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Primer Amenore ve Cinsiyet Belirsizligi Gosteren
Olgularin Sitogenetik ve Molekiiler Genetik Tekniklerle
Degerlendirilmesi

Primer amenore Ureme c¢agindaki disilerin %1 ile 3’GUnde gorilmektedir. Calismada primer
amenoreli hastalarda sitogenetik anomali oraninin ve genotip fenotip korelasyonlarinin bulunmasi
amagclanmistir.

Primer amenoreli 62 olguda sitogenetik ¢alisma yapildi. Olgular SRY geni FISH ve molekiler
genetik yontemler kullanilarak analiz edildi.

Kromozomal aberasyonlar 11 vakada bulundu. Kromozomal anomaliler millerian kanal
anomalilerinden sonra primer amenorenin en sik ikinci nedenidir. En sik kromozomal anomali 11
vakadan 7’sinde goérilen Turner sendromudur. Erkek genotip ve inguinal testisli tam testikiler
feminizasyonlu (ADS) 2 olguda tespit edildi. ADS’li 2 olguda SRY pozitifligi bulundu. Diger
olgularda SRY pozitifligine rastlanmadi.

XY hicre hatti igeren bir karyotipin primer amenoreli bir olguda bulunmasi durumunda artmis
neoplazi riskinden dolayr gonadoktomi dnerilmelidir. Turner sendromu primer amenorenin yaygin
olmayan bir nedenidir. Kisa boy TS'li disilerde degismeyen bir bulgudur. Biyosentetik biylime
hormonuyla tedavinin, TS’li olgularin cogunda yetiskin boy artisinda etkili oldugu gosterilmistir. Bu
nedenle cgocukluk ve adolesan dénemde TS'nin erken tanisi oldukga 6nemlidir. Genetik
danismanlik hastalarin durumu kabullenmesi acisindan gergekgi olmalidir. Bdylece hastalarin
toplumda fiziksel, psikolojik, duygusal ve sosyal olarak uyum sadlamalarina yardimci olunabilir.

Anahtar Kelimeler: Primer amenore, kromozom aberasyonu, FISH, sitogenetik
The Examination of Support Healthcare Personal Knowledge About Hepatitis

Primary amenorrhea occurs in 1 to 3% of women in the reproductive age group. This study is
aimed to find of cytogenetic anomalies ratio and of genotype-phenotype correlation in patients with
primary amenorrhea.

The cytogenetic study of 62 patients with primary amenorrhea was performed. Cases were
analysed using FISH and molecular genetic methods to detect of SRY gene.

Chromosomal aberrations were seen in 11 cases (17.7%) and it comes second most common
cause of primary amenorrhoea after mullerian duct abnormalities. The most common cause was
Turner's syndrome (TS) seen in 7 out of 11. Two cases of complete testicular feminisation
syndrome with male genotype (46,XY) and inguinal testis were also detected. It has been observed
positive SRY in patients with ADS. Other cases not detected the positive of SRY gene.

It is suggested that management of an patient with primary amenorrhea whose sex karyotype
includes an XY cell line should include gonadal excision because of increased risk of neoplasia. TS
is a relatively common cause of primary amenorrhea. Short stature is an almost invariable finding
in women with TS. Treatment with biosynthetic growth hormone appears to be effective in
increasing adult height in many of TS. In this reason , it is very important the early diagnosis of TS
during childhood and adolescence. The genetic counselling should be realistic so that patients
accept their condition, which will help them to adjust in society physically, psychologically,
emotionally and socially.

Key Words: Primary amenorrhea, Chromosome aberrations, FISH, cytogenetic

Giris

Primer amenore, bilyime veya sekonder seks karakterlerinin gelisim veya
blylmesindeki yokluk ile 14 yasina kadar adet gérememe veya sekonder seks
karakterlerinin olusmasi ile birlikte normal blyime ve gelismenin varligina
bakilmaksizin 16 yasina kadar adet gérememe durumudur ve insidansi % 0.1 ile % 2.5
arasinda degisir. Primer amenorenin baslica nedenleri gonadal yetmezlik % (48.5),
uterus ve vajinanin konjenital yoklugu % (16.2) ve konstitusyonel gecikme % (0.5)'dir (1,
2). Primer amenore hipotalamus veya merkezi, hipofiz, ovarian ve uterus kaynakl
olabilir.
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Bunun yani sira hipotiroidizm veya hipertroidizm,
kronik hastaliklar, kistik fibrosis, strrenal hastaliklar
(Cushing’s hastaligi), hipoglisemi, asin sismanlik,
diabetes mellitus, konjenital kalp hastaligi(cyanotic),
konjenital adrenal hiperplazi, kraniofarinjiom, adrenal
timorler, Prader Willi sendromu, asiri kilo kaybi
(anorexia nervosa, bulimia, asiri egzersiz, veya diger
nedenler) ve malnutrisyon gibi genel nedenlerden de
kaynaklanabilir (3).

Primer amenorede kromozomal anomalilerin orani
farkli calismalarda farkli oranlarda bulunmustur. Bu
oranlar %15.9'la %63.3 arasinda degismektedir (4-10).
Bu farklihk muhtemelen farkli hasta segim kriterlerinden
kaynaklamaktadir. Bu gline kadar X ve Y kromozomu ile
ilgili olarak pek ¢ok yapisal anomali tanimlanmistir (11,
12). Ozellikle Turner sendromun (TS)da X kromozo-
muyla ilgili olarak en sik rastlanilan kromozomal
anomaliler 45,X , 45,X/46,XX , 46,X,i(Xq), 46,X,del(X),
46,X,r(X) ve 45X/47 XXX seklindedir (13). Primer
amenoreli olgularda 46,XY Kkaryotipi basta olmak Y
kromozomunun delesyon ve duplikasyonlarinin da yer
aldigi  kromozomal anomaliler saptanmistir (12).
Androjen Duyarsizhigi Sendromu (ADS) X’e bagli resesif
gecis goOsteren bir sendromdur. Sendromda karyotip
46,XY olup olgularda inguinal testis yapisi ve belirsiz dig
genitaller en belirgin 6zelliklerdir (14).

Calismada primer amenoreli bireylerde kromozomal

anomalilerin  saptanarak bu tir hastalarda farkh
kromozomal anomalilerin (yeniden dlzenlemelerin)
yuzdesinin  bulunmasi, SRY Iokus spesifik prob

kullanilarak vyapilacak interfaz FISH calismasiyla Y
kromozom kokenli dizilerin tespit edilimesi, SRY spesifik
primerler kullanilarak yapilacak molekiler genetik
analizle SRY pozitifliginin degderlendiriimesi ve tespit
edilen karyotipler ve fenotipler arasindaki iligkilerin ortaya
konmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Sitogenetik Analiz: Calismada, 2003-2005 yillari
arasinda Firat Tip Merkezi, Tibbi Biyoloji ve Genetik
AD’'na primer amenore nedeniyle kromozom analizi
istemi yapilan 62 hasta retrospektif olarak degerlendirildi.
Hastalarin karyotipinin ortaya konmasi icin
fitohemaglutinin  (PHA) indlklenmis periferik kan
lenfositleri kullanilarak 72 saatlik kulttr yapildi. Kaltar
sonrasi elde edilen metafaz preparatlar tripsin Giemsa
bantlama ydéntemi (GTG) kullanilarak boyandi (15).
Toplam 5 metafaz plaginin tam analizi yapildi. incelenen
metafaz sayisi, X kromozomu agisindan olgularin mozaik
Turner olup olmadiginin belirlenebilmesi igin 100 hiicre
sayllmalidir.

FISH Analizi: interfaz-FISH calismasi TSnin en
azindan 2 6zelligini (kisa boy, seksuel infantizim) tasiyan
34 ve erkek yéniunde virilizasyonun belirlendidi 2 olguya
yapildi. FISH igin biotinle isaretli sentromerik X ve
teksas red isaretli SRY genine spesifik dual-color kokteyl
bir prob kullanildi (Vysis, lllinois, USA). Preparasyon
islemleri Vysis protokoline uygun olarak yapildi.
Mozaiklik varliginin ve SRY pozitifliginin
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degerlendirilmesi igin 100 interfaz hicresi floresan
mikroskopta incelendi (15).

Molekiiler Analiz: Molekiiler genetik herhangi bir
kriter uygulanmaksizin 62 hastaya uygulandi. Gerekli
olan olgu DNA’lari kandan standart yontemlerle elde
edildi. SRY bdlgesinin ¢ogaltiimasinda ileri primer olarak
5 CGATTGTCCTACAGCTTTGTC-3' ve geri primer
olarak 5- TCGCACTCTCCTTGTTTTTTGAC-3’ kullanildi
(16). PZR cihazinda ¢ift sarmal DNA molekdllerini
denatlire etmek icin bir donglde 96°C’de 3 dakika,
denatirasyon (melting) igin 96°C'de 30 saniye,
baglanma (annealing) igin 60°C’de 1 dakika, uzama
(extension) igin 72°C’de 1 dakika olmak Uzere toplam 35
doéngi gergeklestirildi. En son doéngldeki uzatma
periyodu 72°C'de 10 dakika olacak sekilde
gerceklestirildi ve 6rnekler 4°C’ye kadar hizla sogutuldu.
PZR sonucunda elde edilen 648bp’lik PZR Grini % 2’lik
agaroz jelde yuratuldd.

istatistik Analizler: Yas ve diger demografik veriler
SPSS 10 programina kaydedildi. Tim Istatistik analizler
bu programla gerceklestirildi.

Bulgular

Primer amenoreli hastalarin yas ortalamasi 21. 14 + 7.
27 ve boy ortalamalari 153. 60 + 14.00cm idi. Olgularin
%11.22’sinde (7) uterus agenezi, %11.3’Uinde (7) uterus
atrofisi, %69.3'Unde (43) hipolazik uterus, %8.1’inde (5)
normal uterus yapisi gdzlendi. 62 primer amenoreli
olguda vyapilan konvansiyonel sitogenetik analiz
sonucunda hastalarin %17.7 (11)’sinde anormal karyotip
tespit edildi. Tablo1’de karyotipler ve bu karyotiplere
karsilik gelen sendromlar verilmistir.

9 karyotipin 5’i TS’nin fenotipik 6zelliklerine sahip
olup 3’Unde klasik olmayan Turner karyotipleri bulundu. 2
hastada 46,XY karyotipi tespit edildi ve bunlar androjen
duyarsizligi sendromunun klinik &zelliklerine sahipti.
Tablo 2'de primer amenorenin etyolojik nedenleri
verilmigtir.

Tablo 1. Primer amonore’li hastalarda tespit edilen
karyotipler ve karsilik gelen sendromlar.

Olgu Tanimlanan Sendrom Karyotip

1,2,3 Turner Sendromu 45X
4 Turner Sendromu 45,X(%43)/46,XX(%57)
5 Turner Sendromu 46,X,del(X)(923)
6,7 Turner Sendromu 46,X,i(Xq)
8.9 Androjen Duyarsizligi 46.XY

Sendromu
10,11 Primer Amenore (-) 46,XX, inv(9)(p11;913)

Tablo 2. Primer amenorenin etyolojisi.

Olgu

Nedenler Yizdeler
sayisl
Kromozomal aberasyonlar %17.7
Turner ve Varyantlari 7 %11.29
ADS sendromu 2 %3.22
Diger kromozomal anomaliler 2 %3.22
Anatomik defektler 46 %74.2
Normal Mullerian Yapi 5 %8.1




Cilt : 20, Sayi: 6

Sekil 1. 46, X,del(X)(q23) karyotipine sahip olgunun metafaz
plagi.

Sekil 2. SRY lokus spesifik kirmizi isaretli ve sentromerik X
yesil isaretli prob kullanilarak yapilan interfaz FISH sonucu
elde edilen sinyallere sahip interfaz hiicresi.

23456?8

Sekil 3. SRY genine spesifik primerler kullanilarak yapilan
PZR sonrasi elde edilen uriinlerin agoroz jel goriintisu.
Siitun 1: 100bp’lik DNA boyut markiri. Situn 2: 46,XY
karyotipine sahip normal bir erkege ait 648bp’lik bant.

Siitun 3,4,5,7: SRY negatif olgular. Siitun 6: ADS’li olguya ait SRY
bandi. Siitun 8: Negatif kontrol.
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Del(X)(q23)'t gosteren metafaz plagr Sekil1’de
gOsterilmistir. Yapilan interfaz FISH galismasi sonucunda
sadece 2 ADS'li olguda SRY pozitifligi tespit edilmistir.
Yapilan interfaz FISH gorintisi Sekil 2'de gosterildi.
Yapilan molekiler genetik analizlerle bu 2 ADS’li olguda
648bp’lik PZR Grinu gdsterilmigtir. Olgulara ait agaroz jel
gOruntisi Sekil 3'de verilmigtir. Anormal karyotip tespit
edilen diger olgularda SRY pozitifligine rastianmamistir.

Tartisma

Calismada primer amenoreli vakalarin %17.7’sinde
anormal karyotip tespit edilmistir. En sik rastlanilan
kromozomal anomaliler X kromozomuyla ilgili olup
Turner sendromu ve varyantlaridir. ikinci sirada ADS ve
inv(9) yer almaktadir.

Temocin ve arkadaslari 68 primer amenoreli hastanin
%26.4 (18)'inde, Ganguly ve Sahni primer amenoreli 280
hastanin %29'unda, Chryssikopoulos ve Grigoriou 77
primer amenoreli hastanin %38inde ve Mondal ve
arkadaslari 72 primer amenoreli vakanin %33.33'Unde
sitogenetik olarak anormal bir karyotip tespit etmislerdir.
Anormal karyotipler icerisinde en sik TS karyotipi ve
varyantlarinin gérildiguinu ikinci sirada ise ADS’nin yer
aldigini belirtmiglerdir (4, 8-10). Bu calismada olgularin
%17.7’sinde anormal karyotip tespit edilmis olup
anormal karyotipe sahip olgularin %63.6’sinda TS ve
varyantlarinda goérilen kromozomal anomaliler ve
%18’inde ise 46,XY karyotipi saptanmistir.

TS’lu bireylerde molekiler dizeyde Y kromozom
materyalinin varlig1 tespit edilmis olup bu materyalin
varligi degisik ¢alismalarda %12, %28 ve %36 gibi farkh
oranlarda bulunmustur (17, 18). TS veya Ullrich Turner

Sendromu (UTS) hastalarinda bir Y kromozom
materyalinin varliginda gonadoblastom veya
disgerminom gelisme riski %10-%20 iken ADS’li
olgularda bu oran yaklasik %30°'dur  (19). Primer

amenoreli hastalarda yapilan molekiler genetik analizler
sonucunda SRY pozitifligi ADS’li 2 olguda tespit
edilmistir. SRY pozitifliginin 6zellikle Turner sendromlu
bireylerde rutin olarak arastirilmasi dnerilmektedir. ADS’li
2 olguda inguinal testis dokusu tespit edilmis olup her iki
olguda tam ADS sendromunun Ozelliklerini
gOstermektedir. Bu hastalara sitogenetik ve klinik olarak
tani konduktan sonra Ozellikle gonadlarin malignant
potansiyelinden  dolayr  prepubertel  gonadoktomi
yapiimalidir. Her iki olguda da genetik danismanlik
verilerek hastalar gonadoktomi iglemi icin cerrahi
kliniklerine yénlendirilmigtir.

Marozzi ve arkadaslari Xq23 delesyonuna sahip
prematir ovarian yetmezligi olan ve Turner stigmatlari
olmayan bir olgu ve Mesa-Cornejo ve arkadaslari ise
45,X(6)/46,X,del(X)(q23)(24) karyotipine sahip TS'li bir
olgu tanimlamislardir (20, 21). Ayrica Xq23 bélgesindeki
delesyonlara sahip mozaik olmayan olgularda Turner
stigmatlarinin ~ gbézlenmedigini  belirten  c¢alismalar
mevcuttur (22). Ayni karyotipe sahip olgumuzda ise kisa
boy, boyun olmasina ragmen obezite ve menars
g6zlenmemistir. Olgumuzda hipertiroidi ve isitme kaybi
gibi Turner sendromunun tipik O&zellikleri de tespit
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edilmistir. Hipertiroidi Turner sendromlu olgularin ancak
%3’Unde gorilmektedir (23). Hipertiroidinin olgu 5'te
gortulmesi  karyotip-fenotip  korelasyonlari agisindan
oldukga o©nemlidir. Literatirde mozaik olmayan Xq23
delesyonuna sahip ve bahsedilen Turner sendromu
Ozelliklerini tagiyan olguya rastlanmamistir. Olguyu diger
Xg23 delesyonuna sahip vakalardan farkli kilan
Ozelliklerinin  nedenlerini agiklamak olduk¢a gugtur.
Cunkl normal olarak anormal X kromozomu tercihen
inaktive edilmeli ve bdylece genetik denge korunmalidir.
Ancak Xq delesyonuna sahip bireylerde X
inaktivasyonunun random oldugunu veya bunun tersi
sekilde Xg- agisindan secgimli bir inaktivasyonun
gerceklestigini gosteren calismalar mevcuttur (24, 25,
26). Fenotipin degisken olmasinin en 6nemli
nedenlerinden biri Xp veya Xg'nun proksimalindeki
gelisim  genlerinin, bazi  X-otozomal kromozom
translokasyonlarinda  gorilen X inaktivasyonunun
degisken yayillmasina benzer sekilde inaktive olmasidir
(27).

X kromozomuyla ilgili anomalilerin yani sira 2 olguda
9 nolu kromozomda inversiyon gézlenmistir. Daha 6nce
Ganguly ve Sahni adl arastiricilarda primer amenoreli
olgularda bu anomaliye rastlamislardir (8). Badovinac ve
arkadaslan reproduktif basarisizigi olan bireylerde (158
erkek ve 106 disi) yaptiklari caismada ayni anomaliyi 4
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