PGM platformunda
yapildi.

Hedef Genlerin Belirlenmesi

Giincel literatiir, OMIM ve HGMD profesyonel veritabanlar1 kullanilarak, CGB
klinigi ile iligkili genlerden non-sendromik CGB ile genotip-fenotip iligkisi kesin olan
31 gen segildi (Tablo 3-1).
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CGB Panelindeki Genler:ATF3 (1g32.3, NM_001674.3); AR (Xq11.2-q12, NM_000044.3); AMHR2
(12913, NM_020547.2); BNC2 (9p22.2, NM_017637.5); BMP4(14¢22-g23, NM_001202.3); CYP11A1 (15¢23-24,
NM_000781.2); CBX2 (17¢25.3, NM_005189.2); CYB5A (18g23, NM_001914.3); DMRTL (9p24.3,
NM_021951.2); DHH (12q12-q13.1, NM_021044.2); DAX1(Xp21.3-p21.2, NM_000475.4), GATA4 (8p23.1-p22,
NM_002052.3); HHAT (1q32,NM_0181945); HSD17B3 (9922, NM_000197.1); HOXA4(7p15-p14,
NM_002141.4);HOXB4(17g21.32,  NM_024015);  HOXB6(17q21.3,  NM_018952.4);  LHCGR(2p21,
NM_000233.3); MAP3K1 (5q11.2, NM_005921.1);MAMLD1(Xq28, NM_005491); NR5A1 (9933, NM_004959.4);
POR (7q11.2, NM_000941.2); RSPO1 (1p34.3, NM_001038633.3); SRD5A2 (2p23; NM_000348.3); STAR(8p11.2,
NM_000349.2); SOX9 (17q24.3-q25.1, NM_000346.3); SOX3 (Xq27.1, NM_005634.2); SRY (Yplls3,
NM_003140.2); WNT4 (1p36.23-p35.1, NM_030761.4); WT1 (11p13, NM_024426.4); ZFPM2 (8q23,
NM_012082.3)

Bu genlerin referans transkriptlerinin kodlayan tiim ekzonik bolgeleri, 10 bazlik
intronik (ekzon-intron smirlari) ve varsa mutasyon tanimlanmis diger kodlamayan
ekzonik ve intronik (5’UTR ve 3’UTR, regiilator, derin intronik) bolgeleri hedef olarak

belirlendi.

Primer Havuzlarinin Olusturulmasi
Tim  hedef bolgeler igin, lon  Ampliseq sistemi  kullanilarak

(https://www.ampliseg.com web tabanli multipleks primer havuzu olusturma programi;

version: 5.6) 6zglin primer tasarimi yapildi. Tasarim sonucunda hedef alinan bolgeler
315 amplikona béliinerek (162 ve 153 amplikonluk iki primer havuzu) multipleks PZR
tasarimlar1 tamamlandi. Tasarimda 86,94 kb uzunlugunda ortaya ¢ikan hedef bdlgenin
toplam 1330 bg'lik pargasina genomik lokalizasyonu ve dizi motifi 6zelligi gibi
nedenlerle ¢oklu primerlerle yapilan amplifikasyon reaksiyonunun gerekliligi
saglanamadigindan uygun tasarim yapilamadi ve bu panel ile hedef bolgelerin %
98,29’1 kapsanmis oldu. Her gen igin kapsanan bolgelerin yiizde oranlar1 Tablo 3-1’de

gosterilmektedir.

Tablo 3-1. Panel-gen testinde yer alan genler, iliskili oldugu hastaliklar ve kapsam

oranlari.

ILISKILi OLDUGU HASTALIK ORI KAPSAM
GEN LOKUS (OMIM) / iSLEVi ILISKILI CGB KALITIM (%)
Gonad gelisimi
CBX2 17925.33 (O) 46,XY cinsiyet doniigiimii 5, 613080 46,XY KGD OR 96,59

(O) 46,XY parsiyel gonadal disgenezi, 46 XY KGD
DHH 12q13.12 607080; 46,XY cinsiyet doniisimii 7, ' OD/OR 100

233420 veya PGD

DMRT1 9p24.3 cinsiyetin farklilagmasinda erkek cinsiyete 46,XY CGB OD:delesyon 100
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0zgii farklilagma

(O) Konjenital kalp hastaliklarimin eslik

GATA4 8p23.1 ettigi/etmedigi gonadal anomaliler
(O) Adrenal hipoplazi: konjenital,
NROB1 Xp21.2 hipogonadotropik hipogonadizmle birlikte,
(DAX1) pet. 300200;46,XY seks reversal 2, dozaj
bagimli, 300018
(O) 46,XY cinsiyet doniigiimii, 612965;
Erken over yetmezligi 7 (612964);
NRSAL 9933.3 Adrenokortikal yetmezlik; Spermatogenezde
kusur 8, 613957
MAP3K1 5911.2 (0) 46,XY cinsiyet doniigiimii 6, 613762
(O) Derinin skuamdz hiicre karsinomlu
RSPO1 1p34.3 palmoplantar hiperkeratozu ve cinsiyet
doniigiimii, 610644
SOX3 Xq27.1 (O) Panhipopituitarizm, X'e bagli, 312000
(O) Otozomal cinsiyet dontistimii ile
SOX9 17924.3 kampomelik displazi 114290
(O) 46,XY cinsiyet doniigsmii 1, 400044;
SRY Ypll2 46,XX cinsiyet doniismii 1, 400045
(O) Miilleriyen aplazi ve hiperandrojenizm,
WNT4 1p36.12 158330
(O) Wilms tiimorii 1, iirogenital anomalilerle
Wl 11p13 iliskili, 194070
ZFPM2 8023.1 (O) 46XY cinsiyet doniisiimii 9,616067
BNC2 Over gelisimi ve tiremede etkili

Gonadal farklilasma (androjen sentezi ve islevi)

(O) Persistan Miilleryan kanal sendromu, tip

AMHR2 12913.13

I1,261550

(O) Androjen duyarsizligi, 300068 (3);
AR Xq12 Hipospadias 1, X'e bagli, 300633
CYB5A 18922.3 Steroid hormon sentezi diizenleyicisi

46,XY CGB

46,XY GD -
fonksiyon
kazanim
46,XX KAH

46,XY CGB

46,XY GD

46,XX OT CGB

46,XX T veya
OT CGB -
fonksiyon
kazanimi

46,XY GD
46,XX T CGB -
duplikasyon

46,XX T CGB -
fonksiyon
kazanimi
46,XY ovaryen
CGB

46,XY ovo veya
OT CGB/
46,XY KGD -
duplikasyon
46,XX T CGB
46,XX MRKH

Frasier
sendromu ve
Denys-Drash

46,XY GD

PMDS

46,XY CGB/
Komplet ADS /
kismi ADS ,
izole
hipospadias

46,XY CGB

oD

X'e bagh
duplikasyon
X'e bagh
resesif

OD/OR

oD

OR

X'e
bagli;duplikas
yon

oD
oD

Tranlokasyon

oD

OD:duplikasyon
OR

oD

OD/OR

oD

OR

X'e bagh
resesif

OR

71,34

100

100

98,82

100

100

100

100

94,76

100

100
100

100

100

100
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CYP11A1

HSD17B3

LHCGR

POR

SRD5A2

STAR

HHAT

15q24.1

9022.32

2p16.3

7911.23

2p23.1

8p11.23

1932

(O) Adrenal yetmezlik, konjenital, 46,XY
cinsiyet donligmi, kismi veya tam, 613743

(O) Pseudohermafroditizm, jinekomastinin
eslik ettigi, 264300

(O) Leydig hiicre hipoplazisi
psddohermafroditizmle birlikte, 238320

(O) Antley-Bixler sendromu, genital
anomaliler ve kusurlu steroidogenez,
201750; sitokrom p450 oksidorediiktazin
eksikliginin neden oldugu kusurlu
steroidogenez , 613571

(0O) Ps6dovajinal perineoskrotal hipospadias,
264600

(O) Lipoid adrenal hiperplazi, 201710

gonadal farklilagsma 9.GH etkili

izole hipospadias, kriptorsidizm

ATF3

MAMLD1

HOXA4

HOXB6
HOXB4
BMP4

19323

Xq28

Hipospadiasta sorumlu hormon geni

(O) Hipospadias 2, X'e bagli, 300758 (3)
GWAS caligmalari ile hipospadiasla
iligkilendirilmis

Hipospadiasla iliskili

Hipospadiasla iliskili

Hipospadias ile iligkili

46,XY seks
reversal (kismi
veya tam),
adrenal
yetmezlik
KAH
Hipospadias

46,XY CGB

46,XY CGB -
leydig hiicre
hipolazisi
Erken puberte
(erkek)

Sitokrom p450
oksirediiktaz
eksikligi

46,XY CGB
hipospodias

46,XY CGB -
kolesterol
dezmolaz
eksikligi (KAH)

46,XY CGB

46,XY izole
hipospadias

Hipospadias
Hipospadias
Hipospadias
Hipospadias

Hipospadias

OR/OD

OR

OR

Cinsiyetle
smirli OD

OR

OR
oD

OR

OR

oD

X'e bagh

oD

100

100

99,19

91,43

100

100

99,53

100
99,37
50,05

100
97,16
100

KGD: komplet gonadal disgenezi, PYD: parsiyel gonadal disgenezi, KAH: konjenital adrenal hiperplazi, HH: hiipogonadotropik

hipogonadizm, OT: ovotestikiiler, T: testikiiler, PMDS: persisten Miilleryen kanal sendromu

Hedef Bolgelere Ait Hotspot Dosyasinin Olusturulmasi

Analiz agamasinda kullanilmak iizere, her bir hedef bolgedeki bilinen biitiin

varyasyonlara ait gerekli bilgiler, amplikonlarin hg38/GRCh38 ile uyumlu genomik

yerlesiminin

baslangi¢ ve bitis

koordinatlari

girilerek

ENSEMBL

(http://grch38.ensembl.org) veri bankasindan indirildi. Her bir varyasyonun yer aldig1
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kromozom, baslangic ve bitis koordinatlari, ismi, referans ve degisime ugramis allel
bilgilerini iceren excell dosyasi olusturuldu. Tanimlanmis mutasyonlar. HGMD
Professional 2017.1 siiriimiinden kontrol edilerek, her bir gen i¢in eksik olan mutasyon
bilgileri eklendi. Olusturulan excell dosyasi, BED dosya formatina donistiiriilerek,

Torrent Server ve lon Reporter yazilimlarindaki ilgili akis semasina eklendi.
Hotspot dosyasinin hazirlanma nedenleri;

1- Veri analizi asamasinda hotspot dosyasinda varolan  varyant
lokalizasyonlarma oncelikli olarak bakilmasimin istenmesi ve varyantlarin

isimlendirilmesinin yapilmasi

2- lon Reporterin varyant anotasyonu isleminde bir onceki siirim dbSNP

veritabanini kullanmis olmasi

Kiitiiphane Hazirlanmasi

Kiitiiphane hazirlanmasi, Ion Ampliseq Library Kit 2.0 (Life Technologies)
kullanilarak, firma protokollerine uygun sekilde yapildi. Kiitiiphane iiriinleri, lon Xpress
Barcode Adapters Kit (Life Technologies) ile barkodlandi. Barkodlanan kiitiiphane
iriinleri Agentcourt AMPure XP reagent ve % 70’lik etanol kullanilarak firma

protokollerine uygun olarak saflastirildi.
Hedef DNA Bolgelerinin Cogaltilmast

Hedef DNA bdlgelerinin ¢ogaltilmasi igin iki adet primer havuzu kullanildi. Her
bir 6rnek i¢in Tablo 3-2’deki gibi iki farkli karisim hazirlandi.

Tablo 3-2. Primer havuzu (2x) i¢cin hazirlanan karisim.

Malzeme Miktar
5X lon Ampliseq HiFi Mix 4 ul
2X lon Ampliseq Primer Havuzu 10 pl

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) i¢in; hazirlanan iki farkli karigim kullanilarak
her bir 6rnek bagina Tablo 3-3’de gosterilen sekilde iki farkli (pool 1 ve pool 2 olmak

tizere) soliisyon olusturuldu.
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Tablo 3-3. Kiitiiphane PZR icin hazirlanan karisim.

2X Primer Havuzu i¢in Hazirlanan Miks 14 pl
Seyreltilmis DNA 6rnegi 6 ul
Total hacim 20 pl

MicroAmp® adhesive film ile plate kapatildi, vortekslendi ve kisa siireli
santrifiij islemi ile ¢oktiiriildi. Termal Dongu Cihazi kosullar Tablo 3-4’de gosterildigi
termal kosullarda ayarlanarak PZR islemine gecildi.

Tablo 3-4. Hedef bolge amplifikasyonunda kullanilan termal dongii programi.

Basamak Adim Sicakhk  Zaman
Bekleme Enzimi aktiflestirmek icin 99°C 2dk
Denattirasyon 99°C 15sn
Dongu
Baglanma ve Uzatma 60°C 4dk
Bekleme — 10°C Tutma
Dongii sayist 19 tekrar(amplikon say: esas alinarak belirlenir)

Primer Dizilerinin Kismi Olarak Kesilmesi

Onceher bir DNA &rneginin iki farkli primer havuzu ile ¢ogaltilmis olan PZR
tirlinleri, her birinden 10’ar pl alinarak,toplam hacim 20 pl olacak sekilde birlestirildi.
Birlestirilmis iiriinlere 2 pl FuPa Reagent eklenerek, MicroAmp® adhesive film ile
plate kapatildi, vortekslendi ve ve kisa siireli santrifiij islemi ile ¢oktiiriildii. Tablo 3-

5’te gosterilen programda termal dongii cihazina konuldu.

Tablo 3-5. Primer dizilerinin kesimi i¢in kullanilan termal dongii programa.

Sicakhik Siire
50 °C 10 dk
55°C 10 dk
60 °C 20 dk

10°C Bekleme (1 saate kadar)
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Adaptirlerin Baglanmas: ve Barkodlama

Her bir barkod (lon ExpressTM Barcode), lon P1 Adapter ve nukleazdan

arindirilmis su ile karistirilarak 1:4 oraninda seyreltildi (Tablo 3-6).

Tablo 3-6. Barkod-adaptor karisimi.

icerik Hacim
lon P1 Adapter 2 ul
lon Xpress™ Barcode X* 2 ul
Nukleazdan armdirtlmis su 4 ul
Toplam hacim 8 ul

1. Secilmis barkod
Primer dizilerinin kismi kesiminden sonra elde edilen iiriine (22 ul), 6rnek
basina, Tablo 3-7°de gosterilen miktarlarda Switch soliisyonu, barkod adaptor karisimi
ve DNA ligaz eklenerek, plate MicroAmp® adhesive film ile kapatildi, vortekslendi ve
damlaciklar1 toplamak amaciyla kisa siireli santriflij islemi ile ¢oktiiriildii. Barkod-

adaptorlerin ligasyonu i¢in termal dongii cihazina konuldu.

Tablo 3-7. Barkod-adaptor ligasyon karisimi ve termal dongii programi.

Malzeme Hacim
Switch solusyonu 4 ul
Barkod-Adaptor Karisimi 2 ul
DNA ligaz 2 ul
Toplam Hacim (22 pl iiriin ile birlikte) 30l
Sicaklik Siire

22°C 30 dk

72°C 10 dk

10°C Bekleme (1 saate kadar)

Barkod-adaptorlerin ligasyonu sonrasinda fazla DNA materyalinin ve enzimlerin

uzaklastirilmast amaciyla barkodlanan kiitiiphane tiriinlerinin saflastirilmasi asamasina

gecildi.
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Barkodlanan Kiitiiphane Uriinlerinin Saflastirimast

Bu agsamada Agencourt® AMPure® XP Reagent ve taze hazirlanmis % 70’lik
etanol kullanildi. Her bir 6rnege 45 pl (toplam 6rnek hacminin 1.5 kat1) Agencourt®
AMPure® XP Reagent eklenerek pipet yardimiyla karigtirildi ve 5 dk oda sicakligina
bekletildi. Sonra 6rnekleri igeren plate manyetik bir rafa (DynaMagTM-96 Side Magnet
[Cat.n0.12331D]) alind1 ve soliisyon berraklasincaya kadar (~2 dk) oda sicakliginda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi pellete zarar vermeden supernatant uzaklastirildi.
Ardindan her bir 6rnege 150 pl taze hazirlanmis % 70’lik etanol eklendi. Plate,manyetik
raf lizerinde her iki yana hareket ettirilerek, barkodlanmis amplikonlarin bagli oldugu
manyetik boncuklarin etanol ile yikanmasi saglandi ve supernatant uzaklastirildi. Bu
islem ikinci kez tekrarlandiktan sonra alkoliin tamamen ortamdan uzaklastirildigindan
emin olmak i¢in 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi veardindan kiitiiphane iiriinlerinin
normalizasyonu asamasina ge¢ildi. Cogaltilmis Kiitiiphaneler Qubit® 2.0 Fluorometer

cihazi ile ol¢iildii.

Saflastirumis Kiitiiphane Uriinlerinin Normalizasyonu, Olgiimii ve Sulandirma
Faktériinii Hesaplama

Platinum® PCR SuperMix High Fidelity kullanilarak kiitiiphane ¢ogaltildi ve
saflastirildi. Qubit® 2.0 Fluorometer cihazi kullanilarak kiitiiphane 6l¢iildii. Olgiimden
sonra, taslak reaksiyonu hazirlarken Ion Template kit kullanimi igin uygun son

konsantrasyonu ~15-22 ng/mL olan sulandirma faktori belirlendi.

lon AmpliSeqTM kiitiphanesi igeren plate magnetten alindi ve 50 pL
Platinum® PCR SuperMix High Fidelity ve 2 pL Library Amplification Primer Mix
tim bead pelletlerine eklendi. MicroAmp® adhesive film ile plate kapatildi,
vortekslendi ve kisa santrifijjle c¢oktiiriildii. Plate 2dk magnet iizerine alindi, sonra
pelletten ayrilan ~50 pL silipernatan temiz bir plate’in ayri ayr1 kuyularina aktarildi.

Termal dongii cihazina Tablo 3-8’de gosterilen programa kondu.

Tablo 3-8. Kiitiiphane amplifikasyonu i¢cin termal dongii programi.

Evre Sicaklik Zaman
Tutma 98 °C 2 dk
L 98 °C 15 sn
5 Dongii
64 °C 1dk

Tutma 10°C Tutma
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Saflastirma Agencourt® AMPure® XP Reagent ile iki asamada gergeklestirildi.

*|. agsama, ornek hacim bead oranit 0.5X: Amplikon ve primerler soliisyonda

kalirken yiiksek molekiiler agirliktaki DNA bead’lere baglandi. Siipernatan saklandi.

* Il. agama, orijinal 6rnek hacim bead orami 1.2X: Amplikonlar beadlere
baglandi ve primerler soliisyonda birakildi. Beadler tutularak amplikonlar beadlerden

coktiiriilerek uzaklastirildi
Bu iki asama asagidaki protokole uygun olarak gergeklestirildi;
Ilk Asama Saflastirmasi

25 uL (0.5X 6rnek hacmi) Agencourt® AMPure® XP Reagent ~50 pL ornek iceren
plate kuyularma eklendi. 5 kez dikkatlice pipetle al ver yapilarak DNA ile bead
stispansiyonu saglandi ve MicroAmp® adhesive film ile plate kapatildi. Karisim oda
sicakliginda 5dk inktibe edildi. Plate en az 5 dk veya soliisyon tamamen berraklasana
kadar magnet iizerine alindi. Siipernatan dikkatli bir sekilde pelletten ayrilarak her bir
kuyudan yeni bir plate’in tek bir kuyusuna tasindi. Siipernatan istenen amplikonlari
icerir.
fkinci Asama Saflastirmasi

Ilk asamada elde edilen siipernatan’a 60 uL (1.2X orijinal érnek hacmi) Agencourt®
AMPure® XP Reagent eklendi. 5 kez dikkatlice pipetaj yapilarak DNA ile bead
stispansiyonu saglandi ve MicroAmp® adhesive film ile plate kapatildi. Karigim oda
sicakliginda 5dk inkiibe edildi. Plate en az 3 dk veya soliisyon tamamen berraklasana
kadar magnet iizerine alindi. Stipernatan dikkatli bir sekilde pelletten ayrildi ve atildi.
Bu asamada amplikonlar beadlere baglanirlar ve olusan pellet saklanir. Yeni olarak
hazirlanmis 150 uL %70’lik etanol her bir kuyuya eklendi ve plate beadleri yikamak
icin bir kenardan diger kenara magnet {izerinde hareket ettirildi. Siipernatan dikkatli
birsekilde pelletten ayrildi ve atildi. Bu islem iki kez tekrar edildi. Tim etanol
damlalarinin kuyulardan ayrilmasi saglanmalidir. Bu sebeple, oda sicakliginda beadler
5dk magnet {izerinde hava kurutmasina birakildi. Asirt kurutulmamalidir. Plate
magnetten alindi ve 50 pL Low TE pelletteki beadlerin iizerine eklendi. Plate
MicroAmp® adhesive film ile kapatildi, vortekslendi ve damlalar1 toplamak igin kisa
¢oktiirme islemi uygulandi. Alternatif olarak pipet ayarlari 40 uL’ye ayarlanarak plate

kapatilmadan once en az 5 kez pipetaj yapildi. Bu asamada ise siipernatan istenen
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amplikonlar igerir. En az 2dk plate magnet iizerine alindi. Bu asamadan sonra Qubit®

2.0 fluorometre ile kiitiiphane 6l¢iildii ve sulandirma faktorii hesaplandi.

Cogalmis her kiitiiphanenin 10 pL’si Qubit® 2.0 Fluorometer (Cat. no. Q32866)
ve Qubit® dsDNA HS Assay Kit kullanilarak analiz edilir. Cogalmis kiitiiphane
genellikle  300-1500 ng/mL  konsantrasyondadir.  Cogaltilmig  kiitiiphane

konsantrasyonunu belirlemek igin:

a) Qubit® dsDNA HS, Qubit® dsDNA HS Buffer kullanilarak 1:200 oraninda

calisma sulandirmasi yapildi.

b) 10 pL ¢ogaltilmis lon AmpliSeqTM kiitiiphanesi 190 pL boyali reaktif ile
iyice karistirildi ve en az 2 dk inkiibe edildi.

¢) Qubit® 2.0 Fluorometerde konsantrasyon dlgiildii.
d) 20 ile garpilarak sulandirilmamus kiitiiphanenin konsantrasyonu hesaplandi.

Bu otomatik olarak Qubit 6l¢im cihazinda “Calculate Stock Concentration” butonu
kullanilarak ve 6rnek hacmi 10 uL olarak girilerek hesaplanir. Hesaplanmis kiitiiphane
konsantrasyonuna gore ~100 pM olarak ayarlanan sulandirma belirlenir (15 ng/ml igin
225b¢ amplikona kadar, 22 ng/ml 275 bg amplikona kadar). Sulandirilan kiitiiphane
~100 pM gibi belirlendi ve kiitiiphaneleri birlestirmeye veya taslak hazirlamaya gegildi.

Taslak (Template) Hazirlanmasi

Konsantrasyonlar1 esitlenmis kiitiiphanelere emiilsiyon bazli PZR islemi
uygulandi. Her bir amplikona bir bead baglanmasi ve yag kiirecigi icerisinde bunlarin
klonal olarak milyonlarca kopyasinin olusmasi saglandi. Calismada asagidaki taslak
olusturma protokolii izlenerek emiilsityon PZR ile klonal amplifikasyon ve daha sonra

zenginlestirme gerceklestirildi.
Emiilsiyon PZR

Konsantrasyonlar1 esitlenmis kiitiiphaneler asagidaki tabloya gore seyreltildi

(Tablo 3-9).
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lon
™
AmpliSeq DNA
Kiitiiphanesi
Kiitliphane
konsantrasyonu 100 pM
Kiitiiphane hacmi 2 L
Niikleazdan arindirilmis
suyun hacmi 23 pL
Amplifikasyon
soliisyonuna eklenecek
25 pL.

total seyreltilmis
kiitiiphane hacmi

lon gDNA Fragment
™ .
AmpliSeq RNA  Veya :Ampllkqn
Kiitiiphanesi Kiitiiphanesi
100 pM 100 pM
4 pL 6.5 uL
21 uL 18.5 uL
25 uL 25 uL

lon Total
RNA-Seq
kiitiiphanesi

100 pM
5uL

20 uL

25 uL

Bir onceki basamakta hazirlanan stok kiitiiphane iiriiniinden 2 pl alinarak toplam

hacim niikleazdan arindirilmis su ile 25 pl’ye tamamlandi. Béylece kiitiiphane tirtinleri

12 pM’a seyreltildi. Emiilsiyon PZR i¢in Tablo 3-10’da gosterildigi gibi amplifikasyon

¢Ozeltisi hazirlandi.

Tablo 3-10. emPZR cozeltisi.

Malzeme Hacim
lon PGM Template Hi-Q™ View Reagent Mix 800 ul
lon PGM Template Hi-Q™ View Enzyme Mix 50 pl
Niikleazdan arindirilmis su 25 ul
Seyreltilmis kiitiiphane 25 ul
Toplam hacim 900 w1

Hazirlanan amplifikasyon ¢ozeltisi vorteks ile karigtirildiktan sonra, tizerine 100

ul Ton PGM Template Hi-Q™ View lon Sphere Particles eklenerek toplam hacim 1000

ul’ye tamamlandi. Vorteks ile karistirildiktan sonra tiim karisim reaksiyon filtresine

(lon PGM OneTouch Plus Reaction Filter Assembly) yiiklendi. Uzerine 2 kez (850+850

ul olmak tiizere) reaksiyon yagi ilave edilerek kullanilan kite uygun programda, lon

OneTouch 2 cihazinda emiilsiyon PZR yapild1 (Sekil 3-1).
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1) Ion OneTouch™ Reaksiyon Filtresi

2) amplifikasyon plakasinin yerlestirildigi alan

3) Atilacak tiip ve ignenin konuldugu esnek
vana (Pinch valve to hold disposable tubing)
4)Ion OneTouch Recovery Soliisyon Tiibii

5) Ion OneTouch Yag Tiibii

6) Atik Kutusu

7) Atik tablasi

8) Recovery tiipler i¢in santrifiij

9) Ion OneTouch™ DL Enjektor bolgesi

10) Cihaz Ekrani

Sekil 3-1. lon OneTouch 2 cihazinda emiilsiyon PZR.

Emiilsiyon PZR Uriinlerinin Zenginlestirilmesi

Emiilsiyon PZR sonras1 yaklasitk 10 dk santrifiij yapilarak amplikon ytklii
partikiiller dibe ¢oktiiriildii. Toplam 100 pl {iriin kalacak sekilde her iki tiipteki
supernatant kisim atildi. Ustlerine 500 pl Ion OneTouch Yikama Soliisyonu eklendi.
Yeterli pipetaj yapildiktan sonra yeni bir eppendorf tiipte her iki tiipte elde edilen
riinler birlestirildi. 2,5 dk santrifiij yapildiktan sonra renkli olan amplikon yiiklii
partikiillerin oldugu pellete zarar vermeden tiipte 100 pl kalacak sekilde siipernatant

cekilerek atild1 ve zenginlestirme i¢in gerekli ¢ozeltiler hazirlanda.
Melt-Off Cozeltisinin Hazirlanmasi

Melt-Off ¢ozeltisi igin Tween® Solution vel M NaOH kullanildi. Final yogunluklar; %
0.1 Tween® 20 deterjan ve 125 mM NaOH olacak sekilde, 280 ul Tween® Solution ve
40 pl T M NaOH kullanilarak 320 pl melt-off ¢ozeltisi hazirlandi.

Streptavidin C1 Boncuklarinin Yikanmasi

DynaBeads® MyOne™ Streptavidin C1 Beads karistirildi ve 13 pl almarak 1.5 ml’lik
ependorf tiipiine aktarildi. Ependorf, manyetik rafa (DynaMag™ -2 Magnet) alind1 ve
oda sicakliginda 2 dk bekletilerek boncuklarin ependorf duvarina yapismas: saglandi.
Olusan supernatant atildi. 130 pl MyOne™ Beads Wash Solution eklenerek ependorf
manyetik raftan alindi ve pipet yardimiyla karistirildi. Boylece streptavidin C1

boncuklari, stok ¢ozeltiden uzaklastirilmis oldu.
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Sekiz Kuyulu Levhanin Doldurulmasi

Hazirlanan ¢ozeltiler ve emiilsiyon PZR iirlinli, Tablo 3-11°de gosterilen sekilde 8
kuyulu levhaya yiiklendi ve zenginlestirme islemi icin lon OneTouch™ ES cihazina
(Sekil 3-2) konuldu. Ek olarak, zenginlestirme sonrasi olusacak {irliniin aktarilacagi 0.2

ml ependorf tiipiine 10 pl notralizasyon ¢ozeltisi konularak cihaza yerlestirildi.

Tablo 3-11. Zenginlestirme asamasinda 8 kuyulu levhanin doldurulmasi.

Kuyu Numarasi Yiiklenen malzeme

Kuyu 1 Emiilsiyon PZR iiriinii (100 pl)

Kuyu 2 DynaBeads® MyOne™ Streptavidin C1 Beads (130 pl)
Kuyu 3 lon OneTouch™ Wash Solution (300 ul)

Kuyu 4 lon OneTouch™ Wash Solution (300 pl)

Kuyu 5 lon OneTouch™ Wash Solution (300 pul)

Kuyu 6 Bos

Kuyu 7 Taze hazirlanmig melt-off ¢ozeltisi (300 pl)

Kuyu 8 Bos

Sekil 3-2. lon OneTouch™ ES cihazinda zenginlestirme asamasi.

Zenginlestirme reaksiyonu sonrasinda elde ettigimiz iiriin ¢ipe yiiklenecek 6rnek

oldugundan hacmi ¢ip kapasitesine gore belirlendi.

Zenginlestirilmis Uriinlerin Dizilenmesi

Dizileme igin ITon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit kullanildi. Firma
protokollerine uygun olarak; lon PGM™ dizileme cihazinin kanallarinin tikanmasini
engellemek amaciyla g¢alisma baslamadan once klorid tablet ve 18 MQ su ile
yikamalari, pH kalibrasyonlari! yapildi ve zenginlestirilmis {iriinler ¢ipe (Ion 318™
Chip v2) yiiklendi?>. Tablo 3-12’deki gibi dizileme plam (hangi kitlerin kullanim
bilgiler, drneklere baglanan barkod bilgileri ve analiz i¢cin ek program bilgilerini i¢cerir)

olusturularak dizileme? islemi baslatildi.
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lon Reporter
Ornek

Hedef Teknigi

Ion reporter is akisi
Kiitiiphane hazirlanmasinda kullanilan kit
Kiitiiphane anahtari
Template Kiti
Dizileme Kiti

Akis sayist

Cip Tipi

3' Adaptor:

Barkod

Boncuk yiikleme (%)
Anabhtar Sinyal (1-100)
Kullanilabilir dizi (%)

Version: 5.6

DNA

AmpliSeq DNA

DSD_workflow v2

lon AmpliSeq 2.0 Library Kit

lon TCAG (TCAQG)

Ion PGM™ Hi-Q™ View OT2

lon PGM Hi-Q View Sequencing Kit
850

Ton 318™ Chip v2

lon P1B
(ATCACCGACTGCCCATAGAGAGGCTGAGAC)

lonXpress
10
30
30

Referans Kiitliphane Hg 38 (Homo sapiens)
Hedef Bolgeler DSD _HYPSPDS IAD111403 197 Designed
Hotspot Bolgeler DSD_HOTSPOTS_v2
. coverageAnalysis, FileExporter, RunTransfer,
Eklentiler . . .
variantCaller (germline_low_stringency)
Proje DSD_Panel

! Ton PGM cihazimn pH’sinin otomatik olarak ayarlanmasi: Wash 1 soliisyonu olarak
350u1 100 mM NaOH eklenir. Wash 2 soliisyonu olarak 18.2 MQ ultra saf su icerisine kitten
¢ikan hazir soliisyon ve 70 pl 100 mM NaOH eklenir. Wash 3 soliisyonu ise 50 ml kitten hazir
olarak kullanilir ve cihazin pH’sinin kalibrasyonunu saglar. Wash 2’nin pH’nin 7.49-7.60
civarlarina ulagmasi gerekir ve cihaz bunu otomatik olarak dlger.

2 Cipin yiiklenmesi ve dizileme: lon PGM cihazinda okunacak 6rnegin kapasitesine ve alinmak
istenen okuma oranlarina gore segilebilecek 3 ¢esit ¢ip vardir. 314 ¢ip ortalama 80 milyon
okuma kapasitesinde, 316 ¢ip ortalama 600 milyon okuma kapasitesinde ve 318 ¢ip 1 milyar
200 milyon okuma kapasitesindedir. Bu oranlar ¢alismanin kalitesine ve ¢ipin yiiklenmesine
gore degisir. Zenginlestirilen ve hedef taslak bagli ISP igeren drnege 5 ul Control lon Sphere
Particle eklenir. Control Ion Sphere Particle cihazin dogru okuma yapip yapmadigini gosteren
soliisyondur. Ornek 15.500xg’de 3 dk santrifiij edilir. Geriye 15 ul kalacak sekilde siipernatan
dikkatli bir sekilde uzaklastirilir. Pelletin iizerine 12 pl Sequencing Primer eklenir ve 95C’de 2
dk 37C’de 2 dk inkiibe edilir. Bu arada ¢ip yiiklemeye hazirlanmak i¢in cihaz {izerinde
kontrolden gegirilir. Inkiibasyon sonrasi rnege 3 ul Sequencing Polymerase eklenerek oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edilir. Bu arada kontrolden gecen ¢ipteki fazla sivi uzaklastirilir ve
okuma alinacak ornek ¢ipe yiiklenir. 30’ar sn santrifiij edilerek drnegin ¢ipin her yerine tiim
kuyucuklarina yayilmasi saglanir. Islemin en sonunda cipteki sivi uzaklastirilir ve ¢ip cihaza
yiiklenerek dizileme reaksiyonu baslatilir. Calismanin gidisatt ve sonucu Ion Torrent Server
Browser’dan online olarak takip edilebilir.

3Dizileme asamasinda kalip DNA dizisindeki her bir baz eslesmesinde seker-fosfat bagi koparak
ortama bir H* iyonu salinir. Bu da pH’nin diiserek cihazda okuma sinyali almasini saglar.
Bazlar ortama tek tek salinir ve her eslesmede bu sinyal degisimi algilanir. Eslesmeyen baz
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olmas1 durumunda higbir pH degisimi dolayistyla sinyal degisimi olmaz. Hazirlanan 6rnekler
bir ¢ipe yiiklenir ve cihaz okumalar1 bu ¢ipteki iiriin lizerinden yapar.
Veri Analizi

Dizileme sonrasinda Torrent Server yazilimma (Coverage Analysis v5.6.0.1
(1021), Torrent Variant Caller v5.6.0.4 (1022) yama programlar1 ekli) aktarilan verilere
ait BAM dosyalari, once calismalarin kalite incelemeleri, kapsanmayan ya da yeterli
tekrar okuma saptanamamis bolgeler arastirildi ve analiz igin Ion Reporter Uploader
programi kullanilarak bulut bazli Ion Reporter (v.5.6) varyant analizi, annotasyonu ve

raporlama programina aktarildi.

Hedef bolgelere ve hotspot bolgelere ait BED dosyasi eklenerek ve gerekli
parametreler Onerilen araliklarda tutularak, lon Reporter’da analiz akis semasi
olusturuldu. Her bir hasta, bu akis semas1 ile analiz edildi. Her hastada bulunan
degisimler, hot spot dosyasi lokasyon verilerine dayali olarak olusturulan NORef,
NoCall ve dbSNP verisinden alinmis olan mindr allel frekansi <0,01 filtrelerine tabi
tutularak birka¢ asamada degerlendirildi. Elde edilen varyantlar allel frekans1 (MAF)
<%] altinda olacak sekilde, 1000 Genom Projesi veri tabanindan, UCSC ve RefSeq
veritabanlarindan ve ¢alisma grubumuzda gozlenen sik varyantlar grubundan tekrar
filtrelendi. Filtrelemelerden sonra amino asit degisikligine neden olmayan niikleotit
degisiklikleri ve ekzon sinirina 10 bg¢’den uzak olan intronik varyantlar ilk asamada
degerlendirme dis1 birakildi. Elde edilen tiim homozigot, birlesik heterozigot,
heterozigot ve hemizigot varyantlar goriintiilendi. Varyant isimlendirmeleri, dbSNP ve
HGMD veri tabanlartyla karsilastirilarak yapildi. Varyantlar kodlanan proteine etkisi,
tirler arasindaki korunmusluk, ekspresyon paternlerine gore degerlendirildi. Varyantlar,
mutasyon cesitlerine gore Oncelikle stop kodon, cer¢eve kaymasi, kirpilma hatasi ve
missense mutasyonlar olarak smiflandirilarak Onceliklendirildi. Aday genler Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM), ClinVar, Genecards ve UCSC Genome
portallar1 kullanilarak incelendi (194-197). Varyantlarin toplum sikligi ExAC (60.706
akrabalik iliskisi ve ¢ocukluk ¢agi hastaliklart olmayan, hastaliklara ve topluluklara
ozgiin ekzom verileri) (198) ve GME Variome (Orta Dogudan toplanan 2497 bireye ait

tiim ekzom dizi verileri) (199) veritabanlarindan kontrol edildi.

Varyantlar, cesitli tahmin programlarina goére zarar verici lehine olarak

degerlendirilenler, sikliklari, bilinen gelisim yolaklar1 ile olan etkilesimleri, iginde
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bulunduklar1 genin ekspresyonu ve fonksiyonu, diger kohortlardaki varligi, siklig1 ve
son olarak ailede hastalikla birlikte segrege olma durumlart gibi se¢im kriterleri
uygulanarak yorumlandi. Ilk filtrelemede bilinen genler ve gonadal gelisim siirecini
etkileyen transkripsiyon faktdrleri ile iliskili olan genlerdeki varyantlar degerlendirmeye
alind1 ve aile agaci degerlendirmesine gore kalitim modeli esas alinarak segregasyonu
incelendi. ikinci filtrelemede ise en az iki in silico analizde patojenik dzellik gdsteren,
MAF degeri %]1°den az olan ve kaliim modeli ile uyumlu olan tiim diger genlerdeki

degisimler degerlendirildi.

Daha o6nce tanimlanmamis degisimlerin in silico olarak patolojik olup olmadigi
cesitli veritabanlar1 kullanilarak degerlendirildi. Fenotip ve kalitim modeli ile uyumlu

bulunan tanimlanmamis degisimlerin ko-segregasyon ¢alismalar1 yapildi.

Calisma sonrasinda fenotipik iligkili higbir varyant saptanmayan olgularin
“noCall” varyantlar1 gérsel olarak incelendi, tek yon okuma, diigiik tekrarli okuma ya da
yon uyumsuz okuma gibi nedenlerle “noCall” olarak siniflanan lokasyonlar IGV ile
gorsel olarak incelendi, okuma olmamasi nedeni ile “noCall” olarak siniflanan

lokasyonlar kapsanmayan bolge calismalart kapsaminda SD ile tarandi.

3.2.2.4. YND ile Saptanan Degisimlerin ve Panel-Gen Testi ile Kapsanmayan veya
Diisiik Okuma Alinan Bélgelerin Sanger DizilemeCalismalar:

Caligmada olgularda saptanan degisimlerin dogrulanmasi ve aile segregasyon

caligmalar1 6zgilin primerler tasarlanarak Sanger dizileme yontemi ile tarandi (ek-4).

Ayrica, YND temelli Panel-Gen Testinde kapsanmayan ve diisiik okuma alinan
bolgeler belirlenerek, veritabanlarinda daha 6nceden tanimlanmis mutasyon icerenler
incelendi. YND kapsaminda mutasyon saptanmayan tiim olgularda POR ekzon 10, 12
ve 16; MAP3K1 ekzon 1,4 ve 17; XX genotipli olgularda WNT4 ekzon 1tarandi.

Sanger Dizileme icin Primerlerin Tasarlanmasi

Primerlerin tasarlamasinda dikkat edilen hususlar; secilen primerlerin, dbSNP
veritabaninda daha Onceden saptanmis herhangi bir SNP veya tekrarlayan
diziicermemesi, ileri, geri primerlerin baglanma isilarinin birbirlerine yakin olmasina
(en fazla +/- 2-5°C fark), igerdigi A-T ve C-G niikleotidlerinin oldukca esit dagilimli

olmasina, boyut olarak 17-24 niikleotid icermesine ve gen bdlgesinde beklenen
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mutasyonlarin analiz edilmesine olanak saglayacak bolgeleri kapsamasina (dizi
analizinde ~30-50 bazin iyi okunamayabilecegi gozetilerek) 6zen gosterildi. Ozgiinliik,
UCSC Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/index.html )’den “in silico
PZR” interaktif sistemi, NCBI Primer Blast

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ve Integrated DNA Technologies

OligoAnalyzer 3.1 (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) ile test edildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Her bir PZR reaksiyonu i¢in 1X tampon soliisyonu [10X (NHa4)2SO4] (Thermo
Scientific), 25 mM MgCl. (Thermo Scientific), % 0-10 DMSO (Biomatik Corporation),
200 uM dNTP (Thermo Scientific), 0,2/0,5 uM ileri ve geri primerler ve 0.5 U Taq
polimeraz enzimi (Thermo Scientific) ve 200 ng gDNA kullanildi. Karisim, bidistile su
(dH20) ile 50 pl’ye tamamlanarak hazirlandi. Tiim c¢alismalar buz ya da soguk tiip
mahfazas: ilizerinde gerceklestirildi. Her PZR calismasinda amplifiye edilen her bir
bolge DNA icermeyen kontrol PZR (negatif kontrol)’1 ile birlikte ¢alisildi.

PZR; 95°C de 10 dk denatiirasyon, ardindan 95°C de 30 sn denatiirasyon,
primerlerin Tm (Temparature of Melting)’e gore degisen 64°C den 52°C ye kadar ve 30
sn’lik baglanma 1silarinda ve 70°C de 45-90 sn (1 kb / 1 dk) uzama basamaklarindan
olusan toplam 40 dongii ve son olarak 70°C de 10 dk’lik uzama ile, PZR yontemi
kullanilarak, termal dongii cihazlarinda (MJ Research PTC-200 ve DNA Engine-
BIORAD-T100) gerceklestirildi. Amplifikasyon sonrasinda PZR &rneklerinden 5 pl
almarak, 50 bg¢’lik merdiven markorii (Sigma) paralelinde 8 pg/ml etidyum bromiir
iceren %1.2°lik agaroz (Sigma) jelde, 1X TBE tamponunda, 120 V da, 20 dk
yiiriitiilerek beklenen b¢ uzunluguna gore ayrilmasi saglandi. Ultraviyole 151k altinda

elde edilen bantlar goriintiilendi ve kay1t edildi.

PZR Saflastirilmasi
PZR iirlinlerinin dizi analizi oncesi olan saflagtirmasi elde bulunan malzemelere

gore 2 farkli yontem ile yapildi.

Spin Kolon Yontemi ile Saflastirma
Saflastirma, ticari kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi (High Pure PCR
Product Purification Kit, Roche 11732676001). 50 pul PZR iiriinii iizerine 250l Binding


http://genome.ucsc.edu/index.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer
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Buffer (baglanma tamponu) eklendi. Karisim oda 1sisinda toplama tiipii i¢erisine alinan
filtreli piirifikasyon tiipiine aktarildi. 13000 rpm’de 60 saniye santrifiij edildi. Toplama
tiiptinde biriken soliisyon atildi. Piirifikasyon filtresinin tizerine 500 ul (Wash Buffer)
yikama soliisyonu eklendi. 13000 rpm’de 60 saniye santrifiij gerceklestirildi. Toplama
tiiplinde biriken soliisyon atildi. Piirifikasyon filtresinin {izerine 200 pl (Wash Buffer)
yikama soliisyonu eklendi. 13000 rpm’de 60 saniye santrifiij gerceklestirildi.Toplama
tiipt atildi. Pirifikasyon filtresi steril 1.5 ml’lik ependorf tlipe aktarilarak igerisine 50 ul
Elution Buffer (Eliisyon Tamponu) eklendi.13000 rpm’de 60 saniye santrifiij
gerceklestirildi. 1.5 ml’lik ependorf tiiplinde biriken tiriinden 5 ul alinarak 2 pl agaroz
yiikkleme boyasi ile karistirildi, %1.2°lik agaroz (Sigma) jelde, 1X TBE tamponunda,
120 Voltta, 20 dk yiiriitiilerek kontrol edildi. Ultraviyole 151k altinda elde edilen bantlar

goriintiilenerek kayit edildi. Uriinler bir sonraki islem igin +4°C’de karanlikta sakland.

Enzimatik Yontem ile Saflastirma

Saflastirma islemi i¢in Exonuclease-l (Lot:00173016-Thermo Scientific) enzimi
ve Rapid Alkaline Fosfataz (04898133001-Roche) enzimleri kullanildi. Termal dongii
cthazinda PZR protokolii ile 37 °C de 30 dak. , 85°C de 15 dak. ardindan 4°C ye
getirildi. Saflagtirilan iriinler cihazdan alinarak bir sonraki islem ig¢in +4°C’de

karanlikta saklandi.

DNA Dizi Analizi
PZR yontemi ile ¢ogaltilan ve ardindan saflastirilan amplikonlarin dizi analizi,
ABI3500 otomatik sekiz kapilerli elektroforezinde (Applied Biosystem) gergeklestirildi.

Dizi analizi reaksiyonu, saflastirilan PZR fiiriinleri ile termal dongii cihazinda yapildi.

Dizi PZR Reaksiyonu

5X tampon soliisyonu olan BigDye buffer (PZR i¢in gerekli kimyasallari igerir),
BigDye v3.1 (ddNTP leri ve AmpliTag DNA polimeraz igermektedir), Primer (PZR da
kullanilan primerlerden biri ya da iki ¢ifti ayr1 yonli olarak (dizi okuma kalitesi icin
segilir) saflagtirllmis PZR iriinii ve dH20 ilavesiyle final hacmi 10ul olacak sekilde
plate (plate - USA Scientific-800-522-8477) iizerinde bir kuyucuga bir iiriin gelecek
sekilde hazirlandi. Karigim termal dongii cihazina alinarak, protokol toplam 25

dongiide; 96°C de 10 sn ile denatiirasyon, 50°C de 5 sn ile baglanma ve 60°C de 4 dk
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ile sonlanma basamaklar1 ile olusturuldu. 4°C ye gelen cihazdan dizi reaksiyon {iriinleri

alindi.

Dizi PZR Reaksiyonu Uriinlerinin Saflastirllmasi

BigDye dizi reaksiyonu iiriinlerinin kullanilmayan primer ve diger reaktiflerden
arindirtlmasi igin plate igerisinde irtin bagma 1 pl 125 mM EDTA, 1 pl 3M sodyum
asetat, 1 pl %2’lik glikojen ve 25 pul %100 soguk etanol eklendi. Plate aluminyum
koruyucu yapigskan bantla (seal) kapatilarak oda 1sisinda 15 dakika beklendi. 3810
rpm’de 45 dak. santrifiij edildi. Plate iizerindeki koruyucu yapiskan bant agildi ve plate
ters gevrilerek 1100 rpm’de 30 sn.’ye kisa santrifiij yapildi. Her bir kuyucuga 35 ul
%70’1ik soguk etanol eklendi. Plate koruyucu yapiskan bant ile kapatildi ve 3460
rpm’de 15 dak. santrifiij edildi. Plate lizerindeki koruyucu yapiskan bant agild1 ve plate
ters ¢evrilerek 1170 rpm’de 60 sn.’ye kisa santrifiij yapildi. Her bir kuyucuga 10 pl
HiDi formamid (Highly Deionized Formamid) eklendi.Ornekler 95 °C de 5
dak.denatiire edildi ve 2 dak. buz lizerinde bekletildi.

Elektroforez Cihazina Yiikleme

Plate ABI3500 cihazina yerlestirilip yiirlitme islemi secildi. Cihaz yliriitme
isleminde kalibrasyonu yapilmis dizileme boya seti olan Dyeset segildi.

Yiriitme voltaji: 13,4 kVolts, 6n ylriitme voltaji: 15 kVolts, injeksiyon
voltaji:1,6 kVolts, yiiriitme siiresi:2.520 sn, on yiriitme siiresi:180 sn, injeksiyon

zamani:8 sn ve veri gecikmesi (data delay): 250 sn. ’ye ayarlanarak {irtinler yiirtitiildii.

Elektroforez Sonuc¢larmin Degerlendirilmesi

Kapiller Elektroforez sonucunda alinan fasta dosyast ABI Sequencing Analysis
v5.4 yazilim ve SeqScape v.3.0 (34) programlarinda bilgisayar ortaminda analiz edildi.
SeqScape v.3.0 programinda analiz agsamasina gegcmeden dnce programa referans dizi
yiklendi ve tanitilan transkriptin ekzon ve intronik bolgeleri program igerisinde
gosterildi. Dizileme isleminden sonra fasta formatina alinan olgu dizisi programa
yiiklendi ve analiz komutu verildi. Bu islemden sonra, olgu dizisinin hedef gen bolgesi
tizerindeki yeri, dizilendigi primerin yoniiniin dogrulugu (ileri ya da geri primer veya
her ikisi), saflagtirma kalitesi, dizilenen baz sayisi, goriintiilenen pik kalitesi, pik

yiiksekligi ve arka alan kirliligi olup olmadig1 kontrol edilerek degerlendirildi. Belirtilen
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kontrollerden sonra herhangi birinde farklilik var ise ¢aligma PZR asamas1 veya yeterli
ornek mevcutsa, dizi saflastirma asamasindan itibaren tekrarlandi. SeqScape v.3.0
programinda analiz agsamasinda, elde edilen olgu dizisi ile referans dizi karsilastirilarak
tanimlanmis degisimler NCBI Entrez SNP, ENSEMBL GeneSNPView ve HGMD gibi
veritabanlar1 kullanilarak programda isaretlendi. Elde edilen sonuglar YND ile elde

edilen sonugclarla karsilastirildi.

3.2.2.5. MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) Analizi

Calismamizda MLPA testi, P334 (Gonadal Development Disorder Lot A3-
0615) ve P185 (Intersex Lot C2-1015)kitleri ile uygulandi. MLPA Kkitlerinin kapsadigi
genler ve bolgeler;

P334 Lot A3: DMRT1 ekzon 1-5 (NM_021951.2), CYP17Al ekzon 1-7
(NM_000102.3), SRD5A2 ekzon 1-5 (NM_000348.3) ve HSD17B3 ekzon 1-3-11
(NM_000197.1);

P185 Lot C2: NROB1 5’ug (upstream) bolgesi, ekzon 1-2 (NM_000475.4) ve diger X
kromozomuna 06zgii problar [COL4A5 ekzon 22 (NM_033380.2), GJB1 ekzon 2
(NM_001097642.2), PQBP1 ekzon 3 (NM_005710.2), CXorf21 promotor ve intron 1 bolgesi
(NM_025159.2), PHEX ekzon 14 (NM_000444.4)], SRY ekzon 1 (NM_003140.1) ve diger Y
kromozomuna 6zgii problarla [ZFY ekzon 3 (NM_003411.3), UTY promotor, S’UTR ve ekzon
15 (NM_182660)], WNT4 ekzon 1-5 (NM_030761.4), NR5AL ekzon 1-7 (NM_004959.4),
SOX9  5’ug, 5’UTR ve ekzon 1-3 (NM_000346.3)genlerinin 1ilgili bolgelerinde
delesyon/duplikasyon analizi yapildi.

MLPA Calismasi

Tek bir PZR protokolii ile icerisinde uygun sicaklikta bekletme ve ekleme gibi
islemleri ile denatiirasyon, hibridizasyon, ligasyon ve amplifikasyon asamalart DNA
Engine (BIORAD)-T100 termal dongii cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Ardindan
size standart (Lize 500 (GS500-250)) esliginde kapiller elektroforez cihazinda

fragmanlar ytriitildi.

DNA Denatiirasyonu ve Prob Karisimi ile Hibridizasyon Asamasi
Denatiirasyon oncesinde stok DNA yogunlugu 25 ng/ul-30 ng/ul olacak sekilde
~25ul miktarda TE tamponu igerisinde ¢ozdiiriilerek seyreltildi. Prob kitinden SALSA
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Prob miks ve SALSA MLPA tamponu c¢ikarilarak oda 1sisinda ¢oziilmesi saglandi.
Tampon vorteks ile karigtirildi ve kisa santrifiijleme ile ¢oktiiriildii. Prob miks pipet
yardimiyla iyice Kkaristirildi (uzun problar ¢okebilecegindenbu karisim santrifuj
edilmez). DNA ¢ozeltisinden her 6rnek i¢in 5ul DNA etiketlenmis 200 ul’ lik PZR
tiiplerine alind1 ve termal dongii cihazinda 98°C’de 5 dak. denatiire edildi. Her bir 6rnek
icin 1,5 pl MLPA tampon ve 1,5 pul prob olmak iizere karisim hazirlandi ve 25°C’de
beklemeye alinan tiiplere cihaz iizerinde 3 pl olmak iizere dagitilarak pipetaj yapilarak
lyice karismasi saglandi. 95°C de 1 dakika kisa prob denatiirasyonundan sonra 37 °C de
16 saat (gece boyu) hibridizasyon isleminin gergeklesmesi i¢in bekletildi. Hibridizasyon

sonrast bekletme yapilmadan ligasyon islemine ge¢ildi.

Ligasyon Asamasi

Ligasyon agamasinda hazirlik olarak Ligasyon tamponu A ve Ligasyon tamponu
B dondurucudan ¢ikarilarak oda 1sisinda ¢oziilmesi beklendi. Her bir 6rnek igin 25 ul
dH20, 3 pl tampon A, 3 ul tampon B ve 1 ul Ligaz 65 enzimi eklenerek karisim
hazirlandi. Termal dongii cihazi 54°C‘de bekleme basamagina getirilerek sicaklik
54°C’de iken her bir tiipe hazirlanan 32 pl ligasyon karisimi eklendi ve 54°C’de 15
dakika basamagina gegildi. Elde edilen ligasyon {iriinii 4°C *de saklandi.

PZR Asamasi

On hazirlik olarak dondurucuda bekleyen SALSA PZR tamponu, SALSA PZR
primeri (FAM boyali) ¢ikarilarak ¢6ziilmesi beklendi. Karisim i¢in 6rnek basina ayri bir
tipe 7,5 wl dH20, 2 pul SALSA PZR primeri ve 0,5 pul SALSA polimeraz enzimi eklendi
ve iyice pipetle karigtirilarak homojen sekilde olmasi saglandi. Ligasyon iiriinlerinin
tizerine 10’ar pl eklendi.PZR karisimi hazirlanirken, primerler floresan isaretli
oldugundan 1siktan korunmasina dikkat edildi. Her bir 6rnek i¢in eklenen karisimin
pipetaj ile karismasi saglandi. 20°C’de bekleme asamasindaki termal dongii cihazinda
sonraki basamaga ge¢is yapildi; 35 donglide; 95°C de 30 saniye, 60°C de 30
saniye,72°C de 60 saniye, 72°C de 20 dakika ve 4°C de bekleme asamalari. 4°C’ye
gelenornekler icin kapiller elektroforezine yilikleme ve fragmanlarin yiriitiilmesi
asamasina gegildi. PZR f{irtinleri saklanacaksa iiriinlerin ya 1sik almayan kutuda

saklanmasina ya da aliiminyum folyo ile sarilmasina dikkat edildi.
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Kapiler Elektroforez Cihaz ile Fragmanlarin Yiiriitiilmesi Asamasi

Bos bir miks tiipline yiiriitilecek drnek basina 0.2 pl LIZ size standard (Liz-500,
Lot:0904226, Applied Biosystems) ve 9.5 ul formamid (Highly Deionized - HiDi)
konularak kanistirlldt  ve kapiller elektroforezine yiiklenmek i¢in olusturulan
numaralandirilmig ABI3500 cihazi i¢in uygun olan plate (USA Scientific-800-522-
8477) herbir kuyuya bir 6rnek basina 9,7 ul dagitildi. Uzerine 0,3 pl PZR reaksiyon
iriinii plate kuyularina olgu numaralarina goére dagitildi. Plate kuyucuklarinin tizeri
uygun septayla (AB Applied Biosystems-182901S9R) kapatilarak, plate santrifiijiinde
(BIOSAN LMC300) 4000 rpm de 2 dakika cevrilerek dibe ¢okmesi saglandi. Santrifiij
bitince, plate ABI3500 cihazina yerlestirildi ve kapiller elektroforez cihazinda yiiriitme
ayarlar diizenlenerek fragman platformunda yiiriitme islemine gecildi. Yiirlitme voltaji;
13,4 kVolts, 6n yliriitme voltaji; 15 kVolts, injeksiyon voltaji: 1,6 kVolts, yliriitme
stiresi: 2.520 sn, On yiiriitme stiresi: 180 sn, injeksiyon zamani: 8 sn ve veri gecikmesi
stiresi (data delay): 250 sn. Kapiller sicakligi 60 °C, fsa formatindaki ham veri
Coffalyser.net (v.1400701.0000) programi kullanilarak degerlendirildi.

Veri Analizi

Kapiller elektroforez cihazindan fsa formatinda elde edilen fragmanlar
Coffalyser.Net (MRC-Holland) programina tanitilarak aktarildi. Coffalyser.net
programinin gerekli analiz ayarlar1 (prob tiirii, 6rnek tiiri, kitin lot numarasi1 ve analiz
tiiri, Sekil 3-3) yapilarak ornekler yiiklendi. Referans drnekler segilerek, 6nce fragman
analizi ardindan karsilastirmali istatistiksel analiz yapildi. Analiz isleminden sonra pik
degerleri ve bar grafikleri degerlendirilerek var olan kopya sayist degisiklikleri
tanimlandi1. Siipheli sonu¢ gosteren olgular tekrar MLPA islemine alindi ve siireg
tekrarlandi. Tek ekzonla sinirli delesyon ve duplikasyonlarda prob ligasyon

bolgesindeki varyasyonlarin diglanmasi amaciyla Sanger yontemiyle dizileme yapildi.
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Sekil 3-3. MLPA analizinin Coffalyser programindaki goriintiisii.

3.2.3. lon Torrent Platformunda CNV Analizi

Ion Torrent PGM’de, Cinsiyet Gelisim Bozuklugu ile iligkili 31 genin kodlayan
ekzon bolgeleri ile ekzonlarin 10 bg¢ intron sinir bolgelerini igeren 86,94 kb’lik alanda
toplam 315 amplikon ile % 98,29 kapsam (coverage)’da yapilan dizileme sonucunda
elde edilen veri kullanilarak CNV analizine 6zgiin is akisi olusturuldu. Panel-gen
testinde nokta mutasyonu saptanan 15 olgunun verileri kullanilarak lon Reporter
programinda CNV analizi i¢in referans olarak kullanilmak iizere baseline olusturuldu.
lon reporter v5.2 programinda yapilan CNV analizinde giivenlik (confidence) skorlari
(10) ve MAPD degeri (0.3) temel alinarak uygulanan filtreleme isleminden sonra
fenotiple iliskili olan varyantlar nceliklendirdi. Bir olguda veritabanlari ve giincel
literatiir temel alinarak patojenik oldugu ongoriilen SOX3 tiim gen heterozigot
delesyonunu dogrulama calismasi i¢in gercek zamanli PZR c¢alismasi yapildi.
Dogrulama ¢alismasi kapsaminda SOX3 geni ekzon 1°i hedef alan, ¢alismaya uygun
boyutta fragman primerleri tasarlandi. Kontrol geni olarak laboratuvarda 6nceden kopya
sayisi ¢alismalarinda kullanilmis olan CENPJ 12. ekzon hedefli primerler kullanild: (ek-
4). Gergek zamanli PZR ¢alismasinda cift iplik DNA-baglayici (hibridizasyon temeline
dayanan) floresan boya olarak SsoFast EvaGreen (Bio-RAD) tercih edildi.
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3.2.4. Proteinin U¢ Boyutlu Yapisinin Modellenmesi
Proteinin normal ve mutant formlarinin {i¢ boyutlu yapilar1 I-TASSER

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) in silico tahmin programinda Local

Meta-Threading-Server arayiizii kullanilarak multiple-threading alignment (¢oklu
hizalama) temeline dayanarak olusturuldu. Veritabanlarindaki protein modellerine
homoloji gosteren ve ¢oklu hizalama temeline dayanarak program tarafindan 5 adet
farkli modeller olusturuldu. Genellikle, tahmin programinda proteinlerin iic boyutlu
yapilar1 -5 ve +2 arasinda farkli gilivenirlik skorlarma gore degerlendirilmekte ve en
yiiksek puan daha giivenilir modele isaret etmektedir. Proteinin ikincil yap1 tahminleri
de O ile 9 arasinda skorlanmaktadir ve yliksek skor daha giivenilir yapiy1 ngormektedir.
Protein ¢Oziiniirliik tahminleri 0’dan 9’a kadar; "0" membrana gdmiilii (hidrofobik)
aminoasitleri, "9" ise serbest (hidrofilik) olanlar1 gostermek lizere degerlendirilmektedir.
Modelin B-faktor degeri ise proteindeki aminoasit/atomlarin tahmini termal devinim
(mobility) degerini gostermekte olup, negatif degerlere gidildik¢e yapidaki kararlilik
artisin1 gostermektedir (200).

Proteinin ii¢ boyutlu yapt modeli in silico olarak POR geni normal ve mutant
(p.Pro399_GIn401dup) formlar: i¢in tasarlandi ve PyMOL programinda goriintiilendi.
Ikincil yapi, ¢oziiniirliik, termal devirgenlik analizleri yabanil ve mutant tipler igin
yapildi ve her iki form i¢in FAD domeindeki alfa heliks olusumundaki pP399 ve pM408
aminoasitleri ile domeinin stabilizasyonu ve katlanmasinda 6nemli rolii olan pC437,
pP438 ve pS439 aminoasitlerinin Ca atomlart arasinda mesafe dlgiilerek mutasyonun

ligand-domeine etkisi 6ngoriildi.


https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER
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4. BULGULAR

4.1. YND Teknik Sonuclarima Genel Bakis

lon Torrent platformunda yiiriitilen YND c¢alismasi sonucunda elde edilen
metrik sonuglar, kapsam, derinlik ve varyant saptama bilgileri Tablo 4.1°de
sunulmaktadir.

Tablo 4-1. YND cahsmalarmin Torrent Server ve lon Reporter arayiizlerinden elde edilen
metrik sonuclari.

Degerlendirme parametreleri YND cahismalari
1. 2.
Referans genoma haritalamadan 6nceki metrik degerler
Toplam baz sayist 15G 152G
Toplam okuma sayisi (bg) 6,408,899 7,193,235
Kullanilabilir okuma (%) 72 77
Cipin dolma yiizdesi 80 84
Zenginlestirme yiizdesi 100 100
Klonalite (%) 79 85
Son kiitliphane iiriinleri (%) 90 89
Kontrol fragmanlar (%) 2 2
Adaptor dimerleri (%) 0 2
Diisiik kalite (%) 8 7
Okumalarin aritmetik ortalamasi (bg) 234 211
Okumalarin ortancast (bg) 256 221
Okumalarin taban degeri (bg) 321 321
Referans genoma haritalama metrik degerleri
Haritalanan toplam baz 1,44 G 1,46 G
Haritalanan baz (%) 99 99
Haritalanamayan baz (%) 1 1
Okumalarin ortalama dogrulugu (1x) 99,3 99,3
AQ17 kalite skorunda olan baz sayisi 1,37 G 1,38 G
Varyant analizi metrik degerleri
Ortalama derinlik * 632,7 583,3
Gozlenen ortalama varyant 146 145
Diisiik okuma alinan amplikon sayist 5 9
Ortalama No Call varyant sayisi? 946 945

‘hedef genomik bélge ile eslesen bolgelerin kag tekrarla okunmasi
%baz olarak isimlendirilemeyen ve/veya varyant ¢agirma parametrelerini gecemeyen bazlar

4.2. Olgu Sonuclar:

Klinik muayene ve hormonal bulgular ile ayirici tanida non-sendromik CGB
diistiniilen ve calismaya alinan farkl ailelerden 44 indeks olgunun ikisi 46,XX, kirk biri
46,XY, bir olgu ise 47,XXY kromozom kurulusuna sahipti. Calisma grubumuzda
akraba evliligi orani ortalama % 52.3 idi, bunlardan%47.8'i birinci derece kuzen evliligi,

digerleri ise daha uzak akrabaliklardi.
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YND calismasi1 kapsaminda 44 ailenin indeks olgularinda, CGB iliskili 31 genin
biitiin ekzonlarini ve ekzon/intron sinirlarina tasarlanan hedefe yonelik YND paneli ile
calisildiktan sonra yapilan biyoinformatik analizlerde, 17 olguda 8 farkli gende
(HSD17B3, DHH, NR5A1, LHCGR, WT1, POR, ZFPM2 ve HOXA4) farkli mutasyon

saptandi.

Olgular CGB’lerin Chicago siniflamasi temel alinarak 46,XY CGB ve 46,XX
CGB olmak {izere iki temel grupta degerlendirildi. 46,XY CGB olgulari; i) gonadal
gelisim kusurlari, i) androjen sentez bozukluklar, iii) androjen islev kusurlar: ve iv)

izole (hipospadias, kriptorsidizm vb)olmak tizere gruplandirildi.

4.2.1. 46,XY CGB'li Olgularin Fizik Muayene, Hormonal Bulgular1 ve Genetik
Analiz Sonuglari

4.2.1.1. Gonadal Gelisim Kusurlari

Bu grupta yer alan toplam 6 olgunun demografik, klinik, hormonal, goriintiileme
bulgular1 Tablo 4.2'de ve saptanan genetik varyantlar ve degerlendirilmeleri Tablo 4.3'
de topluca gosterildi. Olgularin birinde (Olgu 4) daha 6nce tanimlanmig bir mutasyon,
5’inde ise (Olgu 1-3, 5 ve 6) ilk defa bu ¢alismada saptanan (novel) ve in silico analiz
programlarinda hastalik iligkili olarak dngoriilen varyant saptandi. Olgu ve ailelerine ait
aile agaci, YND temelli panel gen testi ile saptanan degisimlerin IGV goriintiileri ile

Sanger dogrulama ¢alismalarinin elektroferogram goriintiileri ve MLPA analiz

gorintiileri olgu bazinda gosterildi.
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Tablo 4-2. 46,XY Gonadal gelisim bozuklugu olan olgularin basvuru yasindaki fizik muayene, hormonal ve goriintiileme bulgulari

Basvurudaki yasi
Basvuru nedeni
Yetistirilen cinsiyet
Akraba evliligi
Ailede etkilenmis
olgu

Agirhik /SDS

Boy / SDS

Dismorfik /eslik eden
diger sistem bulgulari

Dis Genital
Fallus boyu
Hipospadias
Testisler (sag/sol)

EMS skoru
Gonadektomi
Histopatoloji

Ayiricl tani

Olgu 1.
(DSD#1)

1

Kuskulu genitalya
erkek

1°kuzen

+

8,75/-1,2
74/-0,9

Yiiksek damak, tist
dudak cupit's bow
seklinde, bil. hokey
cizgisi

kuskulu

1,2

Bil. inguinalde

T 1/1ml

3

LH Duyarsizlig:

Olgu 2.
(DSD#2)

13
Hipospadias
erkek
1°kuzen

39,9/-11
167/-1,2
yok

erkek
6
glanduler

Bil. skrotumda
T 3/3ml
4

46,XY CGB

Olgu 3.
(DSD#3)

YD

Kuskulu genitalya
erkek

1,5°kuzen

+

2,7/-14
475/-11
yok

kuskulu

1,5
penoskrotal
Bil. inguinalde
T 0,5/0,5ml

5

PARK

Olgu 4.
(DSD#4)

26/12

Kuskulu genitalya
erkek

2°%kuzen

6,2/ 0,2
59,3/-0,2

Hipertelorizm,basik burun
kokii

kuskulu

dorsal 3/ ventral 1
penoskrotal

Palpe edilemedi

6
*

46,XY TGD

Olgu 5.
(DSD#5)

12/12
Hipospadias
erkek

yok
+

11,2/04
81/05
yok

erkek
2,5
glanduler

Bil. skrotumda
T 2/2 ml
8

PARK

Olgu 6.
(DSD#6)

48/12

Kuskulu genitalya
kiz
yok

16,1/-1,0
104,5/-1,0
2. -3. ayak parmaklar1

arasinda parsiyel
sindaktili

disi
15

3

+

Bil. immatiir testis
dokusu, tuba +epididim
46,XY TGD



(devam:)

LH (mIU/ml)
FSH (mIU/ml)
Testosteron (ng/ml)

17-OH PG (ng/ml)
Kortizol (ng/dl)
inhibin-B (pg/dl)
AMH (ng/ml)
Androstenedion
(ng/ml)

Uyarilmus T (ng/ml)
T/DHT

T/IAS

Pelvik USG

1,33
1,97
0,34

0,2
11
N

<0,3

0,3

0,17

N

Wolf yapilari (+)
Testis (+/+)

0,5
1,7
0,26

21,3

3,08
Wolf yapilar1 (+)
Testis (+/+)

294

14,4

1,24
Mini-puberte
23

14,7

1
N

1,48
21,3

Testis (+/+)

6,1

5,6

1,44
Mini-puberte

1,35
55

Uterus (+)
Sag testis (+)

tam gonadal disgenezi (TGD), parsiyel androjen resptor kusuru (PARK), normal deger araliginda (N)

* Laparoskopik eksplorasyon yapilmus, sag ve sol testis renal 10jda bulunarak skrotuma fikse edilmistir.

149
N
Testis (+/+)

1,6
21,3
0,03

0,57

— — —

0,22

Testis (+/+)
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Tablo 4-3. 46,XY Gonadal gelisim bozuklugu olan olgularin genetik analiz sonuclari.

Karyotip

Gen

Referans transkipt
Ekzon

Zigozite

Niikleotid

Protein

id dbSNP / HGMD
Varyant sikhgi

Referans
Mutation Taster

PolyPhen-2
(Hum Var)

In silico analizler

Provean
SIFT

P334
A3(Gon.Dev)

P185 C2
(Intersex)

MLPA

1. Royer-Pokora (2004) Am J Med Genet 127A: 249 PubMed: 15150775; 2. Barrera (2016) Science 351: 1450 PubMed: 27013732

Olgu 1.
(DSD#1)
46,XY

DHH
NM_021044.2
3

Hom.
c.1146G>A

p.Trp382*

Bu ¢alisma
disease causing
(0.99)

Olgu 2.
(DSD#2)
46,XY
ZFPM2
NM_012082.3
3

Het.
€.286G>T

p.Asp96Tyr

ExXAC
0.000003/1
GME Variome
0.0035

Bu ¢alisma
disease causing
(0.99)

Benign
(0.37)
Neutral
Damaging

N

Olgu 3.
(DSD#3)

46,XY

DHH
NM_021044.2
lve3

Hom. ; Hom.
Ekz.1°de ¢.71G>C;
Ekz.3’dec.1063C>T
p.Gly24Alg;
p.Arg355Cys

EXAC
0.00002/1;

Bu ¢alisma

disease causing
(0.99);

disease causing (0.99)
Probably damaging
(0.99); Probably
damaging (0.73)

Deleterious; Neutral
Damaging; Tolerated

N

Olgu 4.
(DSD#4)
46,XY

WT1
NM_024426.4
9

Het.
€.1385G>T

p.Arg462Leu

CM041493

Taniml (1, 2)

Olgu 5.
(DSD#5)
46,XY

NR5A1
NM_004959.4
4

Het.
c.247G>T

p.Val83Leu

Bu ¢alisma
disease causing
(0.99)

Possibly damaging
(0.84)

Deleterious
Damaging

N
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Olgu 6.
(DSD#6)
46,XY

NR5A1
NM_004959.4
3

Het.
c.151G>T

p.Glus1*

rs775441984

EXAC
0.00002/1

Bu ¢alisma
disease causing
(1.0)
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Aile(DSD#1): Aile agaci, indeks (II-1)'e ait panel-gen testinde saptanan DHH

€.1146G>A (p.Trp382*) homozigot mutasyonunun IGV goriintiisii ve Sanger

dogrulamasi; etkilenmis kardesinde (II-2) ayni mutasyonun homozigot formda

elektroferogram goriintiisii, indekse ait MLPA (P334 A3 ve P185 C2 problari ile normal

sonug) analiz gorlintiileri
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F185_C2_1015INTERSEX

1% kuzen

-+

-1

/Al

=
n

FEHECL B TP h

[] 3

ZFPM2;c,286G:T [p.Asp 96 Tyr)

..x’l. I'... .-!II II'-...JI WAL II' ; 'I !.i'l III.

Aile(DSD#2): Aile agaci, indeks (II-1)'e ait panel-gen testinde saptanan ZFPM2
€.286G>T (p.Asp96Tyr) heterozigot mutasyonunun IGV goriintiisii ve Sanger

dogrulamasi; olgunun anne (I-1) ve babasinda (I-2) segregasyon analizi, indekse ait
MLPA (P334 A3 ve P185 C2 problar1 ile normal sonug) analiz goriintiileri
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159 kuzen
O=

1 2

&)l%é -

PIS5_C2_I0ISINTERSEX

Hipospadias, noere.

krigtorsidizm
- — -
— .
—
W
e

DHH; c.1063C>T p. Arg355Cys

i
AN

Aile(DSD#3): Aile agaci,

indeks (II-6)'e ait panel-gen testinde saptanan DHH

€.71G>C(p.Gly24Ala) ve ¢.1063C>T (p.Arg355Cys) homozigot mutasyonlarinin 1IGV
goriintlisli ve Sanger dogrulamast; indekse ait MLPA (P334 A3 ve P185 C2 problart ile

normal sonug) analiz goriintiileri
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Aile(DSD#4): Aile agaci, indeks (II-5)'e ait panel-gen testinde saptanan WT1
€.1385G>T (p.Arg462Leu) heterozigot mutasyonunun IGV goriintiisii ve Sanger
dogrulamasi; indekse ait MLPA (P334 A3 ve P185 C2 problari ile normal sonug) analiz

goriintiileri
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NR5AI1; ¢.247G>T (p.Val83Leu)

A

Aile(DSD#5): Aile agaci, indeks (II-1)'e ait panel-gen testinde saptanan NR5A1

c.247G>T (p.Val83Leu) heterozigot mutasyonunun IGV goriintiisii ve Sanger
dogrulamasi; olgunun etkilenmis babasinda ayni degisimin elektroferogram goriintiisii,

indekse ait MLPA (P334 A3 ve P185 C2 problari ile normal sonu¢) analiz goriintiileri
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Aile(DSD#6): Aile agaci, indeks (II-2)'e ait panel-gen testinde saptanan NR5A1
€.151G>T (p.Glu51*) heterozigot mutasyonunun IGV goriintiisi ve Sanger
dogrulamasi; indekse ait MLPA (P334 A3 ve P185 C2 problari ile normal sonug) analiz

goriintiileri
1 o - 0 ) G G O o]

© p.Glusl* pVal83Leu

®o'e !
13 112 225 458
%* > .
[ Nt DBD | Mentese I LBD ct
_—

P kutusu T kutusu AF-1 AF-2

Sekil 4-1. NR5A1 geninde saptanan mutasyonlarin protein iizerindeki (Q13285,
NP_004950) yeri.
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4.2.1.2. Androjen Sentez Bozukluklar

Bu grupta yer alan toplam 10 olgunun demografik, Kklinik, hormonal,
goriintileme bulgular1 Tablo 4.4'de ve saptanan genetik varyantlar ve
degerlendirilmeleri Tablo 4.5' de topluca gosterildi. Olgularin dordiinde (Olgu 7,8,11 ve
15) daha once tanimlanmis, bir olguda (Olgu 14) biri tanimli ve biri daha Once
tamimlanmamus birlesik heterozigot, 5’inde ise (Olgu 9,10,12,13 ve 16) ilk defa bu
caligmada saptanan ve in silico analiz programlarinda hastalik iliskili olarak 6ngoriilen
varyant saptandi. Olgu ve ailelerine ait aile agaci, YND temelli panel gen testi ile
saptanan degisimlerin IGV gorintileri ile Sanger dogrulama ¢alismalarmin

elektroferogram goriintiileri ve MLPA analiz goriintiileri olgu bazinda gosterildi.



Tablo 4-4. 46,XY Androjen sentez bozuklugu olan olgularin bagvuru yasindaki fizik muayene, hormonal ve goriintiileme bulgulari.

Basvurudaki

yasi
Basvuru nedeni

Yetistirilen
cinsiyet

Akraba evliligi
Ailede
etkilenmis olgu
Agirhik /SDS
Boy / SDS
Dismorfik /eslik
eden diger
sistem bulgulari

Dis Genital
Fallus boyu

Hipospadias
Testisler
(sag/sol)

EMS skoru
Gonadektomi
Histopatoloji

Ayiricl tani

Olgu 7.
(DSD#7)
3

Kuskulu
genitalya
kiz

1°kuzen
+

12 /-1,0
98,3/0,4
yok

disi

Sol:
inguinalde,
2 ml/ Sag:
nonpalpabl
2

+

Immatiir
testis
dokusu

LH
duyarsizlig

Olgu 8.
(DSD#8
3

Kuskulu
genitalya
kiz

1°kuzen

13,5/-0,7
98,5/0,4
yok

disi
13

Bil.inguinalde

3

+

diffiiz Leydig
hiicre
hiperplazisi
173-OH
steroid red.
eksikligi

Olgu 9.
(DSD#9)
17

Primer
amenore
kiz

1°kuzen
+

54,8/-0,1
162,7/-0,1
yok / astim

disi

dorsal 2,5/
ventral 2
Bil.skrotumda
T1/1 ml

17p-OH
steroid red.
eksikligi

Olgu 10.
(DSD#10)
YD

Hipospadias
erkek

1°kuzen
+

4,2/0,2
54,210,6
yok

erkek
15

penoskrotal
Bil.skrotumda
T1/1ml

LH
duyarsizlig

Olgu 11.
(DSD#11)
15

Primer
amenore
kiz

1°kuzen

61,6/-0,1
161,3/-1,3
Hipotelorizm,
bil.
klinodaktili /
astim

disi

Palpe
edilemedi

0
+

Immatiir
testis dokusu

LH
duyarsizlig

Olgu 12.
(DSD#12)
6

Kuskulu
genitalya
kiz

1°kuzen

26,9/1,4
118,4/0,0
yok / astim

disi

Bil.inguinalde
T1/1ml

2
+

Immatiir
testis dokusu

17B-OH
steroid red.
eksikligi

Olgu 13.
(DSD#13)
8

Kuskulu
genitalya
kiz

2°kuzen
+

31/15
137/1,9
asag1 cekik
palpebral
fissurlar, bil.
hallux valgus
disi

15

Bil.inguinalde
T1/1ml

17a-
hidroksilaz
eksikligi

Olgu 14.
(DSD#14)
7

Hipospadias
erkek

1,5°kuzen

21,5/-0,7
126,5/0,8
yok

erkek
4

penoskrotal
Sol:
inguinalde,
2 ml / Sag:
nonpalpabl
1

Testosteron
sentez
kusuru

Olgu 15.
(DSD#15)
0,5

Kuskulu
genitalya
kiz

1°kuzen

7,0/-1,0
65,6 /-0,7
yok

disi

Bil.inguinalde

4
+

Immatiir testis
dokusu

LH
duyarsizlig

87

Olgu 16.
(DSD#16)
8

Kuskulu
genitalya
kiz

1.5°kuzen
+

22,1 /-0,5
125,3/-0,3
Molar
hipoplazi

disi

Bil.inguinalde
T 0,5/0,5 ml

2
+

Immatiir
testis dokusu

LH
duyarsizlig



(devami)

LH (mlu/ml)
FSH (mlU/ml)
Testosteron
(ng/ml)

17-OH PG
(ng/ml)
Kortizol (ng/dl)
inhibin-B
(pg/dl)

AMH (ng/ml)
Androstenedion
(ng/ml)
Uyarilmus T
(ng/ml)

T/DHT

T/IAS

Pelvik USG

0,6
2,6
0,03

1,37

12,8
222

>44
4,18

0,09

Miiller

yapilari (-)
Testis (+/+)

0,1
0,03

1,9

0,42
0,17

<0,8
Miiller

yapilari (-)
Testis (+/+)

27,95
25,42
1,2

1,5

14,34
155

34,72
9,45

42

<0,8
Miiller
yapilari (+)
Testis (+/+)

1,55
11,42
0,42

20
286

>20

<0,01

<0,8
Miiller

yapilari (-)
Testis (+/+)

29,3
18,4
0,03

0,76

75

17,03
0,40

0,03

Miiller

yapilari (-)
Testis (+/+)

1,1
4,4
<0,02

0,7

19,6
130

\
0,48

<0,02

<0,8
Miiller

yapilari (-)
Testis (+/+)

0,115
2,66
0,03

19,5

27,5
0,2

Miiller

yapilari (-)
Testis (+/+)

0,4
1,47
0,26

1,17

10,4
92.0

2,0
0,482

0,58
60

8,3
Testis (+/+)

0,1
0,3
1,70

43

11,6
373

49
Miiller

yapilari (-)
Testis(+/-)

88

0,147
13
0,03

Miiller

yapilari (-)
Testis (+/+)



Tablo 4-5. 46,XY Androjen sentez bozuklugu olan olgularin genetik analiz sonuclari.

Karyotip
Gen
Referans
transkipt
Ekzon
Zigozite
Niikleotid

Protein

id dbSNP /
HGMD
Varyantin
sikhig1
Referans
Mutation
Taster

PolyPhen-2
(Hum Var)

Provean
SIFT

P334 A3
(Gon.Dev)

P185 C2
(Intersex)

In silico analizler

MLPA

Olgu 7.
(DSD#7)
46,XY
HSD17B3
NM_000197.1

3

Hom.
Cc.277G>A

p.Glu93Lys

CM173149

N

Olgu 8.
(DSD#8)
46,XY
HSD17B3
NM_000197.1

Intron 3

Hom.
C.277+4A>ST

CS002140

N

Olgu 9.
(DSD#9)
46,XY
HSD17B3
NM_00019
7.1

9

Hom.

¢.639_640in
SA

p.Glu214fs*
4

Bu ¢alisma
disease
causing
(1.0)

N

Olgu 10.
(DSD#10)
46,XY
LHCGR
NM_000233.3

2
Hom.
€.203C>T

p.Ala68Val

TOPMED
0.00003/1

Bu ¢alisma
disease
causing (0.99)

Probably
damaging
(0,99)

Neutral
Tolerated

N

N

Olgu 11.
(DSD#11)
46,XY
LHCGR
NM_000233.3

11

Hom.
c.1435C>T

p.Argd79%*

CM163728

N

Olgu 12.
(DSD#12)
46, XY
HSD17B3
NM_000197.1

2
Hom.
c.167C>T

p.Ala56Val

Bu calisma
disease
causing (0.99)

Probably
damaging
(0,99)

Deleterious
Damaging

N

N

Olgu 13.
(DSD#13)
46,XY

POR
NM_000941.2

11

Hom.
c.1196_1204
dupCCTCGG
AGC
p.Pro399_Gin
401dup

Bu ¢alisma

N

Olgu 14.
(DSD#14)
46,XY
HSD17B3
NM_000197.1

1ve 10
Birlesik Het.
c.
[139A>G];[704
T>C]

p. [Met47Val
;[Met235Thr]
CM1616125;
rs776757787

-, EXAC
0.00002/2

4; Bu ¢alisma
-; disease
causing (0.99)

-; Probably
damaging (0,98)

- ; Deleterious
- ; Damaging

N

N

Olgu 15.
(DSD#15)
46,XY
HSD17B3
NM_000197.1

Intron 10

Hom.
c.607-1G>A

CS941501

N

89

Olgu 16.
(DSD#16)
46,XY
HSD17B3
NM_000197.1

2
Hom.
c.182G>A

p.Gly61Glu

Bu ¢aligsma
disease
causing (0.99)

Probably
damaging
(1.0)

Deleterious
Damaging

N

N

1. Ozen (2017) Horm Res Paediatr 87: 81 PubMed: 27898418; 2. Boehmer (1999) J Clin Endocrinol Metab 84: 4713 PubMed: 10599740; 3. Ben Hadj Hmida (2016)

Fertil SterilPubMed: 27016457;4. Eggers (2016) Genome Biol 17: 243 PubMed: 27899157; 5. Geissler (1994) Nat Genet 7: 34 PubMed: 807563
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Aile(DSD#T7): Aile agaci, indeks (II-3)'e ait panel-gen testinde saptanan HSD17B3

P185_(2_I015INTERSEX

€.277G>A (p.Glu93Lys) homozigot mutasyonunun IGV goriintiisi ve Sanger
dogrulamasi, anne-babasinda segregasyon analizi; indekse ait MLPA (P334 A3 ve P185

C2 problart ile normal sonug) analiz goriintiileri.
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Aile (DSD#8): Aile agaci, indeks (II-3)'e ait panel-gen testinde saptanan HSD17B3

¢.277+4A>T homozigot mutasyonunun IGV goriintiisii ve Sanger dogrulamasi, anne-

babasinda segregasyon analizi; indekse ait MLPA (P334 A3 ve P185 C2 problar ile

normal sonug) analiz goriintiileri



12 kuzen

[]

&)

AVAA'RIRIATS

o

/-,+,i+ 7
| —_—
—_—
J— Jo—
—

HSD1783;c.639_640insA p.Glu214fs

N o
ﬂ \ /\L_;ﬂﬁ

AW |
\/ ~ .'r

i
L

92

Aile (DSD#9): Aile agaci, indeks (II-7)'e ait panel-gen testinde saptanan HSD17B3
€.639_640insA (p.Glu214fs*) homozigot mutasyonunun IGV goriintlisii ve Sanger
dogrulamasi; indekse ait MLPA (P334 A3 ve P185 C2 problari ile normal sonug) analiz

goriintiileri
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Aile (DSD#10): Aile agaci, indeks (II-1)'e ait panel-gen testinde saptanan LHCGR
€.203C>T (p.Ala68Val) homozigot mutasyonunun IGV goriintiisii ve Sanger

dogrulamasi; indekse ait MLPA (P334 A3 ve P185 C2 problari ile normal sonug) analiz

goriintiileri
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Aile (DSD#11): Aile agaci, indeks (II-1)'e ait panel-gen testinde saptanan LHCGR
€.1435C>T (p.Argd79*) homozigot mutasyonunun IGV goriintiisi ve Sanger
dogrulamasi; indekse ait MLPA (P334 A3 ve P185 C2 problari ile normal sonug) analiz

goriintiileri
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Aile (DSD#12): Aile agaci, indeks (II-3)'e ait panel-gen testinde saptanan HSD17B3

P185_C2_1015INTERSEX

c.167C>T (p.Ala56Val) homozigot mutasyonunun IGV goriintiisii ve Sanger
dogrulamasi; indekse ait MLPA (P334 A3 ve P185 C2 problari ile normal sonug) analiz

goriintiileri
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Aile (DSD#13): Aile agaci, indeks (II-7)'e ait panel-gen testinde saptanan POR
€.1196_1204dupCCTCGGAGC (p.Pro399_GIn401dup) homozigot mutasyonunun IGV
goriintiisii ve Sanger dogrulamast; aile igi segregasyon analizi, indekse ait MLPA (P334

A3 ve P185 C2 problari ile normal sonug) analiz goriintiileri
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POR geninde saptanan yeni mutasyonun protein diizeyinde etkisinin in silico
analizi

in silico tahmin programi tarafindan 6ngoriilen modellerden yabanil form i¢in -
0.60, mutant form icin ise -0.54 glivenirlik skoruna sahip olani analiz i¢in secildi ve

PyMOL programinda proteinin her iki formunun {i¢ boyutlu yapist goriintiilendi.

GLU403

|

Sekil 4-2. a)Yabaml form proteinin FMN domeinindeki alfa-heliks (pP399-pM408)
yapisinin ii¢ boyutlu yapis1 b) Mutant proteinin (p.Pro399 GIn401dup)
FMN domenindeki alfa heliksin ii¢ boyutlu yapisi

Proteinin ikincil yapilart yabanil ve mutant formlar i¢in karsilagtirildi.

360 380 480 420 449
I \ | | I
aa dizisi 'EESNKKHPFPCPTSYRTALTYYLDITNPPRTNVLYELAQYASEPSEQELLRKMASSSGEGKELYLSWVVEARRHILATILQDCPSLRPPII

ikincil yap  {€CCCCCCCCCCCCCHHHHHHHSSSCCCCCCHHHHHHHHRHCCCHHHHHHHHHHIC CCCCCHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHCCCCCCCCHE
tahmin skoru '554567?88898619999864563556861?899998?615997886677763|134310399999?876123?59899?32997677895

L
FAD baglama domeini
W FAD

baglanma yeri

360 380 400 420 440
| |
aadizisi EESNKKHPFPCPTSYRTALTYYLDITNPPRTNVLYELAQYASEPSEPSEQELLRKMASSSGEGKEL YLSWYVEARRHILAILODCPSLREP
ikincilyapi  :ccececeeeeeeCCHHEREHRSSSCCCCCHERHRERHRCAC CHHEEERRHEHEL CCCHERHHHRHEHRAACCCCHIEEERACCCCCCC!

tahminskoru ;666788908 6799995327622 68527899999998 33950 788999998 64D2 4577899999998 624897999998 67645880:

Sekil 4-3. Proteinin iist kisimda yabamil ve alt kisitmda mutant formlarimn ikincil
yapilarinin analizi. (H: heliks, S: iplik, C: bobin sarmal yap1)
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Proteinin ¢oziinlirliigli yabanil ve mutant formlar igin karsilastirildi.

360 380 400 420 440

JEESNKKHPFPCPTSYRTALTYYLDITNPPRTNVLYELAQYASEPSEQELLRKMASSSGEGKELYLSWVVEARRHILAILQDCPSLRPPII

3)  |56343423133301012002200101210233003100410636602410340p44544124202410364201000003403104010:
360 380 400 420 440

| | | |
JEESNKKHPFPCPTSYRTALTYYLDITNPPRTNVLYELAQYASEPSEPSEQELLRKMASSSGEGKEL YLSWVVEARRHILATILODCPSLRP
14634342313230101200220010021023300210041043146344124203312343541252025103642000000033031040

Sekil 4-4. Proteinin a) yabanmil ve b) mutant formlarmmin coéziiniirliiklerinin

karsilastirilmasi. (0 skoru membrana gomiilii (hidrofobik) aminoasitleri, 9 skoru ise
serbest (hidrofilik) olanlar1 gdstermektedir)

Proteinin termodinamik olarak termal devinimi (mobility) yabanil ve mutant formlar

i¢in karsilastirildi.

Mormalized B-factor — Helix ® Strand ® Coil »

O ]

-

Hornalized B-factor

(] 100 200 300 0
Nornalized B-factor —— Helix Strand B b idee mambedoll

b)

Mornalized B-factor
e e A

168 208 308 400 508 G

Sekil 4-5. Proteinin a) yabamil ve b) mutant formlarinin termal devinim acisindan
karsilastirilmasi.
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& CYS:440

GLU-401

Sekil 4-6. Proteinin FAD domeininde alfa heliksin baslangi¢c ve bitis aminoasitlerinin
(pP399 ve pM408) Ca atomlar: ile FAD domeininin kararh ii¢ boyutlu yapisinin
olusumunda 6nemli oldugu bilinen pC437, pP438 ve pS439 aminoasitlerinin Co
atomlar arasindaki mesafenin yabaml ve mutant proteinde ol¢iimii (A)



100

* 1.5°kuzen *
I ) 4ﬂ
i /+ 1 - /+ 2
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Aile (DSD#14): Aile agaci, indeks (II-3)'e ait panel-gen testinde saptanan HSD17B3

C.[139A>G];[704T>C] (p. [Met47Val];[Met235Thr]) birlesik heterozigot mutasyonunun
IGV goriintiisii ve Sanger dogrulamasi; aile i¢i segregasyon analizi, indekse ait MLPA

(P334 A3 ve P185 C2 problari ile normal sonug) analiz goriintiileri
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HSD17B3;c.607-1G>A
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Aile (DSD#15): Aile agaci, indeks (II-5)'e ait panel-gen testinde saptanan HSD17B3

€.607-1G>A homozigot mutasyonunun IGV goriintiisii ve Sanger dogrulamasi; indekse
ait MLPA (P334 A3 ve P185 C2 problari ile normal sonug) analiz goriintiileri



F185_C2_I1015INTERSEX

O

157 kuzen
ﬂ

HSD17B3: ¢.182G>A (p.Gly61GIu)

| W
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Aile (DSD#16): Aile agaci, indeks (II-1)'e ait panel-gen testinde saptanan HSD17B3

€.182G>A (p.Gly61Glu) homozigot mutasyonunun IGV gériintlisii ve Sanger
dogrulamasi; indekse ait MLPA (P334 A3 ve P185 C2 problari ile normal sonug) analiz

goriintiileri
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4.2.1.3. izole Kriptorsidizm, Hipospadias

Bu grupta tek olgunun (Olgul7) demografik, klinik, hormonal, goriintiilleme
bulgular1 Tablo 4.6a'da ve saptanan genetik varyantlar ve degerlendirilmeleri Tablo
4.6b'de topluca gosterildi. Olguya ait aile agaci, YND temelli panel gen testi ile
saptanan degisimin IGV goriintiisii ile Sanger dogrulama ¢alismasinin elektroferogram
goriintiisii ve MLPA analiz goriintiisii olgu bazinda gosterildi.

Tablo 4-6. 46,XY izole kriptorsidizm/hipospadias olan olgunun a) basvuru yasindaki fizik
muayene, hormonal ve goriintiileme bulgular1 b) genetik analiz sonucu

Testis (+/-)

a) Bagvurudaki yasi YD b) Karyotip 46, XY
Basvuru nedeni Bil kriptorsidizm Gen HOXA4
Yetistirilen cinsiyet erkek Referans NM_002141.4
Akraba evliligi yok transkipt
Ailede etkilenmis olgu Yok Ekzon 1
Agirhk /SDS 15 (1,20) Zigozite Het.

Boy / SDS 95 (1,81) Niikleotid c.9G>T
Dismorfik / eslik eden  Hafif yiiksek Protein p.Met3lle
diger sistem bulgular1 ~ damak, <6 cafe au id dbSNP / rs141143994
lait lekeleri HGMD

Dis Genital erkek Varyantin sikligi  EXAC
Fallus boyu 5 cm, fimozis 0.0002/14
Hipospadias penoskrotal GO-ESP

: 5 0.00008/1
Testisler (sag/sol) -
EMS skoru 3 Referans Bu galisma

: « Mutation disease causing

vetium -

P ) e —— < PolyPhen-2  Probably
Ayiricl tani Bil. kriptorsidizm = damaging
LH (mIu/ml) 0,35 ) (Hum Var) (0.98)

FSH (m1U/ml) 1,66 = Provean deleterious
Testosteron (ng/ml) 0,025 S SIET damaging
17-OH PG (ng/ml) 1,43

Kortizol (ng/dl) 6,09 P334 A3 N
Inhibin-B (pg/dl) - E (Gon.DeV)

AMH (ng/ml) - -

Androstenedion <0,30 = P185C2 N
(ng/ml) (Intersex)

Uyarilmis T (ng/ml) 8,13

T/DHT 140

T/IAS -

Pelvik USG Miiller yapilari (-)
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< T c A T G G
HOXA4; ¢.9G>T (p.Met3lle)

\ ‘ A
/\/ WA

Aile (DSD#17): Aile agaci, indeks (II-1)'e ait panel-gen testinde saptanan HOXA4

P185_C2_1015 INTERSEX

€.9G>T (p.Met3lle) heterozigot mutasyonunun IGV goriintiisii ve Sanger dogrulamasi;
aile ici segregasyon analizi, indekse ait MLPA (P334 A3 ve P185 C2 problar1 ile normal

sonug) analiz goriintiileri
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4.2.2. Sanger Dizileme Teknigi ile Dogrulanamayan ve Aile Ici Segregasyon Analizi
Ile Tesadiifi Olarak Degerlendirilen YND Sonuclar:

P334_A43_0615 GONADAL DEVELOPMENT

PIS5_C2_1015INTERSEX

MAP3K1; c.B0G>A p.Gly27 Asp

¥

SD ile dogrulanamayan olgu ornegi (Olgu 22), panel-gen testinde saptanan
MAP3K1 ¢.80G>A (p.Gly27Asp) heterozigot degisimin IGV goriintiisii ve SD

ile dogrulama c¢alismast

1 3
-
—
el
HESES
#
3
a—— Ee—
"354_A3_0615 GONADAL DEVELOPAMENT
B e = —_—
NR5AL 8_SinsG
PI85_C2_1015INTERSEX ¢

SD ile dogrulanamayan olgu 6rnegi (Olgu 23), panel-gen testinde saptanan

NR5A1 c.*8 9insG degisimin IGV goriintiisii ve SD ile dogrulama ¢aligmasi
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s P185_C2_1015 INTERSEX

Olgu 18’de MAP3K1 geninde ekzon 10’da heterozigot saptanan 1892T>C
(p-Val631Ala, rs747821377) varyant1 veritabanlarinda ¢ok nadir olarak bildirilmistir
(ExAc’de 60 306 bireyin birinde heterozigot) ve in silico analizlerinden PolyPhen
“zararsiz”, SIFT “zarali” tahmini vermektedir. Aile ¢alismasinda olgunun annesinde
saptanmayan, saglikli baba da heterozigot olarak gdsterilen bu degisim, hastalikla

segrege olmadigindan tesadiifi nadir bir polimorfizm olarak degerlendirilmistir.



Tablo 4-7. YND ile Mutasyon Saptanmayan Olgular
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Olgu

18

19

20

21

22

23
24

25

26

27
28
29

30

31

Karyotip Akrabalikk CGB iliskili saptanan bulgular

46,XY

46,XY

46,XY
46,XY

46,XY
46,XX
46,XY

46,XX

46,XY

46,XY
46,XY
47 XXY

46,XY

46,XY

1° kuzen

1° kuzen

2° kuzen

1° kuzen

2° kuzen

2° kuzen

Tam gonadal disgenezi

Bil. Kriptorsidizm A/T: Gonadal disgenezi

Gecikmis ergenlik, A/T: Ovotestikiiler
CGB

Penoskrotal hipospadias, skrotal
hiperpigmentasyon

Primer gonadal yetmezlik, geg testikiiler
regresyon

Kliteromegali, A/T: Ovotestikiiler CGB

Penoskrotal hipospadias

A/T: Ovotestikiiler CGB

LH duyarsizligi, hipogonadotropik
hipogonadizm

Bifid skrotum, penoskrotal hipospadias,
hidrosel

Prematiir adrenars

Penoskrotal hipospadias
Penoskrotal hipospadias

Penoskrotal hipospadias, mikropenis

Ek bulgular

yok

yok

yok
yok

yok
yok
yok

yok

yok

yok
FMF
yok

Fasiyal
dismorfizm

yok

YND oncesi
tetkikler

MLPA: N

MLPA: N

MLPA: N

AR ve SRD5A2 dizi: N
MLPA: N

MLPA: N
MLPA: N
MLPA: N

SRY dizi: N
MLPA: N
SRD5A2 dizi: N
MLPA: N
AR ve SRD5A2 dizi: N
MLPA: N
MLPA: N
AR ve SRD5A2 dizi: N
MLPA: N
AR dizi: N
MLPA: N
AR ve SRD5A2 dizi: N
MLPA: N

lon Torrent
Panel-gen testi sonucu *  platformunda
CNV analizi
MAP3K1 ¢.1892T>C N
(p.-Val631Ala) het.
N N1
N N
N N
N N
N N
N N
PORCc.461A>T
(p-Aspl54Val ) het. N 2
N N
N N1
N N
N N
N N
N N
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32

33
34

35

36

37
38

39

40

41

42

43

44

46,XY

46,XY
46,XY

46,XY

46,XY

46,XY
46,XY

46,XY
46,XY
46,XY

46,XY

46,XY

46,XY

2.5° kuzen

1° kuzen

Penoskrotal hipospadias

Penoskrotal hipospadias

Penoskrotal hipospadias

Penoskrotal hipospadias

Glandiiler hipospadias

Mikropenis, hipospadias
Penil hipospadias

Penoskrotal hipospadias
Penoskrotal hipospadias, sag kriptorsidizm
Glandiiler hipospadias, bifid skrotum

Penil hipospadias, kriptorsidizm
Inkomplet maskiilinizasyon, bifid skrotum

Mikropenis, skrotal hipoplazi,
kriptorsidizm

yok

Hipoglisemi,
gastrik
hemoraji,
konviilziyon
Hipoglisemi,
hipotiroidi
yok
yok

yok
yok
yok

yok

YDD, sag
renal agenezi,
ASD/VSD
Hafif
hipotoni,
dismorfizm

AR ve SRD5A2 dizi: N
MLPA: N

MLPA: N
AR ve SRD5A2 dizi: N
MLPA: N

SRY ve SRD5A2 dizi: N
MLPA: N

MLPA: N

MLPA: N
MLPA: N
AR dizi: N
MLPA: N

AR ve SRD5A2 dizi: N
MLPA: N

AR ve SRD5A2 dizi: N
MLPA: N

SRD5A2 dizi: N

MLPA: N

MLPA: N

MLPA: N

z2 Z2Z2 Z

2

N

z2 Z2Z2 Z

2

N

*Panel-gen testinde mutasyon saptanmayan veya kalitim modeli OR olup sadece tek allelde mutasyon gosterilen olgularda panel-gen testinin kapsamadigi alanda kalan

O6nemli gen bolgeleri (POR ekzon 10, 12 ve 16; MAP3K1 ekzon 1,4 ve 17; XX genotipli olgularda WNT4 ekzon 1) Sanger Dizileme teknigi ile incelendi.

1 Bu olgularda CNV analizi sonucunda CBX2 (17¢25.3) geninde 6.923 kb'lik (GRCh38: 79778163-79785086)x1 heterozigot delesyon saptanmis, kalittmla uyumlu

olmadig ve veritabanlarindaki inceleme sonucunda "zararsiz" degisim olarak degerlendirilmistir.

2Bu olguda CNV analizi sonucunda SOX3 (Xq27.1) geninde 1.473 kb’lik (GRCh38: 140503615-140505088)x1 heterozigot delesyonu saptanmis, gergek zamanl PZR ile

yapilan dogrulama ¢alismasinda herhangi bir kopya say1 degisimi bulunamamustir (Sekil 4-7).



scale 1 kb} { hg3&

chrK: 149,503,500| 148,504, 60| 148,504,508 148,505, boa|
GENCODE w24 Conprehensive Transcript Set (only Basic displaged by default)

S0K3 e}

HCBI RefSeq genes, CHPated and predictad $ots (NM_s, XM_s, NR_®, XR_&, and YP_4) - AMNOTATion Release §H17-07-13
chrx 3043 o)

500,500 140,501,000 140.501.800
I !

1
251 Prabang Coverage Ratio (seg)
285
& 2 - o
%.s
=
s

Proband Variants vef)

Reference

BS0_HOTSPOTS v2 bed

DSD_HYPSPDS_|AD111403 157 Designed_HG38bed

GRCN3E_Cosmic_v7Svef

GRCN3S._clinvar_20160205vef

Preferred Transcripts (RefSeqv72)

a) Confidence filter: 10
MAPD filter: 0,3

Sekil 4-7. a) lon Reporter CNV analizi sonucunun IGV goriiniimii, b) Dogrulama calismasi, gercek zamanh PZR ¢alismasi

AACT analiz goriiniimii (Olgu 25).

Ralative Normalized Exprassion

SOX3_EX1_1

Target
== Contral o Case 25

S0X3_EX1_4
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5. TARTISMA

Cinsiyet gelisim bozukluklar1 (CGB) tek gen veya kromozomal anomalilere bagl
olarak gonadal ve anatomik cinsiyetin uyumsuz olarak gelistigi konjenital durumlar
tanimlamakta olup, tiim yenidoganlarin %1.7'de goriilmektedir. Hafif hipospadiasdan siipheli
genital yapiya ve gonad gelisim anomalilerine bagli tam cinsiyet doniisiimiine kadar genis
spektrumda gozlenir ve insidanst 1/5500 olarak bildirilmektedir. Ayrica hipospadias,
kriptorsidizm, mikropenis ve belirgin disi dis genital yapisina ragmen virilizasyon goriilen
olgular da goz Oniine alindiginda siklik artmaktadir. Yeni siiflandirmaya gore 46,XX CGB,
46,XY CGB ve cinsiyet kromozom anomalilerine bagli CGB olmak iizere tanimlanmuistir.
Cinsiyetin anormal gelisimi, gonadal gelisim bozukluguna, androjen sentezi veya etkisindeki
bozukluklara, cevresel faktorlerin de icinde yer aldigi bir¢ok nedene baglidir. CGB'ler
yenidoganin acil sorunlart arasinda yer almakta olup, erken tani yasam kalitesi, ruhsal durum
ve genetik danigma agisindan 6nem tasir. Kuskulu dis genital yapi ile dogan bebeklerde cinsel
kimligin belirlenmesinde dis genital goriiniimiin yani sira kromozomal cinsiyet, gonadlarin
over veya testis yoniinde farklilasmis olmasi, i¢ genital yapi, hormonlarin salgilanmasi ve
etkisinin arastirilmasi 6nemlidir.

46,XY karyotip kurulusu olan yenidoganlarin yaklasik 1/300'de dis genitalyanin
gelisiminde kusur vardir ve %80'1 erkek olarak yetistirilir. Bu olgularin yaklasik %50'sinde ise
hipospadias goriilmektedir (201). 46,XY CGB'lerine ve gonadal gelisim bozukluguna yol
actig1 bilinen bir¢ok tek gen ve kromozomal mutasyonlar tanimlanmistir. WT1, NR5A1L, SRY,
SOX9, ARX, ATRX genlerindeki mutasyonlar disgenetik testis gelisimine neden olmanin yan1
sira. WAGR, Denys-Drash, Kampomelik Displazi, alfa talasemi - mental retardasyon gibi
sendromlara da neden olmaktadir. DAX1 ve WNT4 genleri iceren duplikasyonlarin hem
disgenetik gonad gelisimine hem de mental retardasyona sebep oldugu bilinmektedir.
Gonadlarda gelisim bozukluguna yol agmadan i¢ ve/veya dis genital organlarda anatomik
kusurlarla kendini gosteren Smith-Lemli-Opitz, Persistan Miiller Kanal, Robinow, Aarskog ve
popliteal pterygium sendromlar1 da 46,XY CGB sebepleri arasindadir (202).

46,XX CGB'lerin en yaygin genetik nedeni ise 21-hidroksilaz eksikligine bagh
KAH'dir. SRY genini igeren translokasyonlar, SOX9 ve RSPO1 genlerini igine alan
duplikasyonlar ve nokta mutasyonlari, MURCS (Miilleriyan agenezi, renal ve serviko-torsikal
vertebra anomalileri), McKusick Kaufman ve kloaka anomalileri 46, XX CGB nedenlerine

ornek olarak gosterilebilir (129).
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CGB iliskili genlerin biiylik cogunlugu DNA dizi analizi ile saptanabilen mutasyonlar
(yanlig anlamli, anlamsiz, kiiciik del/dup, kirpilma hatasi) olsa da, literatiirde DMRT1, FGFO9,
NROB1, NR5A1, SOX3, SOX9, SRY ve WT1 genlerinde biiylik delesyon ve duplikasyonlar da
gosterilmistir (203). Biiyiilk delesyon tipi mutasyonlar homozigot formda PZR iiriinii
vermemesi sonucu indirekt olarak tahmin edilse de, giinlimiizde bu tip mutasyonlar gergek
zamanli PZR, MLPA, microarray, FISH gibi farkli yontemlerle gosterilebilmektedir. Dizi
kapsamindaki bolgelerde biiyiik delesyon/duplikasyon gibi yapisal anomalilerin YND analizi
siirecinde saptanabilmesi icin, uygun kontrol Ornegi verilerinden olusturulan referans
kullanilarak istatistiksel hesaplamaya dayali karsilastirma ¢alismalari ile kopya say1 varyant
(CNV) farkliliklarin1 gosterebilen yeni biyoinformatik analiz yontemleri gelistirilmektedir.

Bu tezinamaci, non-sendromik CGB bulgusu olan olgu grubumuzda tan1 amagli hedef
genlerin  YND tabanli 6zgiin tasarlanmig panel-gen testi ile dizilenmesinin, biiyiik
delesyon/duplikasyonlarin arastirilmasinda MLPA yontemi ve YND dizileme ile elde edilen
verilerle yapilan CNV analizlerinin etkinligini arastirmaktir.

Bu kapsamda, non-sendromik CGB iliskili genlerin kodlayan bolgelerini ve ekzon-
intron sinirlarin1  kapsayan YND tabanli panel-gen testinden elde edilen verilerin
degerlendirilmesi, klinik 6nemi oldugu diisiiniilenlerin 6zgiin primerler tasarlanarak Sanger
dizi ile dogrulanmasi, olanakli olan ailelerde segregasyon analiz sonuglarinin irdelenmesi,
herhangi bir mutasyon/varyant iliskisi saptanmayanlarda panelin tasarim geregi kapsam dis1
biraktig1 bolgelerin 6zgiin tasarlanan primerler kullanilarak Sanger dizileme ile incelenmesi
gerceklestirildi. Fenotiple iliskisi bilinen 15 farkli gendeki olasi biiyliik delesyon ve
duplikasyonlar i¢in kullanilan MLPA yonteminin molekiiler taniya katkis1 degerlendirildi.
YND platformununhedeflenen tiim genler igin CNV analizlerindeki etkinligi arastirildi.
Ayrica yeni kodlayan bolge mutasyonlarinin, {i¢ boyutlu simiilasyon modelleme ile protein
yapisinda olusmasi1 beklenen yapisal farkliliklar incelendi. CGB’nin molekiiler genetik
tanisinda, SD yontemi ile her bir genin tek tek dizilenmesi yiiksek maliyetli ve teknik agidan
uzun siirmesi nedeniyle tercih edilmemektedir. Genetik heterojenite (genetik etiyolojisinde
coklu genin sorumlu olmasi) gosteren hastaliklarda veya biiylik genlerin incelenmesi gerektigi
durumlarda hizli tan1 ve uygun maliyet saglamasi agisindan YND teknolojisi uygun
yaklasimdir. YND teknolojisi, diisiik oranli mozaisizmleri de tanima olanagi avantaji
verirken, kiitiiphanenin hazirlanmasi ve biyoinformatik analizlerin tasarimima bagli olarak
daha biiyiik yapisal anomalileri saptama 6zelligi degiskenlik gostermektedir. Bu yontemle
tekrar dizi bolgelerindeki artiglar, tek yonli ve diisiik kapsamda dizilenmis bolgelerdeki

varyantlarin saptanamamasi teknigin duyarliligini diistirmektedir. YND teknigi kulanilarak
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yapilan tani testlerinde belirli sayida ornekle yapilan validasyon caligmalari sonuglarin
dogrulugu agisindan o6nemlidir (204). YND c¢alismasinda kullanilan panelin validasyon
caligmalar1 tamamlanmamis oldugundan saptanan tiim iligkili varyantlar, 6zellikle diisiik
okuma bolgelerindeki patojenik olma siiphesi olan varyantlarin ve indel’lerin mutlaka SD ile
dogrulanmasi gerekir. Nitekim c¢alismamizda iki olguda YND ile saptanan iki farkli degisim
SD ile dogrulanamamistir. Bu degisimlerden biri MAP3K1 geninde YND calismasinda ekzon
1’de ¢.80G>A degisimi idi ve veritabanlarinda daha once tanimlanmamis ancak, in silico
tahmin programlarinin patojenik olarak degerlendirdigi bir degisimdi. SD ile dogrulanamayan
bu degisimin panel-gen test sonuglar1 geriye doniik degerlendirildiginde yalnizca geri
okumalarda goriildiigii ve tim diger olgularla birlikte bu olguda da kalite skorunun diisiik
oldugu goriildii (Olgu 22). Saptanan mutasyon bolgesini kapsayan amplikon agisindan panelin
hassasiyetinin diisiik olduguna karar verildi. SD ile dogrulanamayan diger degisim NRS5A1
geninde idi. YND ¢aligmasinda 3'UTR da c.*8 9insG degisimi daha 6nce tanimlanmamisti
ancak, in silico tahmin programlari patojenite lehine degerlendirmekteydi. Ciinkii 3'UTR
mutasyonlar1 genel olarak mRNA stabilitesini bozmakta, miRNA baglanma noktasini ortadan
kaldirabilmekte veya yeni bir nokta olusturabilmekte, translasyonu kontrol eden proteinlerin
baglanma yerlerini bozabilmekte ve bdylece gen anlatimini etkileyebilmektedir. SD ile
dogrulanmayan bu bulgunun IGV goriintiisii tekrar incelendiginde geri okumalarda insersiyon
olarak goriilen G bazinin aslinda varolan okuma cercevesinde bulundugu, ancak diisiik okuma
ve haritalama sonras1 kalite degerlendirilirken varyant degerlendirme parametrelerini
gecemeyen bazlarin kirpilmasi nedeniyle bu sekilde gosterildigi belirlendi (Olgu 23). Tlgili
bolge i¢in okuma ve kalite diisiikliigiintin diger olgularda bulunmadigr panelin etkinliginin
olgu bazinda sapma gosterdigine karar verildi.

SD ile dogrulanamayan bu iki olgu, YND analizlerinde goriilen ve 6zellikle daha 6nce
hastalik iligkili mutasyon olarak tanimlanmamis degisimlerin in silico analiz programlarinda
patojenik olarak degerlendirilse dahi mutlaka SD dogrulanmasi gerektigini gostermektedir.

Bilinen genlerde saptanan yeni degisimlerin dogrulama c¢alismalarinda kalittm modeli
ve degisimin tipine baglh olarak aile ¢aligmasi da gerekmektedir. YND ile saptanan
varyantlarin hastalik iligkili olup olmadiginin degerlendirilmesi veritabanlar1 ve giincel
literatiiriin yardimiyla bile kolay olmayabilir, glinlimiizde varyantlarin biiyiik bir ¢cogunlugu
net bir patojenligi olmayan, veritabanlarinda daha Onceden rapor edilmemis, Onemi
bilinmeyen varyantlar (VUS, variant of unkonwn significance) olarak siniflandirilir. Aile igi
ko-segregasyon caligmalari, bu varyantlarin yorumlanmasina katki saglayabilmektedir.

Calismamizda bir olguda saptanan nadir degisim, aile i¢i ko-segregasyon c¢aligmasinin
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onemini gostermektedir. MAP3K1 geninde YND caligmasinda ekzon 10’da saptanan
€.1892T>C (p.Val631Ala) heterozigot degisimi daha once tanimlanmamis bir degisim idi ve
in silico tahmin programlar1 patojenik lehine degerlendirmekteydi. MAP3K1 genindeki
heterozigot fonksiyon kazanimina neden olan kirpilma hatasi, yanlis anlamli ve cergeve
kaymasina neden olmayan delesyon mutasyonlar1 46, XY CGB ile iligkilendirilmis, tam veya
kismi gonadal disgenezili olgularda bildirilmistir(193). Aile ¢alismasinda olgunun babasinda
(Olgu 18) da ayni degisimin heterozigot olarak goriilmesi bu degisimin zararsiz ve tesadiifi
oldugunu gostermistir.

CGB olgularinda yaymlanmis biiyiik delesyon ve duplikasyonlarin varligt MLPA
tekniginin de tanisal yaklasimda 6nemli oldugunu gostermektedir. Bugiline kadar NROB1’da
tim gen (205), NR5A1’da kismi gen (206), SOX9’da testis spesifik regiilator bolenin
(RevSex) (207)ve bu genin ikinci ug bolgesinin (XYSR) duplikasyonlar: (133) gibi yapisal
anomaliler bildirilmis bulunmaktadir.

Tannour ve ark.’nin (2010) ¢alismasinda 46, XX ve 46, XY CGB olgular1 CGH-array
yontemi ile incelenmis ve olgularin %21.5 de fenotipten sorumlu aday CNV'ler saptanmistir
(208). Ledig ve ark.’nin (2010) a-CGH ¢alismasinda ise 87 46,XY gonadal disgenezili olgu
grubunda tan1 orami %30 olarak bildirilmisticr (209). Array ¢alismalari ile SUPT3H,
C20RF80, KANK1, ADCY2ve ZEB2 genlerinin CNV igin yeni aday genler oldugu,
sendromik bulgularin eslik ettigi CGB olgularinda array-CGH veya SNP-array tekniklerinin
ilk basamak testi olarak uygulanmasi ve bu asamada tani oraninin yaklasik %30 oldugu
bildirilmistir  (209,210). Calismamizda Dbiiyilk delesyonlarin ve duplikasyonlarin
incelenmesinde MLPA teknigi kullanildi ancak bu teknik hedefe yonelik oldugundan ve
caligmada kullanilan ticari kitte bulunan problarin sadece 15 genin belli bolgelerini tarama
imkan1 sagladigindan olgu grubumuzda herhangi bir patojenik CNV saptanmadi.
Olgularimizdaki olast CN'V'ler bir diger teknik olarak, lonTorrent platformunda yapilan YND
verileri kullanilarak CNV analiz metodu ile arastirildi. Genis hassasiyetli kopya sayisi
degisimlerini saptamak amaci ile yanlis pozitif sonuglar géz 6ntine alinarak diisiik filtreleme
ile yapilan CNV analizinde,giivenlik skoru 10, MAPD skoru 0,3 filtreleme seviyesi temel
alinarak yapilan analizlerde bir olguda fenotiple iliskili olabilecegi diisiiniilen (211) SOX3
geninde (GRCh38:140503615-140505088)x1) 7 amplikonun dahil oldugu 1.373 kb’lik
heterozigot delesyon saptandi. 46,XX kromozom kurulusu olan olguda (Olgu 25) saptananbu
degisim gerg¢ek-zamanli PZR ile dogrulanamadi. Bu durum, referans olarak kullanilan olgu
sayisinin az olmasi veanalizde kullanilan amplikon sayisinin kisitli olmasi ve diisiik filtreleme

skoru ile saptanan yalnis pozitiflik olarak agiklanabilir. YND g¢alismalarinda KSV
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analizlerinin istatistiksel hassasiyeti, karsilatiritlan amplikon sayisi1 ve del/dup olusan
bolgedeki amplikon sayisi ile dogru orantil olarak arttigi bildirilmektedir (212).

Array analizleri literatiirde belirtildigi CGB olgularinda ilk basamak test olabilecegi
gibi, YND ile mutasyon saptanmayan olgularin, bir sonraki asamada incelenmesi i¢in de
uygun bir yaklasim olabilir. Array analizlerinin kromozom analizlerine gore yiliksek olan
maliyeti gbéz Oniinde bulunduruldugunda olgularin ilk asamada kromozom anomalileri
acisindan incelenmesi, klasik sitogenetik yontemlerle saptanabilen mikroskobik yapisal
degisimlerin incelenmesi iilkemiz kosullarina uygun goériinmektedir. Array analizlerinin
ekonomik ya da teknik gerekgelerlekullanilamadigi durumlarda, YND verileri, validasyonla
belirlenmis degisken hassasiyeti goz oniinde tutularak KSV analizi i¢in de kullanilabilir. Bu
analizlerin hassasiyet ve dogruluk orani, dozu degisen fragmanin biiyiikliigiine paralel olarak
artar.

Gilintimiizde YND teknolojisi ile ¢oklu genlerin ya da tiim ekzomun tek testle
incelenmesi miimkiin oldugundan CGB’nin genetik incelemelerinde hedefli panel-gen ya da
tim ekzom yaklagimlar1 kullanilmaktadir. Hedefli panel-gen testleri ile yalnizca belli bir
fenotip ile iliskili bilinen genleri i¢erdiginden analizlerde daha yiiksek kapsama ve giivenlige
ulagilmaktadir (%99’a kadar). Tiim ekzom ise daha fazla genin incelenmesine olanak saglasa
da okuma derinligi goreceli olarak panel testlere oranla daha diisiik bulunmaktadir. Bu
calismada non-sendromik CGB iligkili bilinen 31 geniceren panel test yaklagiminin
irdelenmesi tercih edildi.

CGB tanisinda YND tekniginin kullanildig: ilk ¢alismalardan biri Arboleda ve ark.
(2013) tarafindan yapildi ve 35 bilinen geni i¢eren panel calismasi ile 7 hastanin 2'sine (%28)
tan1 konuldu (213). Bilinen ve aday genleri i¢eren daha biiyiik panellerle ¢alismalar da daha
sonra yayinlandi. Dong ve ark.’nin (2016) 219 bilinen ve aday genleri igeren panel-gen testi
caligmasinda 13 46,XY CGB olgusundan 9’u ve 8 46,XX CGB olgusundan 2’si 6zgiin
molekiiler tan1 almis ve tan1 degeri sirasiyla %69.2 ve %25 olarak gergeklesmistir (214).
Eggers ve ark. 'min (2016) 64 tanimli ve 967 aday genden olusan panel-gen testi ile 326 olgu
(25171 tekil ve 75’1 aile tyeleri ile birlikte) i¢eren calismasinda tani orani %43 olarak
bildirilmistir (215). Baxter ve ark. (2015), TED yontemi ile calisilan 47 46,XY CGB
olgusundaki verilerin biyoinformatik analizinin CGB ile iliskili 64 gen i¢in yapildiginda tani
oraninin %35 oldugunu bildirmistir (216). Baetens ve ark. (2016) da 9 46,XX CGB (ovo)
testikiiler olgusunu TED yontemi ile incelemis ve akraba olmayan 3 olguda NR5A1 geninde
C.274C>T (p.Arg92Trp) yanlis anlamli mutasyon saptamislar, boylece tani orant %33 olarak
gerceklesmistir (217). Ozen S ve ark. (2016) Tiirk populasyonunda yapilan ilk CGB iligkili 56
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gen igeren panel c¢alismasinda (TruSight"™Exome, lllumina) 20 46,XY CGB olgusunda, 4
farkli gende 9 mutasyon saptanarak tani oraninin %45 oldugunu bildirmislerdir (218).

Bu calismada CGB iligkili 31 geni %98,29’luk kapsama orani ile inceleme olanagi
saglayan lon Torent platformu ile galisilan panelimiz ile incelenen 44 indeks olguluk
serimizde 17 olguda mutasyon saptanarak literatiirle uyumlu %38.6 tan1 oranina ulasildig:
belirlenmistir. Bu 44 olgunun 22’si daha 6nce AR ve SRD5A2 genleri igin SD ile incelenmis
ve herhangi bir mutasyon saptanmamusti.

Gonad (testis) gelisiminde, androjen iiretiminde ve islevinde ¢ok sayida gen birlikte
etkin oldugundan, iligkili bu genlerdeki mutasyonlar 46, XY CGB'ye yol agmakta, klinik,
laboratuar ve goriintiileme teknikleri her zaman genetik c¢alismalar igin yonlendirici
olamamaktadir. 46, XY CGB olgularinda SRY normal ve gonadlar testis ise iligkili genler
icinde en siklikla mutasyon AR ve SRD5A2 genlerinde saptanmaktadir (219). Akcay ve ark.
(2014), 101 46,XY CGB tanili olgudan klinik ve laboratuar bulgulari ile ADS 6n tanis1 alan
46’s1 indeks ve 5’1 kardeslerden olusan 51 olguluk serisinde ilk asamada SD ile 7 indeks
olguda (%15) AR geninde, mutasyon saptanmayan olgularda ise SRD5A2 geni analizi ile 5
indeks olguda (%10,8) daha mutasyon saptandigini bildirmistir (220). Bu nedenle genetik akis
semalarinda ilk asamada bu iki gen SD teknigi ile arastirilmaktadir. Laboratuarimizda da
YND oncesinde SD teknigiyle 133 XY CGB olgusu incelenmis ve 17 olguda (%12,78) AR,
13 olguda (%9,7) SRD5A2 geninde mutasyon saptanmisti. Bu iki gende mutasyon
saptanmayan 103 olgudan bu tez ¢aligsmasi i¢in onam veren 22 olgu YND ve MLPA teknikleri
ile incelemeye alinmisti. Bu tez kapsaminda ilk olarak AR ve SRD5A2 geni YND ile incelenen
19 46,XY CGB olgusunda bu genlerde herhangi bir mutasyon saptanmadi ve bu sonug,
olgularin klinik ve laboratuar bulgularinin ¢ogunlukla ADS uyumlu olmamasi nedeniyle
beklenen bir sonug oldugu disiiniildi.

Ozen ve ark.'nin (2016) AR ve SRD5A2 gen mutasyonlari dislanmis 46, XY CGB olgu
grubunda YND ile en siklikla mutasyon (6/20, %30) saptanan gen HSD17B3 geni idi (218).
Serimizde de 41 olgudan 7'sinde bu gende (%17) mutasyon saptanmis olmasi literatiir
bilgisini desteklemistir.

Serimizde, bu geni ikiser olgu ile takip eden diger genler DHH, NR5A1, LHCGR ve
birer olgu ile WT1, POR, ZFPM2 ve HOXA4 genleri idi. Ozen ve ark. 'min (2016) serisinden
farkli olarak serimizde DHH, NR5A1, POR, ZFPM2 ve HOXA4 genlerinde mutasyon
saptanmasi, SRY geninde ise mutasyon saptanmamasidir.

HSD17B3 geni; 9g22'de lokalize HSD17B3 geni  tarafindan kodlanan ve

androstenedionu testosterona doniigmesini kataliz eden 17B-HSD3 izozimi, sadece testiste
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cksprese olmaktadir. HSD17B3 geninde mutasyon saptanan olgularin meta analizinin
yapildig1 Yang ve ark.’min (2017) ¢alismasinda degerlendirilen 158 olgunun ¢ogunlugun Bati
Asya ve Avrupa kokenli oldugu, olgularin fenotipinin 124’{inde kiz (%78,5), 24 linde disiden
erkege doniisiim gosterdigi ve 8’inde ise erkek cinsiyetle uyumlu oldugu bildirilmistir (221).
Cocukluk caginda degerlendirilen olgularda basvuru nedeninin genellikle inguinal kanal ya da
labiumlarda kitle, pubertal ya da erigskin donemde ise virilizasyon oldugu, fenotipin normal
disi dis genital yapisindan farkli derecelerde klitoromegaliye, mikropenis ve hipospadiasa
kadar degiskenlik gosterdigine dikkat ¢ekilmis, hCG uyari testinde T/AD oraninin 0,8’den az
olmasimnin da her olguda gozlenmedigi vurgulanarak tani igin genetik analizin Onemi
vurgulanmigtir (201,221). Mutasyon saptanan olgularimizda da klinik bagvurunun degisken
olmasi (stipheli dis genital yapi, primer amenore, hipospadias), dis genital yapinin bir olguda
erkek digerlerinde disi cinsiyetle uyumlu olmasi, bir olguda T/AD oraninin (>0.8) olmasi
klinik spektrumun genisligine O6rnek olusturmakta ve genetik analizlerin gerekliligini
desteklemektedir.

Biallelik mutasyonlari, 46,XY CGB ile iliskilendirilmekte ve gende bugiine kadar
biiylik bir kismi1 (41 adet) yanlis anlamli/anlamsiz nokta mutasyonlarindan olusmak tizere 59
farkli mutasyon bildirilmistir (193).

HSD17B3 geninde saptanan ¢.277G>A (p.Glu93Lys) (Olgu 7) mutasyonu daha 6nce
Ozen ve ark.’min (2016) calismasinda bir olguda ¢.239G>A (p.Arg80GIn) mutasyonu ile
birlesik heterozigot formda saptanmistir (218). Bu mutasyon negatif yiiklii glutamik asidin
pozitif yliklii lizine donligmesine neden olmakta ve proteinin NAD(P) baglayict domeininde
yer almaktadir. Bu gende saptanan bir diger ¢.277+4A>T mutasyonu (Olgu 8) daha 6nce
Boehmer ve ark. (1999) tarafindan bildirilmis bir kirpilma hatasi mutasyonudur (222). Xiong
ve ark'min (2015) kirpilma bolgesi degisimlerinin patolojik olup olmadigin1 degerlendirdikleri
in silico analizlerde bu degisimin kirpilma paternini 6nemli derecede degistirdigini
bildirmislerdir (223). Bu mutasyonun intron 3'de donér kirpilma bdlgesini etkilemesi
beklendiginden hastalik iligkili oldugu diisiiniilmiis ve Boehmer ve ark.'min (1999)
caligmasinda in vivo transkriptte yol actigi degisim cDNA diizeyinde gosterilmistir. Ayni
calismada yapilan genotip analizlerinde, aynm1 haplotipin paylasildiginin gosterilmesi bu
mutasyonun Hollanda, Almanya, Avusturalya ve Amerika populasyonu igin kurucu (founder)
olabilecegi bildirilmistir. Bu mutasyon, daha sonra Phelan ve ark. 'min (2015) ve Hiort ve
ark.’min (2017) Avrupa serilerinde de gosterilmistir (224,225).

Serimizde olmayan ancak Ozen ve ark.’min serisinde birlesik heterozigot formda

saptanan p.Arg80GIn mutasyonu, Araplarda 1:200-1:300 siklikla goriilmesi, Hollanda,
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Brezilya, Portekiz ve Kibris populasyonlarinda da saptanmasi nedeniyle bu mutasyonun
Fenike kokenli olabilecegi one siiriilmistiir (226). Yang ve ark.’nmn (2017) meta analiz
calismasinda ¢.247+4A>T mutasyonunun Avrupa (allel frekansi 25/72) ve Amerikan (allel
frekans1 9/24); p.Arg80GIn mutasyonunun Bat1 Asya (allel frekans1 21/54);
p.Ala203Val mutasyonunun Latin (allel frekansi 10/34) ve p.Cys206* mutasyonunun (allel
frekans1 8/18) ise Afrika populasyonu i¢in kurucu (founder) oldugu bildirilmistir (221).

Serimizde HSD17B3 geninde saptanan mutasyonlardan bir digeri de ¢.607-1G>A olup
(Olgu 15), bu mutasyon ilk kez Geissler ve ark. (1994) tarafindan bildirilmistir (227). Genin
8. intronunda acceptor kirpilma bolgesinde gézlenen bu mutasyon anormal protein iiriiniin
olusumuna ve enzim aktivitesinin etkilenmesine neden olmaktadir.

Daha once literatiirde tanimlanmamis ve ilk kez bu calismada gosterilen (Olgu 9)
c.639 640insA (p.Glu214fs*4) mutasyonu kiigiik insersiyon tipi mutasyon olup gen
transkriptinde g¢erceve kaymasina ve protein trunkasyonuna yol agmasi beklenmektedir.
Cerceve kaymasi, proteinin NAD(P) baglama domeinini kodlayan bolgesini etkilemektedir.

Diger bir tamimlanmamis c.182G>A (p.Gly61GIn) mutasyonu da in silico tahmin
programlarinda "zararli" yoniinde degerlendirildi. Bu yanlis anlamli degisim non-polar notr
glisinin yerine negatif yiiklii asidik glutamik asidin ge¢cmesine neden olmaktadir. Hentiz 6rnek
vermeyen ve akraba evliligi bulunan ailede, olgunun etkilenmis kardesinde mutasyonun
homozigot, anne babada heterozigot olarak gdosterilmesi miimkiin olursa saptanan bu
varyantin patojenik olma 6ngoriisii giiclenecektir.

HSD17B3 geninde gosterilen homozigot ¢.167C>T (p.Ala56Val) mutasyonu da daha

once tanimlanmamistt ve in silico tahmin programlar '

'zararl1" olarak degerlendirmekteydi.
Ayni pozisyondaki aminoasitin farkli bir degisimi, C.166G>A (p.Ala56Thr), Onceki
calismalarda bildirilmistir (225,228). Moghrabi ve ark.'min (1998) ¢alismasinda ¢.166G>A
(p.Ala56Thr) mutasyonunun NADPH kofaktor afinitesini azaltarak enzimin Katalitik
aktivitesini degistirdigi, ekspresyon ve immun blotlama analizleri ile gosterilmistir (228).
Saptadigimiz mutasyonun polipeptit diizeyinde ayni pozisyondaki aminoasitin degisimine yol
acmasi nedeniyle enzimin katalitik etkisini degistirmesi beklenmektedir. Aile i¢i segregasyon
analizleriyle bu degisimin saglikli kardeslerinde homozigot olarak saptanmamasi degisimin
patojenik olma Ongdriisiinii destekleyecektir.

Olgu 14'deHSD17B3 geninde birlesik heterozigot formda iki farkli varyant, taniml
c.139A>G (p.Metd7Val) ve tanimlanmamis ¢.704T>C (p.Met235Thr) saptand1 ve olgunun
c.139A>G (p.Met47Val) degisimini anneden, ¢.704T>C (p.Met235Thr) degisimini babadan

kalittig1 gosterildi. ¢.139A>G (p.Met47Val) degisiminin CGB iligkisi, daha dnce Eggers ve
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ark.’lart (2016) tarafindan bir olgu da birlesik heterozigot, diger olgu da ise homozigot
formda bildirilmistir (215). Bu c¢aligmada, birlesik heterozigot olarak gosterilen olguda
(c.139A>G ve c.645A>T) androjen sentez kusuru benzeri fenotipin, homozigot olarak
yalnizca ¢.139A>G degisimini tasiyan olguda ise izole hipospadias goriildiigli bildirilmistir.
Calismamizdaki olguda saptanan daha o©nce tanimlanmamis diger degisim c¢.704T>C
(p-Met235Thr) in silico tahmin programlarinda "zararli" lehine degerlendirmekteydi. Protein
diizeyinde ayn1 pozisyondaki amino asit (p.Met235Val) degisimine yol agan ¢.703A>G daha
once Geissler ve ark. (1994) tarafindan hastalikla iliskilendirilmistir (227). Bu iki olgu ve
olgumuz birlikte degerlendirildiginde, c.139A>G mutasyonunun bagka bir mutasyonla bilesik
heterozigot olarak bulunmasinin homozigotluguna oranla daha agir fenotipe yol agabilecegini
diisiindiirmektedir. Ancak bu hipotezin dogrulanmasi i¢in daha fazla homozigot ve bilesik
heterozigot olgunun degerlendirilmesi dnemli olacaktir.

DHH geni; OR kalitim goésteren Hedgehog gen ailesinin iiyesi olan, morfogenezin
diizenlenmesinde onemli rolii olan DHH geninde bugiine kadar 8 yanlis anlamli/anlamsiz, 2
kiigiik delesyon, 1 kii¢iik insersiyon ve 1 biiyiik insersiyon mutasyonu kismi veya tam gonadal
disgenezinin goriildiigii, polindropati eslik ettigi/etmedigi 46,XY CGB olgularinda
tamimlanmustir (58,193,201). Calismamizda DHH geninde bir olguda (Olgu 1) ¢.1146G>A
(p.Trp382*) homozigot, bir digerinde (Olgu 3) ise 2 farkli homozigot varyant ¢.71G>C
(p.Gly24Ala) ve ¢.1063 C>T (p.Arg355Cys) saptandi. Bu 3 degisim de daha Once
tanimlanmamusti.

Olgu 1’de saptanan c.1146G>A (p.Trp382*) degisimi anlamsiz tipte bir mutasyon
olup protein trunkasyonu nedeniyle fenotipi etkilemesi beklenir. Bu mutasyon, proteinin
aktivitesinde 6nemli rolii olan, evrimsel olarak korunmus Hint domeininde yer almaktadir.
Literatiirde 3* kodlayan bolge noktasina en az 50-55 b¢’i 5° yoniinde ve gerisinde bulunan
erken terminasyon kodonlariin NMD (nonsense mediated decay) mekanizmast ile yikildig
bildirilse de, bu durumdan sapmalar oldugu bazi 6rnek transkriptlerde (6rnegin T hiicre
reseptoOrii beta-transkripti) gosterilmistir (229). DHH geninde anlamsiz mutasyon 3’ kodlayan
bolgeye 42 b¢’i 5° bolge yoniinde olusan bu degisim erken terminasyon kodonu nedeniyle
protein translasyonunun erken sonlanmasia ve takibinde trunke protein olusumuna neden
olmast beklenir ancak 50 bg¢ teorisine gore NMD mekanizmast ile yikilmasi
gergeklesmeyedebilir. In silico tahmin programlarinda “zararli” olarak degerlendirilen bu
degisimin olgunun etkilenmis kardesinde de gosterilmesi degisimin ailevi ve fenotip iliskili

oldugunu gostermektedir.
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Tam cinsiyet doniisiimii gosteren Olgu 3°’de homozigot olarak saptanan her iki degisim
de c.71G>C (p.Gly24Ala) ve c.1063C>T (p.Arg355Cys) yanlis anlamli degisimlerdir.
p.Arg355Cys degisimi, Provean/Sift tahmin programinda “tolere edilebilir” olarak
degerlendirilse de, diger tahmin programlar1 her iki degisim de ‘“zararli” olarak
degerlendirilmektedir. Akraba evliligi {iriinii olan olgunun hipospadias ve kriptorsidizmli
erkek kardesinin bu degisimler i¢in incelenmesi Onerildi. Aile ici segregasyon analizi
varyantlarin fenotipik spektrumunun aydinlatilmasina katki saglayabilir. Iki varyantin ayni
gende birbirinden uzak mesafelerde bulunmasi ve eger bir rekombinasyon olay1 da gosterilir
ise, varyantlarin zigozitesi ile fenotip Karsilastirmasi yapilabilir, fenotip iliskili mi yoksa
tesadiifi bir polimorfizm mi oldugu yoniinde yorum yapilabilir.

NR5Algeni; OD kalitim gosteren gen, 9933.3’de yerlesimli, cinsiyet ve adrenal
farklilasma igin Onemli bir transkripsiyon faktorii olan SF1 proteinini kodlar ve bu protein
hipotalamik-hipofizer-gonadal aksin, adrenal ve gonadal steroidogenezin diizenlenmesinde
anahtar gorev alir (58,201). NR5AL geninin heterozigot mutasyonlar1 46,XY CGB ve adrenal
yetmezlik ile iliskilendirilmistir. NR5A1 mutasyonlarmin spektrumu, tam gonadal
disgeneziden izole glandiiler hipospadiasa veya tam normal erkek fenotipine kadar genistir
(201). Bugiine kadar bu gende biiyiik bir kism1 yanlis anlamli/anlamsiz olmak tizere (105
adet) toplam 166 mutasyon gonadal disgenezi, ovaryen yetmezlik, kriptorsidi, hipospadias,
anorsi, primer amenore vb fenotiplerle iliskilendirilmistir (193).

Serimizde bu gende iki olguda iki yeni varyant saptanmistir. Olgu 5’de saptanan
c.247G>T (p.Val83Leu) varyanti proteinin DNA baglama domeininde yer almakta olup
evrimsel olarak korunmus bir amnino asiti (Valin) degistirmektedir ve in silico tahmin
programlar1 “zararl’” degisim olarak degerlendirmektedir. Kohler ve ark’t (2008) testikiiler
disgenezi ve adrenal yetmezIligi olmayan, epididim ve vas-deferensin goriildiigii 17 yasindaki
fizik muayenesinde kliteromegali ve bilateral inguinalde palpe edilen gonadlari olan disi
bireyde de novo c.251G>A (p.Arg84His) heterozigot mutasyonu bildirmislerdir (230). Bu
mutasyonun DNA-baglama domeininin C-terminalinde ¢inko-parmak baglayict ve A-kutusu
arasinda bulundugu ve hiicresel lokalizasyondaki degisim nedeniyle reseptor etkilesimini
bozdugu ve transkripsiyonel aktivasyonu etkiledigi gosterilmistir. Olgumuzdaki c.247G>T
(p-Val83Leu) mutasyonun da ayni bdlgeyi etkilemesi nedeniyle in vivo olarak benzer sonuca
yol agmasi beklenmektedir. Olgumuzun klinik bulgularinin daha hafif olusu (hipospadias)
genin fenotipik ¢esitliligine 6rnek olusturmaktadir. Aile i¢i segregasyon analizi ile olgunun
hipospadiasli babasinin bu degisimi tasidig1 ve annenin tagimadiginin gosterilmesi bulgulari

mutasyon lehine gili¢lendirmektedir.
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Bu gende saptadigimiz diger bir tanimlanmamis mutasyon ¢.151G>T (p.Glu51%*) in
silico tahmin programlari “zararli” olarak degerlendirmekteydi. dbSNP’de rs775441984
referans numarasi ile kayitli olan bu degisim kaynak caligsma bildirilmemis olmasina ragmen
anlamsiz degisim olmasi nedeniyle patojenik olarak gdsterilmistir. Bu mutasyonun, proteinin
tiirler arasinda korunmus DNA-baglama domeininde 2. ¢inko-parmak baglama bdlgesinde
olmas1 nedeniyle proteinde islev kaybina yol acacagi ongdriilmektedir. Kohler ve ark.’t
(2008), daha once proteinin 1. ¢inko-parmak baglama alanindaki bagka bir mutasyonun,
€.98G>C (p.Cys33Ser) SF1-DNA baglanmasini bozdugunu ve dominant-negatif etki
olmaksizin transkripsiyonel aktivasyonun tamamen kaybina yol agtigini bildirmislerdir (230).
Olgumuzda saptanan ¢.151G>T (p.Glu51*) mutasyonu erken dur kodonu olusturmakta ve
protein trunkasyonuna yol agmakta, trunke proteinler de NMD mekanizmasi ile yikildigindan
fonksiyon kaybi olusmaktadir. Bu nedenle, yukaridaki calismada bildirilen yanlis anlamh
mutasyona oranla olgumuzdaki mutasyonun c¢ok daha agir bir etki gdstermesi
ongoriilmektedir. Fenotipik spektrumu ¢ok genis olan NR5AL mutasyonlarinda, serimizde bu
gende mutasyon saptanan iki olgudan birinde olan gonadal disgenezinin olgularin yaklasik
%10-15"de gorildigi bildirilmistir (231,232). Lin ve ark.’nin (2008) ve Allali ve ark.’nin
(2011) serilerindeki NR5Almutasyonu tagiyan 46, XY CGB olgularinin yaklasik %15 ‘inde
adrenal anomali saptanmamistir (233,234). Calismamizdaki iki olgunun hormonal
bulgularinda da adrenal yetmezlik ile uyumlu bulgu goriilmemistir.

Bu gende tanimlanan heterozigot mutasyonlar ¢ogunlukla de novo olsa da, iigte biri
anneden cinsiyet sinirli dominant olarak kalitilmaktadir (232). Mutasyonu heterozigot olarak
tastyan kadinlarda klinik bulgu olarak prematiir over yetmezligi goriilmektedir. Olgularimizin
birinde mutasyonun babadan kalitildig1 gosterildi ancak diger olgunun aile ¢alismasi heniiz
tamamlanmadigindan kalitimi belirlenemedi.

LHCGR geni; 2p21°'de lokalize LH reseptor geni, erkek ve disi cinsiyet
farklilasmasinda, puberte gelisiminde ve iiremede énemli rolii vardir. Bu genin homozigot ve
birlesik heterozigot fonksiyon kaybi1 mutasyonlar1 46,XY bireyde hormon uyarisina direng ve
Leydig hiicre hipoplazisi ile iligskilendirilmektedir (58). Serimizde bu gende biri daha once
tanimlanmis ¢.1435G>T (p.Argd79%*), digeri tamimlanmamis c.203C>T (p.Ala68Val) iki
farkli varyant saptandi. ¢.1435G>T (p.Arg479*) mutasyonu daha 6nce Ben Hadj Hmida ve
ark.’nin (2016) ekzom dizileme ¢alismasinda normal disi dis genital yapist olan, sekonder
seks karakterleri gelismeyen, MRI incelemesinde bilateral gonadlar, uterus ve iist vajenin
goriilmedigi primer amenoreli 3 Tunuslu 46, XY disi olgusunda bildirilmistir (235). EXAC

veritabaninda bu degisim, Fin popiilasyonun da heterozigot formda bir bireyde bildirilmis
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olup, allel frekans1 1/6612 (MAF 0.0001512)‘dir. Bu mutasyon trunke protein olusumuna yol
acmakta ve mRNA transkriptinin NMD mekanizmas:1 ile yikima ugrayacagi tahmin
edildiginden reseptoriin islev kaybetmesi beklenmektedir. Disi fenotip ile iliskili LHCGR
mutasyonlar1 nadirdir ve bugiine kadar disi veya disi olarak yetistirilmis siipheli genitalyali
olgularda 8 homozigot veya birlesik heterozigot mutasyonlar tanimlanmistir. Bu olgularin
cogunlukla klinik bagvuru nedeni primer amenoredir. Calismamizda mutasyon saptanan
olgunun da klinik bagvuru nedeni primer amenore idi. Akraba evlilik oranlarinin yiiksek
oldugu ve endogaminin gozlendigi Arap ve Tiirk toplumlarinda bu gendeki fonksiyon
kaybettirici mutasyonlarin frekansinin yiiksek oldugu diisiiniilmektedir (235).

Bu gende saptanan daha once literatiirde bildirilmemis olan ¢.203C>T (p.Ala68Val)
mutasyonu in silico tahmin programlarinda (MutationTaster ve PolyPhen-Hum Var) “zararl1”
olarak degerlendirilmektedir. Evrimsel olarak da korunmus bir boélge olan proteinin
transmembran domeinini etkileyen bu yanlis anlamli degisimin fenotipik bulgulara yol agmasi
beklenmektedir. Parsiyel reseptor kusurlarinda hipospadiasin veya mikropenisin eslik ettigi
normal erkek cinsiyet farklilasmasinin gozlemlendigi bildirilmektedir (236,237). Genellikle
yanlis anlamli mutasyonlarin anormal protein {iriinlerinin kismen islev gormesi nedeniyle,
anlamsiz,cerceve kaymasi veya kirpilma hatasina yol agan mutasyonlarina oranla proteinin
fonksiyonunu tamamen yok olmadigi bilinmektedir. Olgumuzun da klinik ve hormonal
bulgularinin parsiyel LH reseptor kusuru ile uyumlu olmasi bu beklentiyi desteklemekteydi.

WT1 geni; 11p13°de lokalize, ¢inko-parmak transkripsiyon faktorii kodlayan, Wilms
timor baskilayict (WT1) geni, bobrek ve gonadlarin gelisimi ve islevinin diizenlenmesinde
onemli rol istlenmektedir (58). Genin 1. — 6. ekzonlari, prolin-glutamince zengin
transkripsiyon diizenleyici bolgeyi ve 7. — 10. ekzonlar1 ise DNA baglanma domeininin dort
adet ¢inko parmak birimlerini kodlamaktadir (238).

Olgumuzda saptanan c.1385G>T (p.Arg462Leu) mutasyonu daha once 18 yasinda,
unilateral Wilms tiimorii ve Denys-Drash benzeri fenotipi tasiyan disi bir olguda
tanimlanmistt (239). Genin evrimsel olarak korunmus bolgesindeki bu mutasyon, proteinin
“cinko parmak C2H2” domeininde pozitif yiiklii aminoasitin yiiksiiz aminoasite doniigiimiine
neden olmaktadir. Barrera ve ark. lar: (2016) fonksiyonel karakterizasyon c¢aligmalari ile bu
degisimin DNA baglama afinitesini azalttigin1 gostermislerdir (240). Tam gonadal disgenezi
tanili iki yasindaki olgumuzda Wilms tiimorii gozlenmedi. Aymi pozisyondaki G>C
dontistimii (€.1385G>C, p.Argd462Pro) ise tam cinsiyet doniisiimii gosteren Denys-Drash
sendromu ile iligkilendirilmisti (241). Non-sendromik olgularda kesin klinik taninin hormon

degerleri ve histopatolojik incelemelerle konulmasi ¢ok zordur (201). Olgumuzda da
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sendromik bulgular, proteiniiri/nefropati olmadigi i¢in ayirict tamida gonadal disgenezi
diisiiniilmiis ve kesin tan1 genetik analiz sonucu ile konulabilmistir.

POR geni; P4500ksidoreduktaz (POR) bir flavoproteindir ve CYP17Al, CYP21A2 ve
CYPI9A1 gibi Onemli steroidogenez enzimleri i¢in zorunlu elektron dondriidiir. POR
eksikligi olan olgularda genellikle mineralokortikoid sentezi normal iken, kortizol ve cinsiyet
steroid sentezi, mutasyonun tipine bagli olarak cesitli diizeylerde etkilenmektedir. POR
mutasyonlart hem 46, XY CGB hem de 46, XX CGB ile iliskilendirilmistir. Bu genin daha
agir mutasyonlar1 iskelet malformasyonlarinin goriildiigii Antley-Bixler Kraniyosinostoz
sendromu olarak tanimlanmustir (242). Fliick ve ark.’lari (2011) akrabalik iliskisi olmayan iki
Tiirk olguda 9 bg’lik bir delesyon (c.1196 1204delCCTCGGAGC, p.Pro399 Glu401del)
tanimlamistir. Her ikisi de akraba evliligi iriinii olan 46, XX CGB’li olgularin fenotipleri
farkliydi; olgulardan birinde hafif ABS fenotipi, in utero virilizasyon ve 17'OH progesteronun
hafif yiiksekligi, diger olguda ise agir ABS fenotipi, subklinik kortizol eksikligi vardi. Bu iki
olguda da in vitro fonksiyon testleri ile sitokrom p450 enzimlerinin aktivitesinde azalma
(%68-85) gosterilmistir (242).

Serimizde bir olguda saptadigimiz tanimlanmamis in frame
€.1196_1204dupCCTCGGAGC (p.Pro399_GIn401dup) mutasyonu ayni bolgede yer
almaktadir. Proteinde cergeve kaymasma neden olmayan bu mutasyon, FAD-baglama
domeinini etkilemektedir. 1.5° kuzen evliligi olan ailede yapilan segregasyon analizinde
mutasyonun anne ve babada heterozigot saptanmasi, saglikli 4 kardesinden 3’iinde
heterozigot, birinde ise homozigot normal goriilmesi bu degisimin hastalik iliskili olma
olasiligint desteklemistir. Olgumuzun fenotipi (hafif ABS fenotipi, parsiyel adrenal
yetmezlik) Fliick ve ark.’larinin bir olgusu ile ortiismektedir. Fliick ve ark. (2011), in silico
analizlerle mutasyonun FMN domeininde kararsiz yapi olusmasina yol acacagini ve
interaksiyonun bozulmasi sonucunda NADPH-FAD elektron transferinin etkilenecegini
ongormislerdir (242). Mutasyonumuzla ilgili in vitro tasarladigimiz ii¢ boyutlu modelleme
caligmasinda, FMN domeininde alfa-heliksin (pP399-pM408) uzadigi ve kararlilik igin
onemli oldugu disiiniilen pC437, pP438 ve pS439 aminoasitleri ile olan mesafenin degistigi
ve daha kararsiz yapinin olustugu goriilmistiir (Sekil 4-5 ve 4-6).

ZFPM2 geni; 8q23.1°de lokalize, OD etki gosteren ZFPM2 geni mutasyonlari
konjenital kalp hastaliklar1 (Fallot tetralojisi), diyafragmatik herni ile iligkilendirilmekte ancak
izole 46,XY tam veya kismi gonadal disgenezili olgularda da heterozigot ya da homozigot
yanlis anlamli degisimler bildirilmistir (243). Memelilerde GATA transkripsiyon faktorii,

hematopoez ve kardiyogenezde Onemli diizenleyicidir ve diger transkripsiyon faktorleri,
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koaktivator ve represorlerle etkilesim igerisindedir. Bu modiilatorlerden biri de friend of
GATA4 (FOG2)/¢inko parmak proteini (ZFPM2)’dir. Fonksiyonel ¢alismalar, mutant ZFPM2
proteinlerinin erken testikiiler farklilasma regiilatorii olan GATA4 ile etkilesimindeki
sorunlarin 46,XY CGB olgularinda testis gelisimini bozdugunu gostermektedir (193). Farkli
serilerde konjenital diyafragma hernisi (244), AVSD (245) ile iliskilendirilen ¢.292G>A
(p.-Asp98Asn) degisimi, Eggers ve ark. (2016) tarafindan 278 olguluk biiyiikk bir CGB
kohortunda da bildirilmis ve bu gende toplam 9 yanlis anlamli ve bir ¢erceve kaymasi
mutasyonu tanimlanmustir (215). Literatiirde tanimlanan diger bir nadir yanlis anlamli varyant
(p.Ser420Arg) saglikli tasiyici annenin ¢ocugunda (46,XY) siipheli genital yap1 (penoskrotal
hipospadias) ile iliskilendirilmistir (243). Serimizde bir olguda ZFPM2 geninde saptanan
c.286G>T (p.Asp98Tyr) degisimi daha once tanimlanmamistir ve in Silico analizleri farkli
tahminler vermektedir (Mutation taster ve SIFT “zararli”, Provean ve Polyphen — Hum Var
“zararsiz - tolere edilebilir”). Aile i¢i segregasyon analizinde olgunun annesinin bu degisimi
tagidigl, babasinin ise tasimadigi belirlenmis, degisimin etkisinin cinsiyet ile sinirli olmasi
nedeniyle hastalik iliskili oldugu yoniinde degerlendirilmistir. EXAC veritabaninda 45 434
bireyden 3'linde heterozigot, GME veritabaninda (Orta Dogudan ¢esitli Mendel ve infeksiyoz
hastaliklar1 olan 2497 bireyin tiim ekzom dizi analizi verileri) 985 allelde 7 heterozigot olarak
bildirilmistir. Segregasyon c¢alismasinin genisletilerek annenin saglikli erkek kardeslerinde bu
degisimin incelenmesi, varyantin hastalik iliskili bir degisim olup olmadiginin yorumlamasina
katk1 saglayacaktir.

HOXA4 geni; 7pl5-p14°de lokalize, HOXA4 homeobox gen ailesinin iiyesidir ve bu
gendeki mutasyonlar izole hipospadiash olgularda tanimlanmistir. Genital kabartinin gelisimi
ile iliskili bugiline kadar tanimlanmis genlerden BMP4, BMP7, HOXA4, HOXB6, FGF8 ve
FGFR2 hipospadias ile iligkili olarak bildirilmistir (246). Calismamizda HOXA4 geninde
ekzon 1'de heterozigot c.9G>T (p.Met3lle; rs141143994) degisimi daha Once fenotiple
iliskilendirilmemistir. ExAC veritabaninda 38 627 bireyden 14'liinde heterozigot olarak
bulunmus bu degisim igin in silico analizler patojenik tahmini vermektedir. Aile igi
segregasyon analizinde ayni varyanti annenin heterozigot olarak tasidigi, babanin ise
tasimadi@1 belirlenmistir. Annenin saglikli kardeslerinde bu degisimin varliginin arastirilmasi,
varyantin hastalik iliskili bir degisim olup olmadiginin yorumlamasina katki saglayacaktir.

Serimizdeki iki 46,XX CGB olgusundan birinde biallelik mutasyonlar1 CGB ile
iliskilendirilen POR geninde c.461A>T (p.Aspl54Val) degisimi heterozigot olarak
saptanmigti. Bu varyantin in silico analizlerinde PolyPhen-HumVar “zararsiz” olarak

degerlendirirken diger programlar “zararl” olarak degerlendirmektedir. Tiim gen dizi analizi
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tamamlanarak diger allelde dizi analizi ile saptanabilecek mutasyonlar dislanmis olmasina
karsin bu test ile gosterilemeyecek del/dup mutasyonlarin olasi varligi goéz ardi edilemez.
Nitekim bu gende bugiine kadar 6 farkli biiyiik delesyon gosterildiginden ve kullandigimiz
MLPA kitinde POR geni bulunmadigindan bu olasilik dislanamamustir.

Literatiirde Klinefelter sendromlu (47,XXY) 3 olguda AR geninde 4 mutasyon
tanimlanmis, bu olgularin birinde parsiyel diger ikisinde tam ADS goriilmiistiir. Bir olgumuz
da 47,XXY karyotipi olmasina ragmen dis genital yapinin siipheli olmasi nedeniyle seriye
almmis ancak incelenen genlerde herhangi bir mutasyon saptanmamistir. Bu olguda
kromozomal agidan yalnizca periferik kan 6rneginin degerlendirilmis olmasi nedeniyle diger
dokulardaki 45,X mozaisizm olasilig1 dolayisiyla “mikst gonadal disgenezi” de ayirict tanida
heniiz dislanamamistir. Akcan ve ark. (2017) ¢alismasinda siipheli genital yap1 saptanan diger
3 Klinefelter sendromlu olguda AR ve SRD5A2 genleri dizilenmis ve birinde AR (p.P892L)
digerinde SRD5A2 (p.G196S) genlerinde hastalik iliskili varyant saptanmis ve siipheli
genitalya saptanan Klinefelter olgularinda bu genlerin arastirilmasi 6nerilmistir (247).

Ozetle, calismanmizda yer alan 44 etkilenmis olgu tasarladigimiz hedefli panel-gen testi
ile lon Torrent PGM’de, CGB ile iliskili 31 genin kodlayan ekzon bolgeleri ile ekzonlarin 10
b¢ intron sinir bolgelerini iceren 86,94 kb’lik alanda toplam 315 amplikon ile % 98,29
kapsam (coverage)’da dizileme yapildigindatoplam 17 olguda 8 farkli gende (HSD17B3,
DHH, NR5A1, LHCGR, WT1, POR, ZFPM2 ve HOXA4) 6’s1 daha oncetanimlanmig ve 13’1
literatiirde bildirilmemis olas1 iligkili varyantlar saptanarak tani oranmin % 38,6 oldugu
belirlenmistir. Panel gen testinin kapsam disinda kalan hedef gen bdlgelerinde yapilan Sanger
dizi analizleri bu bolgelerde herhangi bir mutasyon gosterilememistir.Literatiirde CGB
olgularinda TED ile ¢alisilsa dahi biyoinformatik analizin iligkili genler i¢in yapilmas ile
(klinik ekzom) tan1 oranmm yaklagitk %35-40 oldugu bildirilmektedir. Bu veriler
karsilastirildiginda hedeflenmis panel-gen testinin tanida hedef genler i¢in daha genis kapsam
ve derinlikte dizileme yapmasi ile bir ¢ok varyantin dogrulama gereksiniminden tasarruf
saglarken, TED yaklagim1 yeni genlerin de analizine olanak saglama potansiyeli oldugundan
avantajli goriinmektedir. Bu ¢alisma ve literatiire dayanarak CGB’li olgularin genetik analiz
akisinda is giicii, test siiresi bakimindan karsilastirildiginda olgularin panel-gen testi ile
calisilmasinin dogru bir strateji oldugunu desteklemektedir.Genlerin anlatimini etkileyebilen
derin intronik bolgelerde diizenleyici bolge varyantlari (enhancer, promoter, introndaki
diizenleyici bolgeler) da hastalikla iliskili olabilmektedir. Bir¢ok tek gen hastaligi i¢in iliskili
genlerde goriildiigii gibi CGB iliskili genlerde de kodlama yapmayan diizenleyici ve intronik
bolgelerdeki degisimler literatiirde bildirilmistir. Assump¢ao ve ark.® (2005) 46,XY tam
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gonadal disgenezili indeks olgu ve babasinda SRY geninin promotdriinde Spl transkripsiyon
faktoriiniin baglanma bolgesini kismi olarak igeren 3 bg'lik delesyon bildirmisler (248).
Sutton ve ark. (2011), t¢ 46,XX testikiller CGB olgusunda SOX3 geninin regiilator
bolgelerinde fonksiyon kazanim mutasyonlari olan yeniden diizenlenmeler tanimlamis ve SRY
yoklugunda SOX3 ekspresyonunun erkek yoniindeki farklilagsmayi tetikledigi ve cinsiyet
doniistimiine neden oldugunu ileri stirmiistiir (211). Calvari ve ark't (2000) tarafindan gonadal
disgenezili bir olguda 9p delesyonu, DMRT1 geninin 5'-u¢ bolgesinde 6.5 kb diizenleyici
DAX1'in 3'-ug bolgesinde maternal kalitilan 250 kb'lik bir delesyonu 46,XY CGB'li olguda
bildirmislerdir (250). Kansakoski ve ark.' (2016) AR geninde derin intronik varyantin
(c.2450-118A>G) tam ADS'li iki kardeste TGD ile tanimlamig ve varyantin de novo 5'-
kirpilma noktas1 olusturarak iki anormal transkipt iirliniiniin olusmasina yol actiini
bildirmislerdir (251). Bu bilgiler 1s1ginda olgu grubumuzda mutasyon saptanmayan olgularda
bir sonraki agamada tiim genomda kopya say1 degisikliklerinin analizi amaciyla array CGH
teknigi/mikroarray ile analiz ve daha sonraki asamada derin intronik bdlgelerin
arastirilmasinin uygun olacagini diisiinmekteyiz.

CGB olgularinin analizinde genomik diziler ve regiilator bolgelerdeki degisimler
kadar epigenetik diizenlenmeler de Onemlidir. Fare c¢aligmalari ile SRY geninin 5'-ug
bolgesinin fertilizasyonu takip eden farkli giinlerde metilasyon profiline bagli olarak gen
anlatim paterninin degistigini bildirmislerdir (252,253). Gimelli ve ark. (2006), 46,XY tam
cinsiyet doniisiimii gosteren bir olguda saptanan Y inversiyonunun, okromatin bolgede
yerlesik SRY'nin hemen komsulugunda heterokromatin bolgede (Yql2) gerceklestiginde,
pozisyonal cesitlilik etkisi (PEV) olarak isimlendirilen bir olusum ile SRY geninin
baskilanmasina neden olabildigini ileri siiriilmistiir. Heterokromatin bolgelere komsu olan
okromatin bolgelerde diizenleyici faktorlerin ulasgimma mani olabilecek bi¢imde yapisal
degisikliklerin anormal bdliimlenmelere yol agabildigi ve hatta, SRY yakininda
heterokromatin bolge olustugunda, DNA metillenmesi gibi epigenetik etkilerin sonucunda
SRY anlatimmin durdugu bildirilmektedir (252). Bu olguda da babaya kiyasla indekste
SRY'nin 3kb u¢ bdlgesinin iki kat daha fazla metile oldugu ve DNA metilasyonu epigenetik
mekananizmasinin SRY anlatimini negatif yonde etkiledigi ve gonadal gelisimde etkili oldugu
gosterilmistir. Bu ornekten yola cikarak cesitli epigenetik mekanizmalarin gonadal gelisimde
etkin oldugu diisiiniilebilir. Ancak, CGB olgularinda epigenetik degisimlerin etkilenmis

dokuda gosterilmesi giiniimiizde zor olsa da, pluripotent kok hiicre teknolojisinin gelismesi ile
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genomik varyantlarin gonadal farklilasmaya etkileri temsilci hiicre hatlarinda analiz edilebilir
hale gelecektir.

Akraba evliligi oraninin yiiksek oldugu populasyonumuzda mutasyon frekanslarinin
saptanmasi, tasiyici bireylerin erken donemde belirlenmesi aile planlamasi i¢in yonlendirici
olacagini diisiinmekteyiz. Gonadal gelisim kusuru olan veya kromozomal cinsiyetle uyumsuz
yetistirilen bireylerin erken donemde tan1 almalar1 gonadal tiimdrler acisindan erken donemde

tan1 ve takip sans1 doguracaktir.
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iSTANBUL UNIVERSITESI
istanbul Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali
(tel: 0212 414 2000/ 32564-32327-35067)

MOLEKULER ARASTIRMALAR iGiN BiLGILENDIRiLMi$ GONULLU ONAM FORMU
Proje Adi: Cinsiyet Gelisim Bozukluklari ile iliskili Genlerin Yeni Nesil Dizileme Teknigi ile Arastiriimasi

Bu arastirma, Cinsiyet Gelisim Bozuklugu olan olgu ve ailelerinde taniyi kesinlestirmek icin gerekli
genetik testlerin optimize edilerek klinik tanida kullanilmasini amaglamaktadir. Bu genetik hastaliga yol acan
ylzlerce gen vardir ve her ailede bunlardan hangisinin sorumlu oldugunu belirlemek tedavi, erken tani ve
prenatal/preimplantasyon tani icin gereklidir. Calisma, istanbul Tip Fakiiltesinde Tibbi Genetik Anabilim Dalinda
yuritllecektir. Hastalarda periferik kan orneklerinde c¢alisma vyapilacaktir. Proje igin ayrica bir girisim
yapilmayacaktir.Bu galismaya katilmaya karar vermeden once sizleri galismanin riskleri ve yararlari konusunda
bilgilendirmek istiyoruz. Molekiiler Arastirmalar icin Bilgilendirilmis Goniilli Onam Formunu okuduktan sonra
calismaya katilma karari verirseniz litfen formu imzalayiniz.

1. Projeye Katilim igin Gerekli Kriterler;

Projeye katilim icin en dnemli kriter “Cinsiyet Gelisim Bozuklugu” klinik tanisi konulmus olmasidir.
2. Yapilacak islemin tanimi:

Klinik degerlendirmede “Cinsiyet Gelisim Bozuklugu” 6n tanisi konuldugunda, genetik testler yaklasik 2
ml periferik kan o6rnegi alinmasi gerekecektir. Bu ¢alismaya katilmaniz igin sizden herhangi bir Ucret
istenmeyecektir ve gonilli katihm esastir.

3. Ornek Aliminin Olasi riskleri:
Periferik Kan Ornegi alimi;

Rutin testler amaciyla kan 6rnekleri alinirken KsEDTA I mor kapakl tiipe alinan érnegin 2 ml si bu
calisma amaciyla kullanilacaktir. Bu isleme bagli; (1) igne-batmasi sirasinda hafif bir aci duyulabilir, (2) igne
batmasi sonrasinda ¢ok nadiren de olsa enfeksiyon gelisebilir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Yapilacak testler, sizin ve ailenizdeki diger bireylerin
gelecekte bu genetik hastaliktan etkilenecegini ortaya gikarabilir ve bu bilgi sizde psikolojik sorun yaratabilir. Bu
nedenle elde edilen sonuglar ancak sizlerin istemeniz durumunda ve istediginiz zamanda sizlerle paylasilacaktir.
Fakat bu bilgiyi 6grenmeyi tamamen reddetmek de hakkinizdir. Bu ¢alisma ile elde edilecek genetik bilgiler
kesinlikle gizli kalacaktir ve 3. taraflarla paylasilmayacaktir, bilginin paylasimi sadece sizin izninize bagh
olacaktir. Genetik testlerin dnemli bir riski de bu testler sonucunda anne yada babanin biyolojik kimliginin
saptanmasidir. Bu durumlarda da gizlilik ilkesine bagh kalinacaktir. Size ait kan ve doku 6rnekleri sadece bu
proje icin kullanilacaktir.

Cocuklarla ilgili aciklamalar: Calismalarimiz sonlandiginda ¢ocuklarinizin hastalikla iligkili mutasyonu tasidigini ve
bunun ilerdeki kusaklar igin bir risk olusturdugunu bulabiliriz. Bu bulgularimiz ¢ocuklara eriskin caga ulasincaya
kadar anlatilmayacak ve onlarla tartisiimayacaktir. Eriskin donemlerinde kendi arzulari dogrultusunda
bilgilendirme yapilarakgenetik danisma almalari saglanacaktir. Bu agiklamalar dogrultusunda ¢ocugunuzun bu
calismaya katilmasi i¢in tercihen her iki ebeveynin, eger mevcut degilse bir tanesinin izin formunu imzalamasi
gerekmektedir.

Olasi yararlar: Bu galismanin esas amaci ailenizde saptanan genetik hastaliga neden olan genetik faktorleri
o6grenmektir. Biz bu asamada yapilacak testlerin, size veya ¢ocugunuza dogrudan ya da dolayl bir yararinin olup
olmayacagini heniz bilmiyoruz. Fakat kesin olan bu hastaligin nedenleri konusunda daha c¢ok sey
ogrenebilecegimiz ve boylece gelecekte bu tir hastalara daha ¢ok yardimci olabilecegimizdir.
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Diger secenekler: Bu galismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baglidir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide bir degisiklik olmayacaktir. Yine c¢alismanin herhangi bir
asamasinda onayinizi gekme hakkina da sahipsiniz.

o Hastanin/Katilimcinin Beyani

SayIN Dreeeeeeeciieeeciee e, tarafindan  .................. (kurum adi)....ccccvveeeneeen. (anabilim dali adi,
Unite adi vb.)’da tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi.
Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katiimci” (denek) olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya
katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biyik 6zen
ve saygl ile yaklagilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli gliven verildi.

Projenin yulritilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan gekilebilirim. (Ancak
arastirmacilari zor durumda birakmamak icin arastirmadan ¢ekilecegimi 6nceden bildirmemim uygun olacaginin
bilincindeyim) Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
disi da tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana da
bir 6deme yapilmayacaktir.

ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana
gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tirli tibbi miidahalenin saglanacagi
konusunda gerekli glivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir ylk altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Prof. Dr.Z. Oya Uyguner'i
"+902124142000/32327-32347 nolu telefon ve i.U. istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali "dan
arayabilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu durumun tibbi bakimima
ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.
Bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir diisinme siresi
sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimci” (denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda
yapilan daveti biiyik bir memnuniyet ve gonilltlik icerisinde kabul ediyorum.

imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

GONULLU ONAM FORMU

Yukarida gondlliye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni okudum. Bunlar
hakkinda bana yazili ve s6zIU agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir
baski ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.

Gonillinin Adi-soyadi, imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Cinsiyet Gelisim Bozukluklari Hastaliklarinda Genetik Tani YontemlerininGelistirilmesi arastirmasi kapsaminda
alinan biyolojik 6érneklerimin;

o Sadece yukarida bahsi gecen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum
o lleride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum
o Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum

Agiklamalari yapan arastirmacinin Adi-soyadi, imzasi

Tarih :

imzasi:

Katiimcilarin: ~ Adi Soyadi Dogum tarih imza Ebeveyn
Aile Gyesi
Aile Gyesi
Aile Uyesi
Aile Uyesi
Aile Uyesi
Aile Uyesi
*Arastirma amagli DNA icin kan alinan hastalara imzalatiimalidir.




149

(EK-3) Olgu Takip Formu.

ISTANBUL TIP FAKULTESI TIBBi GENETIK ABD

Cinsiyet Gelisim Bozukluklarinda Yeni Nesil Dizileme Tabanli Panel-Gen Testi

Hasta Kabul Ve Takip Formu

KIMLIK BILGILERI

Adi, Soyadi : Protokol veya TC no :

Cinsiyet (yetistirildigi) : Dogum tarihi

Basvuru tarihi, yasi : Memleketi

Adres ve Tel

FORMUN DOLDURULMA TARIHI / DR. ...ceviuienciciesistsnsnencnseneeneae ... ...
TANI :

EK TANI :

BASVURU YAKINMASI VE OYKUSU:
0ZGECMis
Dogum dykisii
Gebelik sirasinda sorun (hastalik, ilag kullanimi vb) :
Gebelik haftasi : Dogum sekli : Dogum tartisi :
Dogum boyu : Bas cevresi : Prenatal asfiksi : Diger:
Noromotor geligim :
Gegirdigi hastaliklar :
AiLE OYKUSU
Akraba evliligi :
Ailede hastalik 6ykiisii :
infertilite Hirsutizm Diger
Ailede benzer olgu:
(varsa aile agaci lizerinde gosterip ayrintili bilgi veriniz.)

Aile agaci :



MUAYENE BILGILERi

Yas : Agirhik / Agirlik SDS

Puberte durumu (Ak., Pk., Meme, Testis) :

AlS evre :

EMS

Boy/ Boy SDS :

IMS :
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*Dis genital muayene (tani sirasinda, ayrintili agiklama) vagen agzi, gériinim, labioskrotal yapraklarin durumu, fallus boyu,

hipospodias sekli, gonadlarin yeri (inguinal, scrotal, batin vb)

LABORATUAR

LH
FSH

Testosteron

Estradiol

Androstenedion

DHEA-S

17-OH PG

Progesteron

Kortizol

DHT

AMH

inhibin-B

ACTH
PRA/Aldosteron

Elektrolitler
Kan sekeri

Diger

Klitoris

Urogenital siniis

Labia major

inguinal Labia kitle

Aksiller killanma

Pubik killanma

Meme gelisimi




HCG uyari testi sonucu :
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Tarih Testosteron DHT T/DHT AS DHEA-S 17-OH PG | PG
Bazal
Uyari sonrasi
Tarih Testosteron DHT T/DHT AS DHEA-S 17-OH PG | PG
Bazal
Uyari sonrasi
ACTH testi sonucu (yapilmis ise) :
Tarih Kortizol 17-OH PG | AS PG
Yas 0. dk
30. dk
60. dk
GORUNTULEME

Abdominal USG:

Pelvik USG:

Skrotum USG:

Adrenal USG:

Pelvik MRI:

GENETiK ANALIzZ

Karyotip:

AR gen testi sonucu:

SRD5A2 gen testi sonucu:
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NOTLAR.

PSiKOLOJIK-PSiKiYATRIK DEGERLENDIRME (Cinsiyet segimi, ailenin 6zellikleri)

TEDAVi
Gonadektomi: Var mi? Zamani (tarih,yas), Patoloji sonucu
Eksternal genital diizeltme ameliyati : (tarih, yas), ameliyat ézelligi

Pubertede ek tedavi (cins steroidi replasman tedavisi vb)

Diger
HASTA VE AILESINDEN ALINAN . Broek
ORNEKLER: Tarih Isim Soyadi tipi DNA Banka no,
(akrabalik derecesi) Olgiimii (-20°C)

OD260/280, ng/l




(EK-4).Calismada kullanilan primer dizileri.

DHH(NM_021044) geninin genomik DNA primerleri.
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Primer Bolge Dizi Mer | Tm Uriin (bg)
DHH - F1 Ekzon 1 5’-GATGCCTAACTGACAGGAGAGT-3’ 22 57.5 549
DHH- R1 5’-CCGTCCTAATTACTCTGTCCA-3’ 21 56.8
DHH - F3 Ekzon 3 5’-GTTGGGGCCAGTCAGATTA-3’ 19 58.5 934
DHH - R3 5’-CCTAGGACCCGGTATCACCT-3’ 20 60.2

HOXA4(NM_002141)geninin genomik DNA primerleri.
Primer Bolge Dizi Mer | Tm Uriin (bg)
HOXA4 —F1 5’- GAGGAGTGGGCACTTGACA -3’ 19 59,8
HOXA4- R1 Ekzon 1 5’- CTAACAGTTTGGCGTCTCGT -3° | 20 58,0 1000
HOXA4-R1SEQ 5’-CCATAGGGGTAGGCGGGT-3? 21 62.1

HSD17B3 (NM_0001979) geninin genomik DNA primerleri.
Primer Bolge Dizi Mer | Tm Uriin(bg)
HSD17B3 - F1 Ekzon1l | 5-GTCCAGTGACTCCTGGAAGA-3’ 20 57.8 353
HSD17B3- R1 5’-GACAGAGCAAGTGTCTGTCTCA -3’ 22 58.2
HSD17B3- F2 Ekzon 2 5’-CTGGAGAGCAAAGGGATGA-3’ 19 58.9 245
HSD17B3- R2 5’-GTGGATGTCTCAGGACTGTGAT -3’ 22 59.0
HSD17B3-F3 Ekzon 3 5’>-CAGTATGTGCACAGTCTCAGGA-3’ 22 59.0 321
HSD17B3- R3 5’>-CTCTGCTTTGTAACCGGGCT-3’ 20 61.7
HSD17B3 -F9 Ekzon 9 5’-CAGTGCCCCTTGAAGTCAGA-3’ 20 61.4 295
HSD17B3- R9 5’-CTTCCTGTTGACCACACATGA-3’ 21 59.6
HSD17B3 - F10 | Ekzon 10 | 5’-GCCACTTGATGTTGGCTAGGT-3’ 21 | 614 490
HSD17B3- R10 5’- CCAGCAGCAAGGAAGAGCTA -3 20 60.8

MAP3K1 (NM_0059215) geninin genomik DNA primerleri.
Primer Bolge Dizi Mer | Tm Uriin (bg)
MAP3K1-F1 Ekzon 1 5’-CGCAGGAGGCCTTACGCT-3’ 18 63.9 829
MAP3K1- R1 5’-CGCCTGTCACATGTCTGCAA-3’ 20 64.5
MAP3K1-F4 Ekzon 4-5 5’-GTCTGGATCTCCTGACCTCA-3’ 20 57,7 1079
MAP3K1- R4 5’-CATTCTTACAGCAGGTCAGTGT-3’ |22 |57,0
MAP3K1-F10 5>-GAAGTTGTGAAGGATGGTA-3’ 19 50.6
MAP3KL-R10 | 02" 10 S G AAACCTTGGACATCATAAS 19 | 507 615
MAP3K1-F17 K 5’-CAGATGTGAATGTGAGTTCA-3’ 20 52.6 338
MAPSKI-RL? | CKeoM 17 I CCAAAGTACTGGGATTACAS 19 | 509




NR5A1 (NM_004959) geninin genomik DNA primerleri.
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Primer Bolge Dizi Mer | Tm g:;;n
NR5A1-F3 | Ekzon 2-3 | 5-CTCAGACAAACGAATCCCA-3’ 19 57.1 790
NR5A1-R3 5’-GGTTCTCTTGCAGCGACT-3’ 18 56.5
NR5A1-F4 | Ekzon 4 5’-GAATGCCAGGCAAAGGAGACT-3’ 21 62.9 898
NR5A1-R4 5’-CTGAAGCCAGTGGGAAGGAT-3’ 20 61.6
NR5A1-F7 Ek 7 5’-GGAGACCATGTTGCATGGTT-3’ 20 60 564
NRSAL-R7 | —2on 5"-CAAACACACAGTGTCAGAACTCA 3 | 23 | 589
WNT4 (NM_030761) geninin genomik DNA primerleri.
Primer Bolge Dizi Mer Tm Uriin (bg)
WNT4 —F1 Ekzon 1 5’-CAGGCACACGGAGGCAGA-3’ 18 64,8 343
WNT4- R1 5’-GCGAGCGAGCCTCCGGT-3’ 17 67,5
ZFPM2 (NM_012082) geninin genomik DNA primerleri.
Primer Bolge Dizi Mer Tm Uriin (bg)
ZFPM2 -F3 | Ekzon 3 | 5’- GATTTTCTTTATTGTGAAGCCA-3* | 22 56,2 494
ZFPM2- R3 5’- CTTCAAGCAGAGGTAGCACTT -3 | 21 56,5
POR (NM_012082)geninin genomik DNA primerleri.
Primer Bolge Dizi Mer | Tm Uriin
¢ (be)
POR-F1 Ekzon 2 5’-CCAAGACTGTGGCTGTCTT -3’ 19 56.3 526
POR-R1 5’-GCT CAA GCA CAATCT AGC A-3> | 19 55.2
POR-F2 Ekzon 3 5’-GAGTGGCACGGGACAAA-3’ 17 59.1 374
POR-R2 5’-CAG AGC TGC TTC AGG GCT -3’ 18 59.4
POR-F3 5’-CCTTTGCCACAGTGGCT-3’ 17 | 583
Ekzon 4 541
POR-R3 5’-CAG TCC TGG GGA AAC GA-3’ 17 58.0
POR-F4 Ekzon 5ve 6 5’-CCAGCCTAACACGGGTGA-3’ 18 60.7 1189
POR-R4 5’-GAG GCA GGA GAG CCC CT-3 17 60.5
POR-F5 5’-CCTGATGCTCTGGGTTT-3’ 17 54.3
Ekzon 7ve 8 1145
POR-R5 5’-GTA CAA ACT GGG CGA GT-3” 17 51.5
POR-F6 5’>-CAGTTCTTTTAGGGGCCA-3’ 18 56.3
Ekzon 9ve 10 1144
POR-R6 5’-CAG CACCTCACT CCCTT-3’ 17 54.3
POR-F7 5’-GGACTTCCTGTCTGGTT-3’ 17 50.0
Ek 11ve 12 789
PORR7 |~ on=tVve 5-GAC TGA GTC CAC AGC CT-3’ 17 | 511
POR-F8 & -3’ 18 58.7
Ekzon 13-14-15-16 5’-GGGCTGGCTTGTGAGATT -3 1353
POR-R8 5’-GCC TCC AGA GGC ATG GA-3’ 17 60.9




SOX3 (NM_005634)geninin gergek-zamanl PZR ¢aligsmasi i¢in genomik DNA primerleri.
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Primer Bolge Dizi Mer | Tm | Uriin(bg)
SOX3-hrm-F1 Ekzon 1 | 5>-CAT CAC TGC GAA CCT GTC A-3’ 19 59.4 232
SOX3-hrm-R1 5’-CTG TGG GCC AGC GAG T-3° 16 59.4
SOX3-hrm-F2 Ekzon1l | 5-CTG AGATCA GCA AGC GCT T-3’ 19 59.4 297
SOX3-hrm-R2 5’-CGT TCA CGT GCG TGT ACG-3’ 18 61
SOX3-hrm-F3 Ekzon1l | 5>-CGC TCA GAG CTA CAT GAACGT-3* | 21 60.6 269
SOX3-hrm-R3 5’-GCA GGT ACATGC TGATCATGT-3’ 21 58.6
SOX3-hrm-F4 Ekzon 1l | 5’-ATG ATC AGC ATG TAC CTG CCA-3’ 21 61.5 148
SOX3-hrm-R4 5’-GTG CTC AGA TGT GGG TCA GC-3’ 20 61.9

CENPJ (NM_018451)geninin gergek-zamanli PZR ¢aligsmasi i¢in genomik DNA primerleri.

Primer Bolge Dizi Mer | Tm Uriin

(be)

CENPJ- F12 Ekzon 12 5’-GGA CAG CAG TTC ACA GGA TA-3’ 20 56.2 165
CENPJ- F12 5’-GTC CCT TAT CCA AAT TGC CT-3’ 20 58.0




156

ETIiK KURUL KARARI

T.C.
ISTANBUL l'JNiVERsiTE_si
iSTANBUL TIP FAKULTESI
KLINiIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Sayi: 1329 Tarih : 21.11.2016
Konu : Prof. Dr. Z. Oya UYGUNER hk.

Sayin Prof. Dr. Z. Oya UYGUNER
Tibbi Genetik Anabilim Dali

ilgi: Tibbi Genetik Anabilim Dalinin 21/10/2016 giin ve 380079 sayil yazisi

Sorumlu arastiriciigini tstlendiginiz ve Yiksek lisans égrencisi Agharza AGHAYEV' in yuritecegi 2016/1290
dosya numarall "Cinsiyet Gelisim Bozukluklari lle lligkili Genlerin Yeni Nesil Dizileme Teknigi lle Arastiriimasi”

baslikli galisma kurulumuzun 11/11/2016 gun ve 19 sayili toplantisinda gérisulerek etik yonden uygun bulunmus
olup, tutanaklar ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

~

Prof. Dr. A.Yagiz JURESIN
istanbul Tip Fajdiltesi Klinik Arastirmalar

Etik Kurul Baskani

EKki: Istanbul Tip Fakltesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu Karar Formu



ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINI

K ARASTIRMALARI ETiK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN TUR(

ARASTIRMAYA KATILAN
| MERKEZLER |

Yiksek Doz Arastirmas
Diger ise belirtiniz :

. i [ISTANBUL TIP FAKULTESI
- BERSUERE S KLiNiK ARASTIRMALARI ETIK KURULU
ZZ i.U.ISTANBUL TIP FAKULTESI HULUSI BEHCET
&% | ACTE ADRISH KUTUPHANESI KAT:3 FATIH/ISTANBUL
E = TELEFON 0(212) 4142153
=S | FAKS 0(212)4142153
| E-POSTA itfetikkurul@jistanbul.edu.tr,
; . "Cinsiyet Gelisim Bozukluklart ile liskili Genlerin Yeni Nesil
S e Dizileme Teknigi ile Arastiriimasi" -,
ARASTIRMA PROTOKOL -
KODU - 2
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI Prof. Dr, Z, Oya UYGUNER
UNVANIADISOYADI B
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK | Tibbi Genetik
- ALANI
B . , %
) KOORDINATORSORUMLU | fstanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
= ARASTIRMACININ Anabilim Dah
o BULUNDUGU MERKEZ
g DESTEKLEYIC istanbul Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri
& DESTEKLEYICININ YASAIL -
= TEMSILCIS]
e o
< FAZ 1
™ o
ARASTIRMANIN FAZ] hisi
FAZ3

Yeni Bir Endikasyon

= D,DDDI}

=

TEKMERKEZ | COK MERKEZLI | ULUSAL ULUSLAR ARASI
] 0 | =m 0
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ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINiIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU KARAR FORMU

r/\MsTlRMANlN ACIK ADI T"Cinsiyet Gelisim Bozukluklari ile iligkili Genlerin Yeni Nesil Dizileme Teknigi ile Arastiriimas"

Belge Ad1 Tarihi Versiyon Numaras Dili
z = T ml . N
_:l: ARASTIRMA PROTOKOLU 04/112016 Tirkge ® Ingilizce L Digerl
Z : G T
2 _ |BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU | m Tirkge @ ingilizce ] Diger[]
z e [ ixar]
2= [OLGU RAPOR FORMU O Tarkge () Ingilizce [ Digerl]
w9 = M o M ixar]
§ Z | ARASTIRMA BROSURU O Tirkge [J ingilizce ] Diger[]
2
Belge Adi (] Ac¢iklama
TURKGCE ETIKET ORNEGI 0
SIGORTA 0
ARASTIRMA BUTCESI | |
]
= | BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU O
§ HASTA KARTU/GUNLUKLERI 0
=
Z |ILAN ]
=
‘E YILLIK BILDIRIM O
= | SONUC RAPORU O
=
Z | GOVENLILIK BILDIRIMLERI O
E DIGER: " Anabilim Dali Baskanligindan Ust Yazi ve Akademik Kurul Karari, Literatur
S Kaynagi, Sorumluluk Paylagim Belgesi, Olgu Rapor Formu, ligili Elemanlarin
" Bilgilendirildigine Dair Belge, CV, CD
Karar No:19 Tarih: 11/112016
Z | Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakaltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalinda gorevli Prof. Dr. Z. Oya UYGUNER “in sorumlulugunda ve Yuksek
% = | lisans ogrencisi Agharza AGHAYEV” in’ in ylritecegi yukarida bilgileri verilen aragtirma basvuru dosyast ile ilgili belgeler aragtirmanin gerekge, amag,
g S | yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incel is, gergeklestiril de ctik ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan Etik Kurul tlye tam
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